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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A: parametro de actividad fotosintetica o asimiliacién de CO2
aa: Aminoécidos

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALA-AT: Alanina aminotransferasa

APX: Ascorbato peroxidasa

ASP-AT5: Aspartato aminotransferasa

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosina trifosfato

CA: Anhidrasa carbonica

CAM: Metabolismo acido de las crasulaceas

CAT1-2: catalasa

CCBB: Ciclo de Calvin-Benson-Bassham

Ci: Concentracion de CO:z en el espacio intercelular de la hoja
CycD4: Ciclina D4

CycD6: Ciclina D6

CNDa: Condor a

CNDb: Condor b

cpm: lecturas por millén (del inglés: Counts per million)
CV: Células de la vaina

CVE: Células de la vaina externa

CVI: Células de la vaina interna

C2H2: Motivo zinc finger de tipo Cys2-His2



EM: Eigengen del modulo

EMSA: Ensayo de cambio en la corrida electroforética (del inglés: Electrophoretic Mobility-Shift
Assay)

Fd: Ferredoxina

GAF1: GAl Interacting Factor 1

GAI: GIBBERELLIN-INSENSITIVE

GDC: Complejo glicina descarboxilasa

GED: Genes expresados diferencialmente

GGT1: Glutamato-glioxilato amino transferasa

GOX: Glicolato oxidasa

GRN: Redes de regulacién génicas (del inglés: Gene Regulatory Networks)
G3P: Gliceraldehido 3-fosfato

HAM: Hairy Meristem

HGC: Motivos de cobertura global alta (del inglés: High Global Coverage Motifs)
HPR1: Hidroxipiruvato reductasa

IDD: Dominio Indeterminado

IDD-i: Ortogrupo IDD indeterminado

ID1: Indeterminate 1

JKD: Jackdaw

kim: Conectividad intramodular

krotai: Conectividad total

LGC: Motivos de cobertuta baja (del inglés: Low Global Coverage Motifs)
LISCL: Lilium Scarecrow-like

LogFC: Tasa de cambio logaritmica (del inglés: logarithmic fold change)

LS: Lateral Suppresor



M: Células del mesofilo

MDH: Malato deshidrogenasa

ME: Enzima malica

MGC: Motivos de cobertura global media (del inglés: Medium Global Coverage Motifs)
MGP: Magpie

MM: Membresia al médulo (del inglés: Module membership)

MoRF: Caracteres de reconocimiento molecular (del inglés: molecular recognition features)
NAD: Nicotinamida adenina dinucle6tido

NADH: Forma reducida de la nicotinamida adenina dinucle6tido

NAD-ME: Enzima Médlica dependiente de Nicotinamida Adenina Dinucleétido

NADP: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

NADPH: Forma reducida de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NADP-ME: Enzima Mélica dependiente de Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato
NDH: Complejo de tipo NADH deshidrogenasa

NKD: Naked endosperm

NLS: Senal de localizacion nuclear (del inglés: nuclear localization signal)

NR1: Nitrato reductasa 1

NSP1: Nodulation Signaling Pathway

OAA: Acido oxaloacético

OED: Ortogrupos expresados diferencialmente

OG: Ortogrupo

PAT1: Phytochrome A signal transduction 1

pb: Pares de bases

PC de CO:: Punto de compensaciéon de CO>



PCA: Andlisis de componentes principales (del inglés: Principal Component Annalysis)
PE: Lecturas de extremo emparejado (del inglés: Pair end)

PEPC: Fosfoenolpiruvato carboxilasa

PEPCK: Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

PGLP1: Fosfoglicolato fosfatasa

PK: Proto-Kranz

PPDK: Piruvato fosfato diquinasa

ppm: Partes por millén

PQ: Plastoquinona

pseudoTLE: via de transporte de electrones pseudo ciclica o pseudo transporte lineal de

electrones.

PSI: Complejo fotosistema |

PSII: Complejo fotosistema Il

RGA: Repressor of ga1-3

RBCS1A: Subunidad pequefia de RUBISCO

RNAseq: Secuenciacion del ARN a escala global

ROS: Especies reactivas del oxigeno

RUBISCO: Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
SCL3: Scarecrow-Like 3

SCR: Scarecrow

SG5: Shoot Gravitropism 5

SGAT: Serina-glioxilato aminotransferasa

SHBM: Motivo de union a SHR (del inglés: SHR binding motif)
SHM4: Serina hidroximetiltransferasa

SHMG6-7: Serina hidroximetiltransferasa
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SHMT1: Serina hidroximetiltransferasa

SHR: Shortroot

SOD: Superoxido dismutasa

STP1: transportador de sacarosa STP1

SUS: Sacarosa sintasa

SWEET: transportador de sacarosa SWEET

TCE: Transporte ciclico de electrones o fosforilacién oxigénica

TLE: Transporte lineal de electrones o fosforilacion anoxigénica

TPE: Transcriptos poco expresados

TPM: Transcriptos por millén de kilo bases (del inglés: Transcripts Per Kilobase Million)
WDP: Woodpecker

WGD: Duplicaciones completa del genoma (del inglés: Whole Genome Duplications)
WRB: Warbler

ZF: Zinc fingers

ZFP: Proteina zinc finger



RESUMEN

La fotosintesis es un proceso complejo mediante el cual las plantas utilizan el CO: y la luz del
sol para obtener energia. En la fotosintesis Cs, la enzima principal encargada de incorporar el CO-
(lamada RUBISCO) también cataliza una reaccién de oxigenaciéon. Esta reacciéon da origen a un
proceso denominado fotorrespiracion, que implica una disminucién en la eficiencia fotosintética. La
reaccion de oxigenaciéon de RUBISCO se intensifica bajo ciertas condiciones climaticas como
ambientes cdlidos, aridos y salinos. Esta desventaja de la fotosintesis Cs fue resuelta por algunos
grupos de plantas a través de la incorporacién de enzimas mas eficientes en la fijacion de carbono y la
relocalizacion de la maquinaria catalitica entre las células de mesdfilo y las de la vaina. Dicha
compartimentalizacién celular muestra una anatomia foliar diferencial denominada anatomia Kranz.
Estas novedades evolutivas establecieron un nuevo tipo de fotosintesis denominada fotosintesis Ca.

La fotosintesis C4 les ha permitido a las plantas adaptarse a altas temperaturas e intensa
radiacion solar mediante un mejor uso del agua y del nitrogeno. A pesar de que solo un 3% de las
angiospermas usa el circuito Cs, las especies C4 estén entre los cultivos mas importantes del planeta
(por ejemplo, maiz, cafia de azlcar, sorgo) y cubren cerca del 25% de la superficie de la tierra. Esta
fotosintesis es uno de los ejemplos mas notables de homoplasia evolutiva, ya que se conocen al menos
70 origenes independientes de la misma. Ademas, cerca de los linajes C4 suelen encontrarse especies
que presentan subtipos fotosintéticos con caracteristicas intermedias. Algunas son especies Cs con
caracteristicas anatémicas y fisiologicas que reducen los niveles de fotorrespiracion, como las especies
Proto-Kranz (PK) y C> de tipo I; y otras son especies donde ademas existe una incipiente via C4, como
en las Cz de tipo Il o las Cs-like. A pesar de décadas de estudio, el mecanismo que promovié su
evoluciéon es un enigma biolégico aun no resuelto. Los modelos actuales proponen que el ensamblado
de la fotosintesis C4 implicé una serie de cambios evolutivos graduales en el cual la relocalizacién de
las enzimas fotorrespiratorias, con el establecimiento de fotosintesis intermedias, fue un paso clave
para el surgimiento de la fotosintesis Ca.

Sorpresivamente, mas de 1/3 de los origenes C4 ocurrieron dentro de la familia de las gramineas
(Poaceae). En particular, la subtribu Otachyriinae (tribu Paspaleae), constituida por 35 especies
distribuidas en América, incluye a especies C4, C2, PK'y Cs. Esto la convierte en un linaje interesante
para responder preguntas sobre la evolucion y la optimizacion de la fotosintesis.

Por estas razones, el objetivo general de este trabajo fue estudiar los mecanismos moleculares

responsables del origen y diversificacién de los sistemas fotosintéticos en gramineas empleando como
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grupo modelo a la subtribu Otachyriinae. Para ello se abord6 esta problematica desde tres enfoques
organizados en capitulos:

1) Evolucién molecular de las subfamilias de reguladores transcripcionales IDD, SHR y SCR.
Aungue poco se sabe respecto al control génico del establecimiento de la anatomia Kranz, se piensa
que algunos factores de transcripcion de las familias GRAS y C2H2 podrian jugar un rol importante.
Las subfamilias GRAS SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) fueron caracterizadas como
participantes claves, junto a miembros de la subfamilia de zinc finger C2H2 INDETERMINATE DOMAIN
(IDD), en el desarrollo del patrén radial del tejido basal, tanto en raices como en tallos y hojas. Sé6lo un
pufado de estudios se han enfocado en la filogenia y la identificacion de ortlogos para los IDDs, SHRs
y SCRs entre diferentes especies de plantas. Es por ello que se decidioé abordar un estudio filogenético
exhaustivo sobre la evolucion molecular de estos genes en las plantas verdes.

2) Estudio de la anatomia foliar y la fisiologia en Otachyriinae. Hasta el momento, ningun estudio
se centrd en el desarrollo foliar de la subtribu Otachyriinae y muy pocos reportan la caracterizacién de
la anatomia foliar. Por este motivo, se propuso estudiar el desarrollo de la anatomia foliar para
comprender los mecanismos responsables de la diversificacion de los subtipos fotosintéticos en las
gramineas. Para ello se analizd, a través de microscopia éptica, la evolucién de rasgos fenotipicos
durante el desarrollo foliar.

3) Andlisis de la transcriptomica del gradiente foliar en Otachyriinae. Para tratar de entender los
mecanismos moleculares responsables de la evolucion de la fotosintesis Cs, se estudié en forma
comparada la regulacién transcripcional de genes a lo largo de la hoja en especies de la subtribu
Otachyriinae. Para ello se secuenciaron y ensamblaron los transcriptomas de novo para tres especies
con fotosintesis Csz, PK'y C4. Luego, se investig6 la dinamica transcripcional, la expresion de los genes
a lo largo del gradiente foliar y se identificaron diferencias y similitudes entre las especies.

Los estudios filogenéticos en las subfamilias IDD, SHR y SCR permitieron identificar eventos de
duplicacién especificos y determinar las relaciones de ortologia entre las especies. El estudio de la
anatomia foliar, demostro la existencia de un gradiente de desarrollo con diferencias marcadas entre
las especies con diferentes subtipos fotosintéticos. Finalmente, por medio de la secuenciacion masiva
del ARN, se lograron construir transcriptomas con un gran nivel de completitud, un bajo nivel de
secuencias redundantes y una gran cantidad de transcriptos anotados. A través de un andlisis de
expresion diferencial se encontraron diferencias significativas entre las especies, con respecto a las
dinamicas transcripcionales. Ademas, se encontré que la mayoria de los patrones de expresién de las
enzimas asociadas al ciclo C4 se encuentran conservados a lo largo del desarrollo entre la especie Ca
y las especies Ca.
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ABSTRACT

Photosynthesis is a complex process by which plants use CO2 and sunlight for obtaining energy.
In Cs photosynthesis, the main enzyme responsible for incorporating CO. (called RUBISCO) also
catalyzes an oxygenation reaction. This reaction originates a process called photorespiration, which
implies a decrease in photosynthetic efficiency. RUBISCQO's oxygenation reaction intensifies under
specific climatic conditions such as hot, arid and saline environments. This disadvantage of Cs
photosynthesis was solved by some groups of plants through the incorporation of more efficient
enzymes in carbon fixation and the relocation of the catalytic machinery between mesophyll cells and
bundle sheath cells. This cellular compartmentalization shows a distinctive foliar anatomy called Kranz
anatomy. Altogether, these evolutionary novelties established a new type of photosynthesis called Cs
photosynthesis.

C4 photosynthesis has allowed plants to adapt to high temperatures and intense solar radiation
through better use of water and nitrogen. Despite the fact that only 3% of angiosperms use the C4 cycle,
Cs4 species are among the most important crops on the planet (e.g. corn, sugar cane, sorghum) and
cover about 25% of the surface of the Earth. This photosynthesis is one of the most remarkable
examples of evolutionary homoplasy, since at least 70 independent origins are known. In addition,
species with photosynthetic subtypes with intermediate characteristics are usually found near the C4
lineages. Some are Cs species with anatomical and physiological characteristics that reduce levels of
photorespiration, such as Proto-Kranz (PK) and Ca type | species; and others are species where there
is also a weak C4 pathway, as in Cz type Il or Cs-like. Despite decades of study, the mechanism that
promoted its evolution is a biological enigma. Current models indicate that the assembly of C.
photosynthesis involved a series of gradual evolutionary changes in which the relocation of
photorespiratory enzymes, with the establishment of intermediate photosynthesis, was a key step to
achieve C4 photosynthesis.

Surprisingly, more than 1/3 of the C4 origins occurred within the grass family (Poaceae). In
particular, the Otachyriinae subtribe (Paspaleae tribe), with 35 species distributed in America, includes
C4, Co, PK and Cs species. This makes it an interesting lineage to answer questions about the evolution
and optimization of photosynthesis.

For these reasons, the general objective of this work was to study the molecular
mechanisms responsible for the origin and diversification of photosynthetic systems in grasses, using
Otachyriinae subtribe as a model group. For this, the problem was addressed from three approaches
organized in chapters:
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1) Molecular evolution of the transcriptional regulator subfamilies IDD, SHR and SCR. Although
little is known regarding the gene control of the establishment of the Kranz anatomy, it is thought that
some transcription factors of the GRAS and C2H2 families may play an important role. The GRAS
SHORTROOT (SHR) and SCARECROW (SCR) subfamilies were characterized as key participants,
together with members of the zinc finger C2H2 INDETERMINATE DOMAIN (IDD) subfamily, in the
development of the radial pattern of basal tissue, in both roots and stems and leaves. Only a handful of
studies have focused on the phylogeny and identification of orthologues for IDDs, SHRs, and SCRs
among different plant species. To complement the available information, in this work an exhaustive
phylogenetic study on the molecular evolution of these genes was performed in green plants.

2) Study of foliar anatomy and physiology in Otachyriinae. So far, no studies have focused on
the foliar development of the Otachyriinae subtribe and very few report the characterization of the foliar
anatomy. Therefore, it was proposed to study the development of foliar anatomy in order to understand
the mechanisms responsible for the diversification of photosynthetic subtypes in grasses. For this, the
evolution of phenotypic traits during foliar development was analyzed through optical microscopy.

3) Analysis of foliar transcriptomics in Otachyriinae. To explore the molecular mechanisms
responsible for the evolution of C4 photosynthesis, the transcriptional regulation of genes throughout the
leaf was studied comparatively among species of the Otachyriinae subtribe. For this, transcriptomes
were sequenced and de novo assembled for three species with Cs, PK and C4 photosynthesis. Then,
the transcriptional dynamics and the expression of the genes along the foliar gradient were investigated
and differences and similarities between the species were identified.

Phylogenetic studies in the IDD, SHR and SCR subfamilies identified specific duplication events
and determined the orthological relationships between the species. The study of foliar anatomy
demonstrated the existence of a development gradient with marked differences between species with
different photosynthetic subtypes. Finally, by means of massive RNA sequencing, de novo
transcriptomes were assembled with a high level of completeness, a low level of redundant sequences,
and a large number of annotated transcripts. Through a differential expression analysis, significant
differences were found between species on transcriptional dynamics. In addition, it was found that most
of the expression patterns of the enzymes associated with the C4 cycle are conserved throughout
development between the C4 and Cs species.

14



INTRODUCCION

Fotosintesis Cs, C2 y Ca

La fotosintesis es un proceso complejo mediante el cual las plantas utilizan el CO: y la luz del
sol para obtener energia. El proceso fotosintético consta de dos etapas: una dependiente de la luz,
donde la energia luminica del Sol es transformada en energia quimica y poder reductor en forma de
ATP y NADPH respectivamente; y otra independiente de la luz, donde esas moléculasse utilizan para
sintetizar carbohidratos a partir de la incorporacién de CO. mediante el Ciclo de Calvin-Benson-
Bassham (CCBB).

Reacciones dependientes de la luz

Las reacciones dependientes de la luz suceden en la membrana tilacoide de los cloroplastos.
En ella, complejos multiproteicos llamados fotosistemas (PSl y PSII) captan la luz del sol a través de la
excitacion de pigmentos fotosintéticos, como la clorofila, generando un flujo de electrones que lleva en
dltima instancia a la reduccién de NADP a NADPH (Figura 1). Al mismo tiempo, el movimiento de
electrones crea un gradiente de H* a ambos lados de la membrana tilacoide que es usado por el
complejo ATP sintetasa para la sintesis de ATP. La molécula de clorofila que perdié un electron por la
excitacion de la luz solar, lo recupera cuando una molécula de H>O es descompuesta liberando O-
como producto de desecho ([1], [2]). A este circuito se lo conoce como fotofosforilacién aciclica u
oxigénica.

En el movimiento aciclico de electrones durante la fotofosforilacion oxigénica, la relacién de
produccion de ATP/NADP es aproximadamente 1,29, lo cual no satisface la relacién 1,5 requerida por
el CCBB ([1], [2]). Para compensar esto, dos vias de transportes de electrones alternativas contribuyen
a la sintesis de ATP: la fotofosforilacion ciclica o anoxigénica y la fotofosforilacion pseudo-ciclica ([2]).
En la fotofosforilacion ciclica los electrones se desplazan alrededor del PSI desde una molécula de
ferredoxina (Fd) a una de plastoquinona (PQ), contribuyendo al gradiente de H* sin produccion de
NADPH. En el ciclo agua-agua, los electrones de PSI son transferidos a una molécula de O, generando
un ion superoxido. Las especies reactivas al oxigeno (ROS) resultantes son eliminadas por la
superoxido dismutasa (SOD) y la ascorbato peroxidasa (APX). Este sistema de eliminacion de ROS
consume moléculas de NADPH para la regeneracion de ascorbato (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de las reacciones dependientes de la luz en la membrana tilacoide. El transporte lineal
de electrones (TLE, fotofosforilacion oxigénica) desde el agua hasta NADP+ es indicado por flechas verdes. Dos
vias de transporte ciclico de electrones (TCE, fotofosforilacion anoxigénica) a través de los complejos NDH y
PGR5/PGRL1, estan indicadas por flechas rojas. Las flechas azules indican la via de transporte de electrones
pseudo-ciclica (pseudoTLE). El ciclo de agua-agua depende de la reduccion de O: en las cercanias del PSI. Las
especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas son capturadas por la superdxido dismutasa (SOD) y la
ascorbato peroxidasa (APX). Abreviaturas: fotosistema | (PSl), fotosistema Il (PSll), plastoquinona (PQ),
plastocianina (PC), citocromo b6f (Cyt b6f), ferredoxina (Fd), ferredoxina NADP+ reductasa (FNR) (Figura
modificada de Shikanai y Yamamoto, 2017).

Reacciones independientes de la luz: RUBISCO vy el ciclo de

Calvin-Benson-Bassham

Las moléculas de ATP y NADPH generadas en las reacciones dependientes de la luz, se
consumen para fijar CO2 en el ciclo de reduccion de carbono fotosintético, mas conocido como Ciclo
de Calvin-Benson-Bassham (CCBB) o Ciclo Cs (Figura 2). Este ciclo, que ocurre en el estroma de los
cloroplastos, comienza cuando una molécula de CO2 se combina con un azucar de 5 carbonos, la
ribulosa-1,5-bifosfato, en una reaccion catalizada por la enzima ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO). La reaccion forma un compuesto intermediario inestable de 6
carbonos que se rompe en dos moléculas de 3-fosfoglicerato. Este compuesto es primero fosforilado
por la 3-bifosfoglicerato quinasa usando ATP para formar 1,3-bifosfoglicerato, que a su vez es reducido
por la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa usando NADPH para formar gliceraldehido 3-fosfato
(G3P), un azucar de 3 carbonos. Por cada 3 moléculas de CO: inicialmente combinadas con la ribulosa-
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1,5-bifosfato, se producen 6 moléculas de G3P. Una de ellas es considerada el producto del CCBB
mientras que las otras 5 son utilizadas para regenerar a la ribulosa-1,5-bifosfato en una compleja serie
de reacciones que también requieren de ATP. La molécula de G3P producida puede ser rapidamente
convertida por una variedad de vias metabdlicas en aminoacidos, lipidos o carbohidratos. En total, la
sintesis de una molécula de G3P requiere de 9 moléculas de ATP y 6 de NADPH (relacion ATP/NADPH
=1,5) [1],[3].

ATP & ADP
“PN ; -
/RUBP Fase 1: F
e Rubisco
RuSP \ ,
/ '( 3-PGA Fase 2: Reduccion
/;‘[‘5_ X‘
- pr PGK l

Azlcares
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Figura 2. Ciclo de Calvin-Benson-Basham con sus tres fases: (1) fijacion del carbono(rojo), (2) reduccion (azul)
y (3) regeneracion del aceptor de CO; (gris). La carboxilacion es realizada por RUBISCO, que fija CO2 usando
ribulosa-1,5bifosfato (RuBP) como aceptor, produciendo dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PGA). El 3-PGA es
luego fosforilado por la fosfoglicerato kinasa (PGK) y reducido a triosa fosfato (triosa-P) por la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) en la fase reductiva. El ciclo usa 3 ATP y 2 NADPH por cada molécula de CO:
fijada. La triosa-P puede ser transportada al citosol para producir sacarosa. La fructosa 1,6-bifosfato aldolasa
(FBP ald) puede convertir a la triosa-P en fructosa-6 fosfato (F6P), como intermediario para producir almiddn.
Ademads, la triosa-P puede ser convertida a RuBP en una serie de reacciones de regeneracion. Abreviaturas:
fructosa-1,6 bifosfato (FBP), fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPase), eritrosa-4-fosfato (E4P), sedoheptulosa 1,7-
bifosfato aldolasa (SBP ald), sedoheptulosa-1,7-bifosfato (SBP), sedoheptulosa-1,7- bifosfatasa (SBPase),
sedoheptulosa-7-fosfato (S7P), transketolasa (TK), ribosa-5-fosfato (R5P), xilulosa-5-fosfato (Xu5P), ribosa-5-

fosfato isomerasa (RPI), ribulosa-5-fosfato epimerasa (RPE), ribulosa-5-fosfato (Ru5P), fosforibulokinasa (PRK).
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Las enzimas que catalizan reacciones irreversibles estan resaltadas por flechas mas anchas (Figura modifica de
Schreier y Hibberd, 2019).

A pesar de la complejidad del CCBB, el paso de fijacién del carbono es realizado por la enzima
RUBISCO. Este complejo proteico soluble se localiza en el estroma de los cloroplastos y consiste de 8
subunidades grandes (56 kDa), que contienen los dominios cataliticos y regulatorios, y 8 unidades
pequenas (14 kDa), que potencian las funciones cataliticas de las subunidades grandes ([1]).

Ademas de la actividad carboxilasa, RUBISCO cataliza una reaccion de oxigenacion al
combinar ribulosa-1,5-bifosfato con O- en lugar de CO.. Esta reaccion origina una molécula de 3-
fosfoglicerato y una molécula de fosfoglucolato (un azucar de 2 carbonos), que luego de una serie de
reacciones regenera a una molécula de 3-fosfoglicerato y una molécula de CO,, consumiendo ATP en
el proceso. Este proceso se conoce como fotorrespiracién. Si bien la actividad oxigenasa de RUBISCO
es mucho menos favorable que la carboxilasa, la alta concentracion del O, ambiental (210.000 ppm)
comparada con la de CO2 (411 ppm) permite que la fotorrespiraciéon ocurra habitualmente ([1], [4], [5]).

La fotosintesis C4

La via metabdlica C4 concentra el CO> de los espacios de aire intercelulares de las hojas en un
compartimento interno donde se localiza RUBISCO. De esta manera, se contrarrestan los efectos
inhibitorios de los bajos valores de CO2 atmosféricos en la fotosintesis. Este mecanismo representa un
rasgo evolutivo complejo que resultdé de una sustancial reorganizacion de la anatomia foliar y del

metabolismo [6].

C3 C4 NADP-ME
Célula del mesofilo Célula de la vaina Célula del mesdfilo Célula de la vaina

(M) (cv) (cv)

RuBP

3-PGA |
ceo |

‘%— Vi L\ \ ¢ @X@@» i S
Capa de suberina 5 I

EXpOl’taCién ] Plasmodesmo Qo Transportador ( % Enzima Exportacion
a través del floema a través del floema

18



Figura 3. Representacion esquematica de las vias fotosintéticas Cs y Ca. El ciclo Cs ocurre en el M, donde
RUBISCO fija el COz en 3-PGA. En el ciclo C4, el CO:2 es reducido inicialmente por la CA en el citoplasma del M,
y luego es fijado por la PEPC para producir OAA. El OAA es reducido a malato por la MDH, que es transportado
alas CV por medio de plasmodesmos. En las CV, la ME descarboxila al malato liberando CO., el cual es reducido
por RUBISCO produciendo azucares en el CCBB. El piruvato generado durante la descarboxilacion es enviado
al M donde se usa para regenerar PEP por medio de la PPdK y continuar el ciclo. Abreviaturas: ribulosa-1,5-
bisfosfato (RuBP), 3-fosfoglicerato(3-PGA), anhidrasa carbénica (CA), PEP-carboxilasa (PEPC), oxaloacetato
(OAA), malato deshidrogenasa (MDH), enzima malica dependiente de NADP (ME), PEPdikinasa (PPdK) (Figura
modificada de Kumar y Kellogg, 2018).

El primer paso en la via C4 se produce en el citoplasma de las células del meséfilo (M), donde
la anhidrasa carbénica (CA) incorpora al CO> en carbonato que es transformado luego por la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) en un compuesto de 4 carbonos, llamado oxaloacetato (OAA)
(Figura 3, [7], [8]). EI OAA es convertido a malato en los cloroplastos y transportado al compartimento
interno (las células de la vaina, CV), donde es descarboxilado por una enzima malica (ME) para producir
piruvato y CO.. El piruvato es transportado al M donde sirve para regenerar el PEP por medio de la
Piruvato fosfato dikinasa (PPdK) y el COz es capturado por RUBISCO en los cloroplastos de las CV
dando inicio al CCBB ([8], Figura 3).

En hojas C4 el compartimento donde se concentra el CO; suele ser una capa celular que rodea
a los haces vasculares (HV) llamada célula de la vaina externa (CVE). Sin embargo, las CVE
representan sélo uno de los compartimentos modificados para tal fin a lo largo de la evolucion. Las
células del mestoma o células de la vaina interna (CVI), junto con células del parénquima entre células
del My tejido almacenador de agua, son ejemplos de sitios de concentracion de CO2 en algunos linajes
de especies Ca4 ([9], [10]).

Ademas de las diversas alternativas descritas como compartimientos de concentracion de CO»
entre especies Cs, se han identificado variaciones en el tipo de enzimas reclutadas para llevar a cabo
la via metabdlica C4. Segun la principal enzima descarboxilante usada en la CV, las especies con
fotosintesis C4 se clasifican en subtipos NADP-enzima malica (NADP-ME), NAD-enzima médlica (NAD-
ME) y PEP carboxiquinasa (PEPCK).

En la mayoria de los linajes C4, la combinacién de rasgos caracteristicos resulta en la
concentracion de CO: alrededor de RUBISCO dentro un compartimento interno. Sin embargo, en
ciertas especies de la familia Amaranthaceae, se ha descrito que el proceso fotosintético C4 puede
ocurrir dentro de una Unica célula. En estos casos, el proceso de concentracion de CO2 ocurre en un

lugar intracelular especializado; por ejemplo, en Bienertia cycloptera la concentracion de CO: ocurre
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en el centro celular, mientras que en Suaeda aralocaspica ocurre en el polo interno de una célula
particularmente elongada [10].

Las diferentes estrategias de concentracién de CO. alrededor de RUBISCO descriptas en el
reino vegetal y sus origenes independientes convierten a la via C4 en un sindrome, al considerarse una

combinacion de rasgos que producen un resultado caracteristico [11].

Anatomia Kranz

Eltérmino “KranZz’, proviene del aleman y significa “corona” o “guirnalda”. Fue usado por primera
vez por el botanico austriaco Gottlieb Haberlandt para referirse a la “corona” de células del M
organizadas radialmente alrededor de las CV en especies de gramineas y juncos. Sin embargo, el
término fue aplicado tanto a las CV agrandadas y ricas en cloroplastos (células Kranz), como a todo el
conjunto de caracteristicas estructurales distintivas (“anatomia Kranz”) [9].

A pesar de la considerable variacion en la arquitectura de los tejidos de las hojas entre las
familias en las que ha evolucionado la fotosintesis Ca, ciertas caracteristicas anatémicas estan
asociadas invariablemente con la via y se consideran esenciales para su funcionamiento. Ellas son: la
especializacion de dos tipos de células fotosintéticas; la configuracion espacial de los tejidos de modo
que las células del M se dispongan en el exterior de la hoja y en contacto con el espacio aéreo
intercelular, mientras que las CV se ubican hacia el interior de la hoja, en estrecho contacto con los HV;
una corta trayectoria de difusién para los metabolitos fotosintéticos entre las células de My CV, reflejada
en una alta densidad de HV y bajas proporciones de M sobre CV; y caracteristicas que limiten la
pérdida de CO: de las CV, incluidas la minimizacién de la exposicién de la superficie de CV al espacio
intercelular y la modificacion quimica de la pared celular [9].

Las modificaciones en las CV de las especies C4 en comparacion con las especies Cs incluyen:
un incremento en el tamano celular, la presencia de granulos de almiddén, numerosos cloroplastos de
mayor tamano que en las células del M y una organizacién asimétrica de las organelas. Con respecto
a las paredes celulares, se observa generalmente la presencia de suberina que dificulta la difusion
pasiva de gases, y una mayor presencia de plasmodesmos que facilita el intercambio de metabolitos
entre CV y M de hojas Ca ([9], [12], [13], [14]).

Asi mismo, las células del M de las especies Cs suelen presentar una organizacion mas
compacta que disminuye el espacio aéreo intercelular, una menor cantidad de cloroplastos y una
organizacion diferencial de las mitocondrias, asociadas estrechamente a los cloroplastos ([9], [14], [15]).

En particular, en las gramineas Cs los HV longitudinales estan rodeados por dos capas

celulares: la interna (CVI), formada por células de esclerénquima sin cloroplastos; y la externa (CVE),
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formadas por células de parénquima con cloroplastos. En las especies de gramineas C, estas capas
estan modificadas de diferentes formas segun el subtipo bioquimico fotosintético ([9], [10]).

Subtipos de fotosintesis C4: NADP-ME, NAD-ME y PEPCK

Como se menciond anteriormente, dependiendo de la enzima responsable del mecanismo de
descarboxilacion, las especies C4 se agrupan en diferentes subtipos bioquimicos: NADP-ME, NAD-ME
y PEPCK. En algunas especies Cs, especialmente aquellas que usan NADP-ME como descarboxilasa
primaria, la PEPCK opera como descarboxilasa secundaria [16]. Por esta razon, hay cierto debate
sobre si el subtipo PEPCK deberia o no considerarse independiente. Sin embargo, la clase de
descarboxilasa primaria se asocia generalmente con un conjunto de caracteristicas anatémicas,
bioquimicas vy fisiologicas distintivas ([17] [10]).

En las gramineas, cada subtipo bioquimico esta fuertemente asociado a una anatomia Kranz
particular (Figura 4). En la mayoria de las especies NADP-ME las CVE estan ausentes y el CCBB se
realiza en las CVI. Estas poseen cloroplastos que presentan menos granas, debido probablemente a
una menor presencia del PSII, y organelas organizadas centrifugamente. ([10], [18], Figura 4 a).

Las especies NAD-ME poseen las dos capas de CV desarrolladas, con la CVE funcionando
como compartimento Kranz. En estos casos, las CVE carecen de la capa de suberina en su pared
celular y presentan cloroplastos con numerosas granas, una gran cantidad de mitocondrias y una
distribucion centripeta de las organelas (Figura 4 b).

Las especies PEPCK también poseen dos capas de CV, ambas con laminas de suberina en sus
paredes. Las CVE presentan cloroplastos con granas, un gran numero de mitocondrias, y las organelas
estan organizadas centrifugamente o dispersas en el citoplasma (Figura 4 c).
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a) NADP-ME Tipico  b) NAD-ME Tipico c) PEP-CK Tipico

M CVE cvi

CVE ausente. CL: centrifugalmente CVE presente. CL: centripetalmente | CVE presente. CL: centrifugalmente

posicionados, con reducida grana en posicionados, con grana en o dispersos en CV, con grana
CV, y bien desarrollada en M. CV, y reducida grana en M. desarrollada en CVy M.
MT: pequefias y pocas en CV. MT: numerosas en CV. MT: mas grandes en CV.
CS: usualmente presente CS: ausente en CVE CS: usualmente presente

Figura 4. llustracion de las formas de anatomia Kranz en las gramineas. Caracteristicas de las hojas del subtipo
NADP-ME (a), caracteristicas de las hojas del subtipo NAD-ME (b), y caracteristicas de las hojas del subtipo PEP-
CK (c). Abreviaturas: células del mesdfilo (M), células de la vaina interna (CVI), células de la vaina externa (CVE),

cloroplastos (CL), mitocondrias (MT), capa de suberina (CS) (Figura modificada de Edwards y col., 2010).

Si bien existe una clara compartimentacion de las reacciones de carboxilacion entre CVy M, la
localizacién de las reacciones dependientes de la luz es menos clara en las especies Cs. En las
especies NADP-ME Sorghum bicolory Zea mays, las células del M contienen una cadena de transporte
de electrones lineal completa como en las especies Cs. En cambio, las CV poseen cantidades reducidas
del PSII, indicando una preferencia por un transporte de electrones ciclico. Ademas, en las CV de los
tres subtipos se pueden identificar mega complejos formados por PSI y NDH a los cuales puede
asociarse la mayor actividad en el flujo de transporte de electrones ciclicos. La existencia de este
transporte de electrones mas activo proveeria los ATP adicionales necesarios para compensar los
costos energéticos originados por regenerar el PEP en las células del M y el sobreciclaje de COz en la
CV. Por ultimo, la fotdlisis del agua por el PSII incrementa la relaciéon O2/CO., lo que favoreceria la
fotorrespiracion en las CV ([2], [18]-20]).

A diferencia de lo que ocurre en las especies NADP-ME, las CV de los otros dos subtipos
mantienen una cantidad substancial de PSII, lo cual explicaria su menor rendimiento cuantico de la

fotosintesis [18].
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En los ultimos 40 millones de anos el sistema climatico de la Tierra pasé de un mundo célido y
hamedo con polos templados, a un planeta mas seco, con casquetes polares, desiertos extremos y
grandes praderas. Asociado a este cambio climético, se produjo una reduccion en el contenido de CO-

atmosférico desde 1.000 ymol CO2mol-1de aire, hace 50 millones de afios, hasta menos de 200 umol

Origen y evolucion de la fotosintesis C4

Cambio climatico y origen de la fotosintesis C4

mol-1, hace 20 millones de afios (Figura 5; [6], [21]).

Estos cambios en el clima y la atmdésfera causaron drasticas respuestas evolutivas en los seres
vivos del planeta que contribuyeron al surgimiento de la biésfera moderna. Muchas de estas respuestas
ocurrieron en la fisiologia de las plantas, reflejando el impacto directo del COg, la temperatura, la

humedad y la disponibilidad de agua en la fotosintesis ([22], [23]).

Figura 5. Concentraciones atmosféricas de CO: y tasas de isétopos de oxigeno (61s0) durante los ultimos 46
millones de afios. En general, niveles bajos de 6150 indican la existencia de climas calidos y humedos a lo largo

del planeta, mientras que valores altos corresponden a climas mas frios y secos (Figura modificada de Sage y

col., 2012).
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Entre los cambios evolutivos originados por esta profunda modificacién climatica, se destaca el
incremento en la diversidad de vias fotosintéticas como el metabolismo acido de las crasulaceas (CAM)
y la via fotosintética Cs. Estas nuevas vias fotosintéticas impactaron en la biésfera de manera
significativa, contribuyendo al surgimiento de nuevos ecosistemas y formas de vida [6].

El linaje C4 més antiguo conocido surgié hace unos 28,5 millones de afos en el género
Chloridoideae perteneciente a la familia de las gramineas. La mayoria de los linajes C4 surgieron en el
intervalo 5-10 millones de afnos atras, durante el mioceno tardio, momento que se correlaciona con una

expansion de las praderas Cs4 a escala global [24].

Modelo de evolucion

La fotosintesis Cs4 es uno de los ejemplos mas notables de homoplasia evolutiva, ya que se
conocen al menos 70 origenes independientes de la misma, que se agrupan en tres grandes grupos
filogenéticos: la familia de las gramineas o Poaceae (22-24 origenes independientes), la familia
Caryophyllaceae (23 origenes independientes) y la familia Cyperaceae (6 origenes independientes)
([6], [24], [25])- En total se conocen alrededor de 8.145 especies C4 distribuidas a lo largo 418 géneros
y 19 familias de angiospermas, con alrededor del 60% de éstas concentradas en la familia de las
gramineas. No existen especies que realicen fotosintesis Cs4 en gimnospermas, otras plantas
vasculares o briofitas [24].

Ademas, cerca de los linajes Cs4 suelen encontrarse especies que presentan subtipos
fotosintéticos con caracteristicas intermedias entre Cs y C4. Algunas son especies Cs con caracteristicas
anatémicas y fisiol6gicas que reducen los niveles de fotorrespiracién, como las especies Proto-Kranz
(PK) y C2 de tipo I; y otras son especies donde ademas existe una incipiente via Cs4, como en las C> de
tipo Il o las Cs-like [26].

A partir de trabajos en especies con caracteristicas intermedias Cs-Cs4 en los géneros
Alternanthera, Flaveria, Mollugo, Moricandia, Neurachne, y Steinchisma, Monson, Rawsthorne vy
colaboradores (2000) fueron desarrollando un modelo conceptual para explicar la progresion evolutiva
de especies C4 a partir de especies C3[27]. Recientemente, Sage y colaboradores han contribuido a
este modelo a partir del estudio de nuevos linajes C4 (Figura 6. [6], [11], [24], [26]-{28]). A pesar de que
este modelo supone un progreso secuencial donde cada cambio habilita el paso posterior, el orden
secuencial de estos cambios pareciera ser una caracteristica tipica de cada linaje, pudiendo haber
diferentes caminos hacia una fotosintesis C4 [29].
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Especies Cs cercanas a linajes C4

La ausencia de fotosintesis C4 en la gran mayoria de las plantas sugieren que la mayoria de los
linajes del reino vegetal tiene un potencial bajo de desarrollar la via C4. Por otro lado, la distribucién en
cumulos de los linajes Cs4 indica una predisposicion por la evolucién de la via en estos grupos ([11],
[26]). La adquisicién de rasgos que incrementan el potencial para evolucionar a C4 representa una fase
hipotética de precondicionamiento (Figura 6). Entre ellos se encuentran: (1) una mayor densidad de
HV, (2) una mayor proporcién del tejido ocupado por las CV y (3) genomas de gran tamano ([6], [26],
[30], [31]).
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Figura 6. Modelo evolutivo para la fotosintesis C4 a partir de ancestros Cs atravesando tres fases distintivas

llamadas Proto-Kranz (PK), fotosintesis C: y fotosintesis Cu-like (Figura modificada de Sage y col., 2014).

En dicotiledoneas, generalmente las especies Cs cercanas a especies C4 presentan una mayor
densidad de HV que otras especies Cs. Esto llevd a proponer que el precondicionante mas claro de
esta fase incipiente de evolucién era la densidad de HV ([32], [33]). De hecho, una alta densidad de HV

probablemente resulta de una adaptacion a climas aridos, ya que reduce la longitud del camino del

25



agua y la resistencia al flujo de agua en los puntos de evaporacion, asi como también una mayor
respuesta a la rehidratacion [34]. Sin embargo, estudios posteriores en dicotiledéneas y gramineas
sugieren que una alta densidad de HV es un rasgo que se adquirié en una etapa posterior ([30], [35]-
[37]).

Las especies Cs cercanas a especies C4, también suelen tener una mayor fraccion del area
foliar ocupada por las CV, con valores que tienden a solaparse. El tamano celular de las CV, por otro
lado, es un rasgo que habria sido adquirido en pasos posteriores ([30], [36], [37]).

En relacion al tamafno del genoma, se sospecha que la presencia de genomas de gran tamafno
y numerosos eventos de duplicacion génica, incrementé la plasticidad genética de los ancestros Cs.
Esto promovidé eventos de neofuncionalizacién y subfuncionalizacion Utiles para la evolucion de
especies C4[6]. En las gramineas, por ejemplo, un evento de duplicacion del genoma hace 70 millones
de anos podria haberlas predispuesto a evolucionar numerosas veces hacia C4 una vez establecida
las condiciones ambientales favorables [38].

Especies Cs Proto-Kranz (PK)

Las especies Cs que estdn muy relacionadas a especies Cz tienen un numero de caracteristicas
que indica la presencia de algun mecanismo que reduce la fotorrespiracién dentro de las CV (Figura
6). Estas caracteristicas incluyen un mayor tamarno de las CV, una mayor presencia de organelas
(cloroplastos, mitocondrias y una vacuola de mayor tamafo) y una organizacion de las mismas similar
a la observada en las especies C> (mitocondrias posicionadas mas cerca del limite con los HV y
cloroplastos cercanos al limite con las células del M o envolviendo a las mitocondrias) (Figura 6; [33]).
Cuando las CV cuentan con estas caracteristicas se dice que estan “activadas” y a la anatomia foliar
se la denomina “Proto-Kranz’. Todas estas caracteristicas redundan en una potencial re-captacion del

CO: fotorrespirado gracias a la relocalizacion de las organelas en las CV ([33], [39]).

Especies C2

En las especies Co, la via de la fotorrespiracion se particiona entre My CV, con la liberacion del
CO:2 ocurriendo predominantemente en las CV. Esto sucede debido a que la enzima glicina
descarboxilasa (GDC), que es responsable de la liberacion de CO. durante la fotorrespiracién, esta

expresada exclusivamente en las mitocondrias de las CV en especies C» [40]. En estas especies, la
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glicina formada durante la fotorrespiracion en el M debe difundir o ser transportada a las CV para ser
metabolizada a serina, que luego retorna al M para completar el ciclo fotorrespiratorio [41].

La optimizacién de la anatomia en la condicién PK podria haber tenido una gran significancia
para la evolucién de C. y Cs ya que una mayor actividad de la GDC en las CV, permitiria que una
pérdida de la actividad de esta enzima en el M no sea letal [26]. Mas adelante en la evolucién y una
vez que la GDC se localizé en la CV, la presién de seleccion podria haber cambiado: en lugar de tener
efectos inhibitorios, la fotorrespiracion se transformaria en un recurso para abastecer de CO: a los
cloroplastos de las CV. Esto implicaria una presion de seleccién para generar un aumento de la
superficie de contacto, un aumento de los plasmodesmos y otros mecanismos que vuelvan mas
eficiente el intercambio de glicina entre el M y las CV [6]. En la mayoria de las especies Co, la
caracteristica mas distintiva es una densa agregacién de cloroplastos y mitocondrias de gran tamario
a lo largo de la periferia interna de las CV (Figura 6; [26]).

Si bien las especies C> presentan un fenotipo menos diverso que las especies C4, pueden
clasificarse en dos grupos con diferencias marcadas. El primero incluye a la definicion clasica (C: tipo
[) donde la reduccién de la fotorrespiracion ocurre solamente a través de la refijacién del CO- en las
CV, mientras que el segundo grupo ademas expresa débilmente a las enzimas del ciclo C4 (como
PEPC, PPDKy NADP-ME). Estas especies de tipo Il todavia conservan algo de expresion de RUBISCO
en el M, y las enzimas C4 presentan formas mas similares a las de las especies Cs que a las de especies
C4 [6]. La anatomia foliar suele presentar valores de rasgos fenotipicos que se solapan entre especies
Cs y C4, como el tamanio de las CV, la densidad de HV y el tamafo y numero de organelas en las CV
([15], [33], [36], [42], [43]). Este tipo de anatomia, conservada entre los dos grupos C», es denominada
Co-Kranz [26].

Especies Cs-like

Estudios en el género Flaveria indican que en este grupo existe un paso intermedio entre la
evolucion Cz y C4 denominado “Cy-like” (Figura 6; [26]). Esta transicion implica una reduccion sustancial
en el contenido de RUBISCO de las hojas, por la pérdida de expresion en el M, y un aumento de la
eficiencia en el uso del agua debida a cambios en el control estomatico desde valores Cs a valores Ca
([44], [45]). Sin embargo, las especies Cs-like no son consideradas como especies C4 desarrolladas
porque la localizacion de RUBISCO en las CV es incompleta, la inhibicion de la fotosintesis por O:
presenta valores intermedios entre Cs y C4, y las tasas de isétopos de carbono estan por debajo de los
de especie C4 [27]. Se ha propuesto que la adquisicion de un ciclo C4 completamente funcional en esta

transicion, es producto de cambios en los elementos promotores que incrementan la expresion y
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compartimentalizacién de enzimas claves como RUBISCO, PEPC y CA y su posterior optimizacion
cinética (Figura 6; [6], [46], [47]).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar los mecanismos moleculares responsables del origen y diversificacion de los sistemas

fotosintéticos en gramineas empleando como grupo modelo a la subtribu Otachyriinae.

29

Objetivos especificos

Reconstruir la evolucién molecular de los genes SCARECROW, SHORT-ROOQOT, e IDD.
Identificar duplicaciones y determinar las homologias entre los genes. Determinar
cambios en la secuencia proteica que puedan estar relacionados con variaciones en la

funcion.

Caracterizaciéon de la anatomia foliar: Re-evaluar en forma comparativa, y empleando

conocimientos modernos, la anatomia foliar de especies de la subtribu Otachyriinae.

Evolucién de los patrones de expresidn: Estudiar el programa de desarrollo de las hojas
a través de la secuenciacion masiva del ARN foliar de diversas especies de
Otachyriinae. Identificar cambios en los patrones de expresidn que se correlacionen con
cambios anatémicos y subtipos fotosintéticos considerando la evolucion de las especies.



CAPITULO 1

Evolucion molecular de las subfamilias
de reguladores transcripcionales SHR,
SCR e IDD
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INTRODUCCION

Familia GRAS

Las proteinas GRAS son una familia de reguladores transcripcionales especificos de plantas
cuyo nombre proviene de los tres primeros miembros identificados: GIBBERELLIN-INSENSITIVE
(GAl), REPRESSOR of ga1-3 (RGA) y SCARECROW (SCR) [48]. Estos reguladores transcripcionales
se caracterizan por poseer un dominio N-terminal variable e intrinsecamente desordenado y un dominio
C-terminal altamente conservado (el dominio GRAS) [49]. El dominio GRAS esta conformado por 5
motivos conservados, nombrados por sus residuos aminoacidicos mas caracteristicos: VHIID, LHRI y
LHRII (Regién Rica en Leucina 1y 2), PFYRE y SAW [48]. Los motivos VHIID, LHRI y LHRII estan
involucrados en las interacciones proteina-proteina. El motivo VHIID (junto con PFYRE y SAW) es
importante en la conformacion estructural del dominio GRAS y su funcion ([50], [51]).

Algunas proteinas GRAS poseen motivos conservados adicionales en el N-terminal, tales como
los presentes en la subfamilia DELLA. Las proteinas DELLA poseen dos motivos adicionales,
denominados DELLA y TVHYNP, los cuales han sido caracterizados como esenciales para su funcion
[49]. Por otro lado, el dominio N-terminal de las proteinas GRAS, por su caracteristica de
intrinsecamente desordenado, presenta MoRFs (del inglés: molecular recognition features), que son
pequernos segmentos aminoacidicos que representan sitios potenciales de unién proteina-proteina y
pueden actuar como carnada en eventos de reconocimiento molecular durante el desarrollo de las
plantas. Esta diversidad en el dominio N-terminal le otorga a las GRAS un nivel de plasticidad que
puede relacionarse con su versatilidad funcional [49].

Un gran numero de proteinas GRAS fueron caracterizadas funcionalmente en varias especies.
En particular, se ha observado que las proteinas GRAS estan involucradas en procesos de crecimiento
y desarrollo tales como: transduccion de sefiales de giberelinas y fitocromos, iniciacion del meristema
axilar, mantenimiento del meristema apical, organizaciéon radial de la raiz, desarrollo foliar,
gametogénesis, formacion de nédulos en raices, entre otros ([52], [53], [62]—-[66], [54]-[61]).

Los primeros estudios filogenéticos de la familia, realizados en Arabidopsis thaliana 'y Oryza
sativa, clasificaron a las GRAS en ocho familias de acuerdo con sus motivos conservados y similitud
de secuencias: LILIUM SCARECROW-LIKE (LISCL), SHORTROOT (SHR), PHYTOCHROME A
SIGNAL TRANSDUCTION 1 (PAT1), SCARECROW-LIKE 3 (SCL3), DELLA, SCR, LATERAL
SUPPRESSOR (LS) y HAIRY MERISTEM (HAM) ([48], [67]). Recientemente, se han identificado y

clasificado a los miembros de esta familia en varias especies vegetales como: Solanum lycopersicum,
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Zea mays (maiz), Populus trichocarpa, Brassica rapa, Medicago truncatula, Vitis vinifera, Pinus radiata,
Setaria italica'y Capsicum annuum, entre otros ([61], [67]-[75]). El nimero de subfamilias en estas
especies varia entre 8 y 16, lo cual sugiere eventos de duplicaciéon génica especificos de cada especie.
Muy pocos trabajos han tratado de abordar la evolucién y diversificacion de las GRAS con estudios
filogenéticos abarcativos en los que se incluyan mas de dos especies. Tanto Engstrom [76] como Cenci
y Rouard [77], muestran que la diversificacién de las subfamilias GRAS precede a las angiospermas y
probablemente a las embriofitas con un nimero de entre 12 y 16 subfamilias.

La presencia de una sefnal de localizacién nuclear y una supuesta relacion entre las GRAS y
las proteinas STAT (del inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription), llevaron a
caracterizarlas como una familia de factores de transcripcién convencional ([48], [78]). Sin embargo,
Zhang y colaboradores (2012) postularon, a través de analisis filogenéticos y de modelado molecular,
que las GRAS se originaron en bacterias y pertenecen a la superfamilia de metiltransferasas con
plegamiento de Rossman [79]. Mientras todas las GRAS bacterianas funcionan como metilasas de
moléculas pequefas, la mayoria de las GRAS de plantas han perdido uno o mas residuos de union a
S-Adenosil metionina (SAM), lo cual no permitiria su funcién de metilasas. Estos modelos fueron
comprobados por la resolucién de la estructura cristalografica del homodimero SCL7 en O. sativay el
heterotrimero (SCARECROW-SHORTROOT-JACKDAW (SCR-SHR-JKD) en A. thaliana ([50], [51]).
Mientras que SHR y SCR forman un heterodimero en una configuraciéon cabeza a cabeza que genera
una carga superficial negativa que impediria su unién al ADN, SCL7 forma un homodimero en
configuracién cabeza con cola que deja expuesto un posible surco de unién al ADN [51]. Solamente
SCL7 de O. sativa y NODULATION SIGNALING PATHWAY 1 (NSP1) de M. truncatula han sido
reportadas como de unién directa al ADN por ensayos de EMSA, mientras que no hay evidencia de
union directa para el resto de los miembros de la familia ([50], [80]). Esta informacién sugiere que las
GRAS actuan como reguladoras transcripcionales que, salvo excepciones, necesitan de la interaccién

con otros factores de transcripcion para realizar su funcion.

Subfamilias SHR y SCR

Las subfamilias SHR y SCR fueron caracterizados originalmente como participantes claves,
junto a miembros de la subfamilia de zinc finger IDD, en el desarrollo de la endodermis en la raiz [81].
Ademas, se ha observado que la pérdida de funcién de SHR o SCR afecta la diferenciacién de las
células de la vaina (CV) en las hojas y de la endodermis de hipocotilos y tallos florales ([57], [82]). Esto
sugiere que, a nivel general, SHR y SCR regulan el desarrollo del patrén radial del tejido basal, tanto
en raices como en tallos y hojas. De hecho, las mutantes de shry scr en A. thaliana, poseen hojas mas

pequenas y un retraso general en el crecimiento atribuido a la pérdida de funcién de SHR y SCR en el
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tejido foliar [83]. Esta idea fue propuesta por primera vez en la década de 1950 cuando Katherine Esau
considerd, en base a observaciones anatémicas, que las CV en las hojas son un tipo de tejido homélogo
a la endodermis de raiz [66].

Estos datos, sumados a la presencia del polimero suberina, tanto en la endodermis de la raiz
como en las CV en especies con fotosintesis Ca, y el patron de expresién de SCR en tejidos foliares en
Z. mays, llevaron a Slewinski y colaboradores (2012) a investigar el rol de estos genes como
determinantes de la identidad de CV y la anatomia foliar Kranz ([66], [84]-[86]). Posteriormente se
demostré que en A. thaliana, SCARECROW-LIKE 23 (SCL23, paralogo de SCR) también esta
involucrado en determinar la identidad y funcion de las CV y la endodermis en hipocotilos. En particular,
se ha observado que dicho proceso de diferenciacion involucra la interaccion entre SCR, SCL23, SHR
y factores de transcripcion de la subfamilia IDD ([64], [65], [87]).

Recientemente, fue reportado que los genes SCR de Z. mays son requeridos para establecer
y/o0 mantener la capacidad fotosintética en las hojas ([88]). Ademas de defectos en la anatomia Kranz,
estas mutantes fallan en organizar la endodermis en raiz, indicando que SCR en Z. mays regula el
patrén celular tanto en hojas como en raices. Sin embargo, las vias SHR-SCR de las hojas y las raices
se diferencian entre ellas por la capa en la que operan: meséfilo (M) en las hojas, versus la endodermis
en raices [89]. En conjunto, estos resultados muestran que la via SHR-SCR representa un médulo
regulatorio flexible que ha sido cooptado para modelar tipos celulares en un gran rango de contextos
de desarrollo, tanto en raices como en los tallos y hojas de las plantas con flores [88].

Subfamilia IDD

Los Zinc-Fingers (ZF) son pequenos motivos proteicos caracterizados por la coordinacion de un
atomo de zinc para formar una superestructura secundaria. La primera proteina Zinc-Finger (ZFP)
descubierta fue el factor de transcripcion TFIIA de Xenopus leavis [90]. Desde entonces, las ZFP han
sido caracterizadas en eucariotas y procariotas [91]. El origen del motivo ZF es discutido,
principalmente porque el mismo varia ampliamente en estructura, con al menos ocho grupos de
plegamiento ([92], [93]). La diversidad en las estructuras de los ZF implica un amplio rango de funciones
desde la unién a ADN y ARN a interacciones proteina-proteina y asociacion a membranas ([92], [94]).

Uno de esos grupos de plegamiento, el dominio tipo ZF Cys2-His2 (C2H2), comprende a la
mayoria de las ZFP agrupandolas en una de las familias de factores de transcripcion mas grande en
Eukarya ([95], [96]). Los miembros de esta familia tienen entre uno y cuarenta ZF C2H2, en los cuales
las cisteinas y/o histidinas estan coordinando a un atomo de zinc para formar una estructura peptidica

33



que es requerida para sus funciones especificas [96]. El nimero y arreglos de ZF dentro de una proteina
y los niveles de conservacién varian muchisimo entre los reinos eucariotas ([91], [97]).

En plantas, Englbrecht y colaboradores (2004) clasificaron a las proteinas C2H2 en cuatro
grupos dependiendo del nimero y la distancia entre los ZF. Dos de estos subgrupos, A1y C1, parecen
ser especificos de plantas y representan alrededor del 60% de todas las C2H2 de A. thaliana [98]. El
grupo A1 incluye proteinas con cuatro ZF organizados en tdndem, mientras que los miembros del grupo
C1 poseen de uno a cinco dominios ZF dispersos entre si [98].

La subfamilia de reguladores transcripcionales INDETERMINATE DOMAIN (IDD) es la mas
grande del subgrupo A1. El nombre de la subfamilia proviene del gen de maiz INDETERMINATE 1
(ID1), el primer gen caracterizado de la subfamilia [99]. Los miembros de esta subfamilia comparten un
dominio N-terminal (el dominio IDD propiamente dicho) que incluye dos ZF C2H2 candnicos mas dos
ZF C2HC (ambos motivos con un largo de 25 aminoacidos y representados por la secuencia
conservada XCX [1-5]-C-X3-X5-X2-HX[3-6]-H/C) y una sefial de localizacién nuclear (NLS), seguido de
un dominio C-terminal menos conservado [98]. Las funciones de algunos de los miembros de la
subfamilia han sido caracterizadas especialmente en A. thaliana, ademas de Z maysy O. sativa. En
A. thaliana los IDDs estudiados estan implicados en diversos procesos metabdlicos y de desarrollo
como: desarrollo radicular ([100]-[103]), gravitropismo del tallo ([104]-[106]), desarrollo foliar ([107]-
[109]), tiempo de floraciéon [110], maduracién de semillas y senalizacion de hormonas ([106], [111],
[112]). Recientemente, Vo6lz y colaboradores (2019) mostraron que al menos un IDD de A. thaliana,
ademas de poseer un rol en el crecimiento, esta implicado en la regulacién de la respuesta de defensa
a patégenos hemibiotrofos [113]. En maiz, sélo tres IDDs han sido estudiados: INDETERMINATE1
(ID1), el regulador maestro en floracién ([99], [114], [115]) y los genes Naked Endosperm 1y 2 (NKD1
y NKDZ2) involucrados en el desarrollo de semillas ([116], [117]). En arroz, varios IDDs cumplen
funciones en floracién, incluyendo los ortdélogos de ID1 ([118]-[120]). Otros IDDs de arroz son
componentes importantes en procesos de gravitropismo y arquitectura de la planta [121], metabolismo
de carbohidratos [122] y respuesta a estrés abi6tico como la tolerancia a nitrégeno y al frio ([123],
[124)).

Existe evidencia de que la subfamilia de IDDs actua a través de la union de los ZFs en el dominio
IDD al surco principal del ADN reconociendo la secuencia consenso “TTTGTCGTATT” en la zona
promotora de los genes blanco [125]. Sin embargo, también ha sido demostrado que los IDDs pueden
unir al ADN cuando dicha secuencia consenso se encuentra modificada o ausente ([87], [117], [123]).
Adicionalmente las ZFPs son capaces de formar homo y heterodimeros con proteinas de diferentes
familias, especialmente con miembros de la familia de reguladores transcripcionales GRAS. Tanto el

dominio IDD como los motivos C-terminales son importantes para esta interaccién ([51], [112], [117]).
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Existe evidencia que sugiere que la interaccion entre las proteinas IDD y GRAS generan centros de
sefalizacion que le confieren la identidad a importantes tejidos vegetales como la endodermis de raiz,
la vaina de almidén en los tallos, y las CV en las hojas C4 [126]. En especial, basados en datos de
expresion de IDD en células del M y la vaina, Coelho y colaboradores (2018) encontraron poblaciones
divergentes de IDDs expresados en estos tipos celulares morfoldgica y fisiologicamente diferentes.
Este hecho llevé a proponer que las interacciones entre dos proteinas GRAS (SHR/SCR) y diversos
IDDs en las CV y del M podrian estar disparando dos procesos distintos de diferenciacion celular
necesarios para la compartimentalizacion de la maquinaria bioquimica de las hojas Ca.

A pesar de las diversas funciones en el desarrollo vegetal, s6lo un pufado de estudios se han
enfocado en la filogenia y la identificacion de ort6logos entre los IDDs, SHRs y SCRs. Los estudios
existentes se realizaron sobre la base de secuencias de uno 0 unos pocos genomas de las
angiospermas ([76], [77], [98], [101], [126]-[128]). Es por ello que este capitulo aborda un estudio
filogenético exhaustivo sobre la evolucion molecular de los genes que codifican para las proteinas IDD,
SHR y SCR en las plantas verdes (Viridiplantae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Reconstruir la evolucién molecular de los genes SCARECROW, SHORT-ROOT, e IDDs:
Identificar duplicaciones y determinar las homologias entre los genes. Determinar cambios en la

secuencia proteica que puedan estar relacionados con variaciones en la funcion.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y filtrado de secuencias

Las secuencias proteicas fueron obtenidas de las bases de datos Phytozome v.12.1 [129] y
PlantTFDB v.4.0 [130]. Se usaron secuencias anotadas de A. thaliana como moldes para una busqueda
BLASTp en cada uno de los 15 genomas estudiados en la division Streptophyta: Amborella trichopoda
(AmTr), A. thaliana (At), Brachypodium distachyon (Bd), Coffea canephora (Cc), Klebsormidium nitens
(Kn), Marchantia polymorpha (Mp), O. sativa (Os), Physcomitrella patens (Pp), Phoenix dactylifera (Pd),
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Picea abies (Pa), Selaginella moellendorffii (Sm), Setaria italica (Si), Theobroma cacao (Tc), Vitis
vinifera (Vv) y Z. mays (Zm). El primer resultado de cada busqueda por BLASTp fue usado para una
nueva busqueda BLASTp intragendmica usando una matriz BLOSUM82. Para eliminar secuencias
incompletas o demasiado divergentes, las secuencias fueron escaneadas usando MEME v.4.10
(Multiple EM for motif elicitation [131]). La bdsqueda se realiz6 con un maximo de 10 motivos y
parametros por defecto. Las secuencias que no contenian al menos dos motivos compartidos fueron

descartadas.

Reconstruccién filogenética

Las matrices de secuencias primarias para la reconstruccion en las embriofitas de las
subfamilias SHR y SCR estan compuestas por 164 y 162 potenciales miembros, respectivamente.

Para los IDDs, debido a la dificultad de obtener buenos alineamientos con un gran numero de
secuencias, se optd por seguir una metodologia de analisis diferente. Para ello se decidié comenzar
por reconstruir la filogenia de las angiospermas para después ir ampliando el muestreo a otros genomas
hasta encontrar el origen de la subfamilia. La matriz de datos primaria de los IDDs de las angiospermas
esta compuesta por 267 potenciales IDD mas cuatro secuencias de A. thaliana que se usaron como
outgroups (C2H2 no IDD: At3g48430, AtREF6; At2g23740, AtSUVR5; At4g06634, AtYY1;y At1g72050,
AtTF3A).

Las secuencias proteicas se alinearon con MAFFT [132] a través de la versién online usando
una estrategia E-INS-i. Los blogues conservados fueron extraidos manualmente utilizando MEGA7
[133]. Los arboles filogenéticos fueron construidos con MrBayes 3.2.6 [134] en la plataforma CIPRES
Science Gateway [135] usando un modelo de sustitucién fija y una corrida de 80 millones de
generaciones (muestreando cada 4000 generaciones). Cuatro cadenas de Markov fueron corridas en
simultaneo en dos analisis independientes empezando con un arbol aleatorio hasta que el diagnéstico
de convergencia (desviacion estandar de la separacion de secuencias) cay6 a un valor por debajo de
0,01. Las primeras 20 millones de generaciones fueron descartadas (25%) y el resto de las muestras
provenientes de dos réplicas fueron combinadas. Un arbol consenso de 30.000 arboles fue construido
y visualizado usando Mesquite [136].

A partir de la reconstruccion filogenética inicial, se identificé: (a) un grupo monofilético que
incluye 70 secuencias proteicas de SHRs de embriofitas, (b) un grupo monofilético que incluye 38
secuencias proteicas de SCRs de embriofitas y (c) 163 secuencias proteicas de IDDs en las
angiospermas estudiadas. En el caso de los IDDs, debido a la baja resolucion interna del arbol, se
decidié volver a realizar una reconstruccion filogenética incluyendo unicamente las 163 secuencias

proteicas de IDDs identificadas previamente, siguiendo la metodologia ya descrita. Los linajes IDD se
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definieron considerando las separaciones entre monocotiledéneas y dicotiledéneas como referencia
para relaciones de ortologia. Los linajes fueron nombrados de acuerdo al primer gen o proteina
estudiada en trabajos previos [126]. En linajes donde ningun gen o proteina habia sido estudiado se
uso6 el nombre asignado al gen de A. thaliana para nombrar al linaje. Para los linajes que ademas
carecian de genes de A. thaliana, se propusieron nuevos nombres.

Para la reconstruccion de la filogenia IDD en la division Streptophyta se emple6é una matriz de
datos inicial con 219 secuencias (163 secuencias IDD ya identificadas de las angiospermas, mas 56
C2H2 no angiospermas) mas seis secuencias C2H2 no IDD de A. thaliana como outgroups (At1g34370,
AISTOP1; At1g51220, AtWIP; At39g48430, AtREF6; At2g23740, AtSUVR5; At4g06634, AtYY1; y
At1g72050, AtTF3A). La reconstruccion filogenética se realizd siguiendo la metodologia descrita arriba.
Como resultado de esta reconstruccion filogenética, un total de 20 secuencias proteicas de IDD fueron
confirmadas en las especies no-angiospermas. Finalmente, y en base a estos resultados, un segundo
andlisis fue llevado a cabo utilizando las 183 secuencias IDD de la divisién Streptophyta mas una
secuencia C2H2 no IDD de K. nitens como outgroup (kfl00223_0040, Kf{C2H2f).

Para confirmar el origen de la subfamilia IDD al ancestro comun de la division Streptophyta
realizamos una busqueda BLASTp en 23 genomas de la division Viridiplantae: A. trichopoda (AmTr),
Auxenochlorella protothecoides (Ap), Bathycoccus prasinos (Bp), Chara braunii (Cb), Chlamydomonas
reinhardtii (Cr), Chlorella variabilis NC64A (Cv), Coccomyxa subellipsoidea C-169 (Cs), Dunaliella
salina (Ds), Gonium pectorale (Gp), Helicosporidium sp. (Hsp), K. nitens (Kn), M. polymorpha (Mp),
Micromonas pusilla CCMP1545 (Mpu), Micromonas sp. RCC299 (Msp), Monoraphidium neglectum
(Mn), Ostreococcus Ilucimarinus (Ol), Ostreococcus sp. RCC809 (Osp), Ostreococcus tauri (Ot), P.
patens (Pp), P. abies (Pa), Picochlorum sp. SENEWS3 (Ps), S. moellendorffii (Sm) y Volvox carteri (Vc).
Para las busquedas BLASTp se utilizd la secuencia del gen que codifica para la proteina IDD de K.
nitens previamente identificada y las cuatro secuencias peptidicas de IDD de A. thaliana usadas
anteriormente (At3g50700, At59g03150, At1g68130, At1g34370). Las secuencias peptidicas se
alinearon con MAFFT (Katoh y col., 2017) usando la version online y la estrategia E-INS-i. Los bloques
conservados se extrajeron con MEGA?7 [133]. Los arboles filogenéticos fueron reconstruidos como se
describi6 anteriormente.

Basados en los arboles generados mas arriba usando las 183 secuencias IDD de la divisién
Streptophyta, se construyeron matrices de datos individuales para cada uno de los 10 linajes IDD
identificados. Cada uno incluy6 las secuencias propias de cada linaje mas dos secuencias de linajes
vecinos como outgroups. Los alineamientos y la reconstruccion filogenética se realizaron como se

describié anteriormente.
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Analisis de motivos conservados

Las secuencias pertenecientes a las subfamilias SHR y SCR fueron escaneadas con MEME
v.4.12 [131] empleando una busqueda de hasta 15 motivos entre 6 y 40 aa y parametros por defecto.
Dada las limitantes del programa para procesar grandes conjuntos de datos, para llevar a cabo los
andlisis de motivos sobre las IDD, se decidié trabajar con dos matrices de secuencias proteicas
parciales identificadas en Streptophyta: (a) la matriz “IDD Streptophyta N-ter”, conteniendo todas las
secuencias desde el codén de inicio hasta el final del cuarto ZF; y (b) la matriz “IDD Streptophyta C-
ter”, conteniendo todas las secuencias desde el final del cuarto ZF hasta el codén de terminacion. Cada
matriz fue escaneada con MEME v.4.12 con una busqueda de hasta 15 motivos entre 6 y 40 aa y
parametros por defecto. Para detectar nuevos motivos caracteristicos de los distintos linajes de 1DD,
se realizé un analisis adicional empleando MEME con las secuencias completas de cada linaje IDD
descrito. La busqueda incluy6é un maximo de 12 motivos de 6 a 40 aa de largo y parametros por defecto.
So6lo los motivos con un valor-E menor a 1e-50 fueron incluidos. Para cada linaje, se construy6 un

esquema de cajas para mostrar la distribucién y frecuencia de ocurrencia de los motivos especificos.

RESULTADOS

Evoluciéon de la familia GRAS

Evolucién de la subfamilia SHR

Para identificar los miembros de la subfamilia SHR en embriofitas, se llevd a cabo una
reconstruccion filogenética utilizando 689 residuos alineados de 155 secuencias candidatas GRAS
obtenidas de la busqueda BLASTp (Tabla 1). El arbol resultante muestra que la subfamilia SHR se
resuelve como un clado monofilético de 70 secuencias [Probabilidad posterior (PP)=1] dentro de la
familia GRAS (Figura 7). Las secuencias mas cercanas a la subfamilia corresponden a miembros de
los linajes LISCL y PAT1. La subfamilia SHR esta conformada por miembros de todas las especies
analizadas (Tabla 1).

La reconstruccién filogenética realizada indica que la subfamilia SHR puede dividirse en tres
linajes monofiléticos los que se originaron a partir de dos duplicaciones ancestrales: (a) un linaje que
agrupa a todas las secuencias proteicas de SHR y (b) un linaje que incluye un grupo monofilético
integrado por las secuencias de NSP1, hermano a un grupo monofilético que incluye a las secuencias

proteicas de SCL32. El linaje SHR, incluye secuencias proteicas de S. moellendorffiiy P. patensy de
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todas las angiospermas estudiadas. A partir del analisis de la topologia del arbol obtenido se observa
que el linaje SHR esta dividido en dos subclados monofiléticos: (a) un subclado, aqui denominado
SHR1, que agrupa secuencias de angiospermas entre las que se destacan las secuencias de A.
thalianay O. sativa estudiadas funcionalmente y dos subgrupos de secuencias proteicas de gramineas,
y (b) un subclado, aqui denominado SHR2, que incluye secuencias proteicas exclusivamente de
eudicotiledéneas excepto P. dactyliferay A. trichopoda.

Los linajes NSP1 y SCL32 incluyen secuencias proteicas pertenecientes a todas las especies
estudiadas. La topologia del arbol de consenso muestra que el linaje NSP1 es de copia Unica a
excepcion de las especies P. patens, y dos miembros representantes del PACMAD (S. viridis y Z. mays)
las que presentan dos, tres y cuatro copias respectivamente. El linaje SCL32 presenta un evento de
duplicacion alrededor del origen de las espermatéfitas, que generé dos linajes: SCL32-a, con miembros
en todas las especies de angiospermas estudiadas; y SCL32-b el cual fue retenido en la gimnosperma
P. abies y se encuentra presente en todas las angiospermas a excepcion de A. thaliana.

La busqueda de motivos conservados arrojo solo motivos pertenecientes al dominio GRAS.

Tabla 1. Secuencias de SHR identificadas en genomas de embriofitas. Numero de secuencias peptidicas GRAS
de 14 genomas de embriofitas recuperadas después de una busqueda BLASTp, un analisis MEME (Multiple EM
para elucidar motivos) y una validacion final a partir de la reconstruccion filogenética.

N° Secuencias N° Secuencias

Especies candidatas confirmadas
Marchantia polymorpha (Mp) 8 2
Physcomitrella patens (Pp) 15 9
Selaginella moellendorffii (Sm) 15 5
Picea abies (Pa) 9 2
Amborella trichopoda (AmTr) 9 5
Arabidopsis thaliana (At) 8 4
Coffea canephora (Cc) 10 6
Theobroma cacao (Tc) 10 5
Vitis vinifera (Vv) 10 3
Phoenix dactylifera (Pd) 11 5
Brachypodium distachyon (Bd) 12 4
Oryza sativa (Os) 9 5
Setaria italica (Si) 12 6
Zea mays (Zm) 17 9
Total 155 70
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Figura 7. Evolucién SHR en las embriofitas. Arbol de consenso de mayoria (N=30.000 &rboles) de la subfamilia
SHR usando una matriz de 155 secuencias peptidicas. Los puntos blancos indican una Probabilidad Posterior
(PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0.9 al]. Los asteriscos naranjas sefialan a los miembros de la
subfamilia que han sido estudiados funcionalmente. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacion. Los
clados de monocotiledéneas y dicotiledéneas fueron colapsados en negro y gris, respectivamente. Las
secuencias pertenecientes a otras subfamilias GRAS fueron colapsadas en blanco. Las lineas rojas y azules

indican secuencias de A. trichopoda y de especies no-angiospermas, respectivamente.
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Evolucién de la subfamilia SCR

Para identificar los miembros SCR de las embriofitas, realizamos una reconstruccion
filogenética empleando 688 residuos alineados pertenecientes a 161 secuencias candidatas GRAS
(Tabla 2). El arbol resultante muestra que 38 de estas secuencias se agrupan en un clado monofilético
[Probabilidad posterior (PP)=1] dentro de la familia GRAS (Figura 8). Las secuencias mas cercanas a
la subfamilia SCR corresponden a miembros del linaje DLT (Dwarf and Low Tillering) al igual que lo
reportado por Cenci y Rouard [77]. La subfamilia SCR est4 conformada por secuencias proteicas
pertenecientes a la mayoria de las especies analizadas. No se han identificado secuencias proteicas
de SCR en el genoma de M. polymorpha (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de SCR identificadas en genomas de embriofitas. Numero de secuencias peptidicas GRAS
de 14 genomas de embriofitas recuperadas después de: una busqueda BLASTp, un analisis MEME (Multiple EM

para elucidar motivos) y una validacion final a partir de la reconstruccion filogenética.

N° Secuencias N° Secuencias

Especies candidatas confirmadas
Marchantia polymorpha (Mp) 10 0
Physcomitrella patens (Pp) 12 3
Selaginella moellendorffii (Sm) 10 2
Picea abies (Pa) 10 3
Amborella trichopoda (AmTr) 12 4
Arabidopsis thaliana (At) 12 2
Coffea canephora (Cc) 12 3
Theobroma cacao (Tc) 12 3
Vitis vinifera (Vv) 10 1
Phoenix dactylifera (Pd) 13 2
Brachypodium distachyon (Bd) 11 3
Oryza sativa (Os) 12 4
Setaria italica (Si) 12 4
Zea mays (Zm) 13 4
Total 161 38

La reconstruccion filogenética realizada indica que la subfamilia SCR puede dividirse en tres
linajes monofiléticos que se originaron a partir de dos duplicaciones ancestrales: por un lado, SCL23 y
por otro SCR1 y 2. El linaje SCL23, esta integrado por secuencias proteicas de angiospermas y es de
copia Unica a excepcion de A. trichopoda cuyo genoma presenta dos copias. El linaje SCR esté dividido
en dos sub clados monofiléticos: (a) un subclado aqui denominado SCR1, que agrupa secuencias de
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todas las especies presentes en la subfamilia y presenta duplicaciones recientes en gramineas y en P.
patens; y (b) un subclado aqui denominado SCR2, que incluye secuencias proteicas de las
angiospermas y gimnospermas estudiadas a excepcién de A. thaliana, V. viniferay P. dactylifera. Los
SCR estudiados funcionalmente en A. thaliana, O. sativay Z. mays, pertenecen al clado SCR1.

Ademas de los motivos conservados que constituyen el dominio GRAS en el C-terminal (rango
de valores E entre 1,6e-975y 1,9e-90), la busqueda de motivos conservados arrojé la presencia de un
motivo especifico del linaje SCR1 (SCR1-M12), en el N-terminal que esta presente en el 70% de las
secuencias. Este motivo, posee un largo de 40 aa y se caracteriza por la secuencia consenso
“[ID][GILM][SIM][HS][SG][GS][AP][GAN]V[SP][IVI[APE]QILIJI[HQ]N[VL]REI[IL]JHPCNP[GHN]LA[SA][LI]
[LIJE[LY]RLRSL” (valor E = 1,3e-209).
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Figura 8. Evolucién de SCR en las embriofitas. Arbol de consenso de mayoria (N=30.000 &rboles) de la subfamilia
SCR usando una matriz de 161 secuencias peptidicas. Los puntos blancos indican una Probabilidad Posterior
(PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0.9 al]. Los asteriscos naranjas sefialan a los miembros de la
subfamilia que han sido estudiados funcionalmente. Las estrellas amarillas indican eventos de duplicacion. Los
clados de monocotiledéneas y dicotileddneas fueron colapsados en negro y gris, respectivamente. Las
secuencias pertenecientes a otras subfamilias GRAS fueron colapsadas en blanco. Las lineas rojas y azules

indican secuencias de A. trichopoda y de especies no-angiospermas, respectivamente.
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Evolucion de la subfamilia IDD

Evolucion en las angiospermas

Para identificar los miembros IDD de las angiospermas, se realiz6 una reconstruccién
filogenética usando 1218 residuos alineados provenientes de 267 secuencias candidatas C2H2 (Tabla
3). El arbol resultante muestra que 163 de estas secuencias se agrupan en un clado monofilético
[Probabilidad posterior (PP) = 0,97] dentro de la familia C2H2 (Anexo 1, Figura S1). Se observa que,
A. trichopoda present6 el menor numero de genes (9) y las monocotileddéneas P. dactyliferay Z. mays
presentaron los mayores numeros (24 y 22, respectivamente) (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencias de IDD identificadas en genomas de angiospermas. Numero de secuencias peptidicas C2H2
de 10 genomas de angiospermas recuperadas después de: una busqueda BLASTp, un analisis MEME (Multiple
EM para elucidar motivos) y una validacién final a partir de la reconstruccion filogenética.

N° Secuencias N° Secuencias

Especies candidatas confirmadas
Amborella trichopoda (AmTr) 15 9
Arabidopsis thaliana (At) 24 16
Coffea canephora (Cc) 23 16
Theobroma cacao (Tc) 24 15
Vitis vinifera (Vv) 23 15
Phoenix dactylifera (Pd) 35 24
Brachypodium distachyon (Bd) 28 16
Oryza sativa (Os) 28 15
Setaria italica (Si) 27 15
Zea mays (Zm) 40 22
Total 267 163

Para estudiar la evolucién de las angiospermas en mayor profundidad se reconstruyé una nueva
filogenia con 966 residuos alineados pertenecientes a las 163 secuencias |IDD validadas. El resultado
de este andlisis muestra que, en las angiospermas, los IDD pueden dividirse en ocho linajes
monofiléticos integrados por al menos una secuencia peptidica previamente caracterizada (Figura 9):
SHOOT GRAVITROPISM 5 (SG5), GAI INTERACTING FACTOR 1 (GAF1), INDETERMINATE 1 (ID1),
JACKDAW (JKD), MAGPIE (MGP), NAKED ENDOSPERM (NKD), WARBLER (WRB) vy
WOODPECKER (WDP); y 2 linajes adicionales, que incluyen proteinas de funciones desconocidas y
que estan ausentes en el genoma de A. thaliana. Dado que estos dos ultimos linajes se agrupan entre
los linajes conocidos con nombres de aves (birds), propusimos aqui nombrarlos como CONDOR-a
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(CNDa) y CONDOR-b (CNDb) (Figura 9). La mayoria de estos linajes contiene secuencias de
dicotiledéneas y monocotiledéneas, excepto por los linajes ID1 y JKD que son especificos de
monocotiledéneas y dicotiledoneas respectivamente. Aunque ambas, dicotiledéneas y
monocotileddneas, poseen un numero similar de IDD en sus genomas, éstas ultimas presentaron un
mayor numero de clados, sugiriendo una mayor cantidad de eventos de duplicacién y retencién

ancestrales (17 clados de monocotiledéneas y 10 clados de dicotiledéneas) (Tabla 3; Figura 9).

Analisis en la division Streptophyta

La presencia de numerosas secuencias IDD pertenecientes a A. trichopoda en el arbol de las
angiospermas sugiere que el origen de la subfamilia precede a las plantas con flores. Por este motivo,
para investigar el origen de la subfamilia IDD, se extendié el andlisis al subreino Viridiplantae. Para ello,
se incluyeron secuencias adicionales de los genomas de la gimnosperma P. abies, la licofita S.
moellendorffii, el musgo P. patensy la hepatica M. polymorpha. Ademas, se incluyeron tres secuencias
C2H2 identificadas en el genoma de la carofita K. nitens.

La reconstruccion filogenética se llevd a cabo empleando un total de 1190 residuos alineados
pertenecientes a 219 secuencias peptidicas candidatas recuperadas luego de curar la matriz de
secuencias con un andlisis MEME. La topologia del arbol filogenético muestra que 20 de las 56
secuencias candidatas C2H2 no-angiospermas pertenecen a la subfamilia IDD, incluyendo una
secuencia de K. nitens (Anexo 1, Figura S2). En total, la subfamilia IDD consta de 183 secuencias en
los genomas de las estreptofitas estudiadas (Tabla 4).

Basados en estos resultados, se construyé un nuevo arbol filogenético para representar la
evolucién de los IDD en la division Streptophyta empleando un total de 1258 residuos pertenecientes a
las 184 secuencias (Anexo 1, Figura S3). La topologia del arbol consenso mantiene la estructura en 10
linajes como se describié previamente para las angiospermas; sin embargo, las relaciones evolutivas
internas estan débilmente soportadas. Las nuevas secuencias de genomas no-angiospermas estan
distribuidas de manera asimétrica entre los linajes, excepto la Unica secuencia proveniente de K. nitens

(KfIDD2L, kfl002320130) que se presenta como hermana a todas las demas IDD.
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Figura 9. Evolucién de los IDD en las angiospermas. Arbol de consenso de mayoria (N=30.000 drboles) de la
subfamilia IDD usando una matriz de 163 secuencias peptidicas. Los puntos blancos indican una Probabilidad
Posterior (PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0.9 al]. Los clados de monocotiledéneas y
dicotileddneas fueron colapsados en negro y gris, respectivamente. Las secuencias de A. trichopoda se muestran
en rojo. Abreviaturas: SHOOT GRAVITROPISM 5 (SG5), INDETERMINATE 1 (ID1), GAl INTERACTING
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FACTOR 1 (GAF1), NAKED ENDOSPERM (NKD), JACKDAW (JKD), MAGPIE (MGP), CONDOR a (CNDa),
CONDOR b (CNDb), WOODPECKER (WDP), WARBLER (WRB).

Tabla 4. Secuencias de IDD identificadas en las estreptofitas. Numero de secuencias peptidicas C2H2 de 15
genomas de estreptofitas recuperadas luego de: una busqueda BLASTp, un analisis MEME (Mdltiple EM para

elucidar motivos) y una validacion final a partir de la reconstruccion filogenética.

N° Secuencias N° Secuencias

Especies candidatas confirmadas
Klebsormidium nitens (Kn) 3 1
Marchantia polymorpha (Mp) 8 3
Physcomitrella patens (Pp) 19 6
Selaginella moellendorffii (Sm) 11 5
Picea abies (Pa) 16 5
Amborella trichopoda (AmTr) 15 9
Arabidopsis thaliana (At) 24 16
Coffea canephora (Cc) 23 16
Theobroma cacao (Tc) 24 15
Vitis vinifera (Vv) 23 15
Phoenix dactylifera (Pd) 35 24
Brachypodium distachyon (Bd) 28 16
Oryza sativa (Os) 28 15
Setaria italica (Si) 27 15
Zea mays (Zm) 40 22
Total 324 183

Origen de la subfamilia IDD

Para obtener una mayor evidencia sobre el origen de los IDD, realizamos una reconstruccién
filogenética a partir de 769 residuos alineados de 141 secuencias candidatas pertenecientes a la familia
C2H2 en genomas de las divisiones Streptophyta y Chlorophyta, obtenidas por busquedas de BLASTp.
No se han obtenido secuencias candidatas en 12 de los 16 genomas de cloréfitas analizados (Figura

10).
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Figura 10. Origen de la subfamilia IDD. Arbol consenso (N=30.000 drboles) de 141 secuencias peptidicas C2H2
provenientes de A. trichopoda (AmTr), P. abies (Pa), S. moellendorffii (Sm), P. patens (Pp), M. polymorpha (Mp),
C. braunii (Cb), K. nitens (Kn), M. pusilla (Mip), B. prasinos (Bp), M. sp. RCC299 (Msp) y O. sp. RCC809 (Osp).
Los puntos blancos indican una Probabilidad Posterior (PP)= [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0,9 a
1]. Los nombres de las secuencias pertenecientes a las divisiones Chlorophyta, Charophyta y Embryophyta estan

resaltados en turquesa, verde oscuro y verde claro, respectivamente.

La topologia del arbol consenso muestra sélo una secuencia de K. nitens 'y dos de C. braunii
dentro del clado perteneciente a los IDD. Todas las secuencias candidatas en la divisién Chlorophyta
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se ubicaron por fuera del linaje de IDD. Adicionalmente el clado STOP resulté hermano a los IDD e
incluye una secuencia de K. nitens (Kfl004330010).

Diversificacidon de motivos conservados

Se realizé un andlisis de secuencias basado en motivos conservados para determinar las
caracteristicas especificas propias de la subfamilia IDD y sus linajes. Los 25 motivos encontrados estan
listados en la Tabla S1 (Anexo 1). Los IDD se caracterizan por poseer 6 motivos conservados HGC (del
inglés: High Global Coverage Motifs) que corresponden a los cuatro ZF (HGC-M1 a 4), una NLS (HGC-
M6) y un motivo de funcion desconocida (HGC-M5), que puede interpretarse como el fragmento N-
terminal del primer ZF. El motivo HGC-M4, conformado por el denominado SHR binding motif (SHBM)
[51], esta presente en todas las secuencias excepto en el linaje SG5 y en la secuencia IDD de K. nitens.
En el 23% de los IDD la sefal de localizacion nuclear se encuentra ausente o es lo suficientemente
divergente para no ser considerada como HGC-M6 en el estudio (Anexo 1, Tabla S1).

El andlisis global detecté cuatro motivos MGC (del inglés: Medium Global Coverage Motifs) que
son compartidos por la mayoria de los linajes (Anexo 1, Tabla S1). El motivo MGC-16 (conocido como
“SATAL”; [112]) surgi6 luego de la divergencia entre los genes ID1 y fue retenido en al menos el 70%
de las secuencias muestreadas. Los motivos MGC-M7 (que también puede interpretarse como el
fragmento C-terminal del cuarto ZF) y MGC-M17 se originaron a partir de la divisién de ID1 y fue
retenido en el 70% de las secuencias analizadas. Los motivos MGC-M16 y MGC-M17 estan reportados
como necesarios para las interacciones proteina-proteina con los reguladores transcripcionales DELLA
y SCL3, ambos miembros de la familia GRAS ([111], [112], [137]). El motivo MGC-M9, el cual surgi6é en
la base de la subfamilia, fue retenido en el 50% de las secuencias IDD. Se identificaron también 15
motivos auxiliares LGC (del inglés: Low Global Coverage Motifs) que son compartidos por unos pocos
linajes. Si bien la mayoria de estos motivos poseen una funcién desconocida, la presencia de la
secuencia proteica LXLXL en el LGC-M25 sugiere una funcion represora del tipo EAR para este
segmento proteico. Este motivo esta presente en el IDD de K. nitens, el linaje SG5 y en una secuencia
miembro del linaje ID1.

Estudio de los linajes

Para obtener mas informacién sobre la evolucion de la subfamilia y poder establecer mejores
relaciones de ortologia entre las secuencias de las especies estudiadas, se construyeron nuevas
filogenias y se llevaron a cabo blusquedas de motivos adicionales para cada uno de los 10 linajes
(Figuras 11y 12, Tabla 5).
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Figura 11. Diversificacién de los linajes SG5, ID1, JKD y CND en streptophyta. Arboles consenso (N=30.000
arboles) de los linajes SG5 (a), ID1 (b), JKD (c), CNDa (d) y CNDb (e). Los puntos blancos indican una
Probabilidad Posterior Bayesiana (PP)= [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0,9 a 1]. Las secuencias
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outgroups se muestran en rojo, las estrellas amatrillas indican eventos de duplicacion génica y los asteriscos
naranjas sefalan los genes con funcién conocida. Los motivos identificados en cada clado estan representados
en esquemas de cajas sobre la derecha: HGC, rosado; MGC, violeta; LGC, celeste y los especificos SG5 y CND

en naranja.

El linaje SG5, reconstruido a partir de un alineamiento de 503 residuos provenientes de 34
secuencias, incluye a miembros de plantas terrestres sin semillas, gimnospermas y angiospermas. Este
linaje se ha diversificado a través de varios eventos de duplicacion luego de la separacion entre
dicotiledéneas y monocotiledéneas (Figura 11 a). Al menos dos duplicaciones ocurrieron durante la
evolucién de las gramineas y una durante la evolucion de las dicotiledoneas. Como resultado de estas
duplicaciones se encontraron tres linajes especificos de gramineas (SG5grass-1 a 3) y dos especificos
de dicotiledoneas (SG5dicot-1 y 2). La busqueda de motivos especificos de linaje identificé un motivo
adicional (SG5-M11) conservado a lo largo del linaje (Tabla 5).

El linaje ID1 fue reconstruido a partir de un alineamiento de 525 residuos pertenecientes a 6
secuencias. El mismo esta representado sélo por secuencias de gramineas, es consistente con la
evolucion de las especies y contiene genes de copia Unica (Figura 11 b). No se detectaron motivos
especificos adicionales.

El linaje JKD, reconstruido a partir de un alineamiento de 257 residuos pertenecientes a 12
secuencias, incluye unade A. trichopoda hermana a secuencias de dicotiledéneas, sugiriendo una
pérdida de estos genes en las monocotiledéneas (Figura 11 c). La topologia del arbol muestra una
duplicaciéon que pudo haber ocurrido en el origen de las dicotiledéneas. No se encontraron motivos
especificos adicionales en este linaje.

El linaje CNDa, reconstruido a partir de un alineamiento de 588 residuos pertenecientes a 11
secuencias, tiene un soporte moderado (PP = 0,78) e incluye a miembros de monocotiledéneas y
dicotiledéneas (Figura 11 d). El analisis detecté una duplicacion en el origen de las gramineas, la cual
generd dos copias divergentes. La busqueda de motivos detectdé dos motivos caracteristicos de las
secuencias CNDa de monocotiledéneas (Tabla 5).

El linaje CNDDb, reconstruido a partir de un alineamiento de 215 residuos pertenecientes a 20
secuencias, incluye miembros de monocotiledoneas, dicotileddneas y A. trichopoda (Figura 11 e). La
resolucion interna del grupo se resolvié parcialmente. Tanto CNDa como CNDb carecen de secuencias
en el genoma de A. thaliana. No se encontraron motivos especificos adicionales en este linaje.

En término de numero de secuencias proteicas, el linaje NKD es el mas numeroso luego de
SG5 e incluye a dos secuencias de A. trichopoda en una posicién basal a secuencias de
monocotileddneas y dicotiledéneas (Figura 12 a). El mismo fue reconstruido a partir de un alineamiento

de 657 residuos, pertenecientes a 33 secuencias. La topologia del arbol obtenido muestra una
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duplicacién en el origen de las angiospermas (PP = 0.95) que generé dos linajes de los cuales uno se
conservo solo en A. trichopoda y el otro fue retenido en todas las angiospermas utilizadas para este
estudio. A lo largo de la evolucién, NKD sufrié una duplicaciéon en las dicotiledéneas y una en las
monocotileddéneas. Una de las copias de monocotileddneas fue retenida por P. dactylifera, y la segunda
copia fue retenida por todas las especies de monocotiledéneas usadas para el estudio. Luego, NKD se
diversificé en las gramineas a través de dos eventos sucesivos de duplicacion y retencion, generando
cuatro copias (NKDgrass-1 a 4). La busqueda global MEME identificé dos motivos especificos para
NKD, LGC-M22 y LGC-M30 (Anexo 1, Tabla S1). Mientras que el motivo LGC-MC22 esté presente en
casi todas las secuencias del linaje, LGC-M30 esta ausente en los grupos NKDgrass-1 y NKDgrass-2.

El linaje WDP, reconstruido a partir de un alineamiento de 648 residuos pertenecientes a 10
secuencias, esta formado por miembros de P. abies, A. trichopoda y dicotiledoneas (Figura 12 b). No
se observan eventos de duplicacion intra linaje y no se encontraron motivos adicionales especificos.

El linaje WRB, reconstruido a partir de un alineamiento de 782 residuos pertenecientes a 25
secuencias, incluye tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas (Figura 12 c). La reconstruccién
encontré al menos un evento de duplicacion en las dicotiledoneas, cinco copias en el genoma de P.
dactylifera agrupadas en un clado monofilético y una duplicacién en el origen de las gramineas. El
analisis de motivos encontr6 un motivo caracteristico (LGC-M23) que no se detecté en el clado
WRBgrass-1 y en algunas secuencias de dicotiledéneas (Anexo 1, Tabla S1).

El linaje GAF1, reconstruido a partir de un alineamiento de 743 residuos pertenecientes a 24
secuencias, incluye miembros de S. moellendorffii y angiospermas (Figura 12 d). Un evento de
duplicacién dio lugar a una copia que fue retenida en las gramineas (GAF1-a) y una segunda copia que
esta presente en S. moellendorffii y todas las angiospermas estudiadas aqui (GAF1-b). Ademas del
motivo caracteristico encontrado en la busqueda global (LGC-M24), se encontraron cuatro motivos
adicionales en la busqueda especifica (Tabla 5). Dos de los motivos, LGC-M24 y GAF1-M11 son
especificos del clado GAF1-a. El motivo GAF1-M10, un motivo EAR no relacionado con los
caracterizados para SG5, esta presente en todo el linaje y fue reportado como el dominio de unién a
varios miembros de la familia de co-represores TOPLESS [112].

El linaje MGP, reconstruido a partir de un alineamiento de 528 residuos pertenecientes a 27
secuencias, contiene miembros de todos los genomas estudiados aqui, excepto por A. trichopoda
(Figura 12 e). Varias especies contienen multiples copias de MGP en sus genomas (cuatro copias en
P. patens, tres copias en S. moellendorffii, dos copias en A. thaliana, cinco copias en P. dactylifera'y
dos copias en Z. mays). Dos secuencias de P. dactylifera (PdMGPe y PAMGPf) presentan conflicto con
la topologia de arboles previos. De hecho, mientras que se ubican dentro de los WDP en la filogenia

de las angiospermas, se localizan dentro de las MGP en la filogenia de las estreptofitas. Los andlisis
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de linaje resolvieron que estas dos secuencias pertenecen al linaje MGP. El analisis MEME detect6 un
motivo adicional caracteristico de las secuencias de P. patens (MGP-M9, Tabla 5).

NAKED ENDOSPERM

WOODPECKER

GAI INTERACTING FACTOR 1

Figura 12. Diversificacion de los linajes NKD, WDP, WRB, GAF1 y MGP en la divisioén Streptophyta. Arboles
consenso (N=30.000 arboles) de los linajes NKD (A), WDP (B), WRB (C), GAF1 (D) y MGP (E). Los puntos

53



blancos indican una Probabilidad Posterior Bayesiana (PP)= [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP=[0,9 a 1].
Las secuencias outgroups se muestran en rojo, las estrellas amarillas indican eventos de duplicacion génica y los
asteriscos anaranjados sefalan los genes con funcidon conocida. Los motivos identificados en cada clado estan
representados en esquemas de cajas sobre la derecha: HGC, rosado; MGC, violeta; LGC, celeste y los

especificos GAF1 y MGP en naranja.

Tabla 5. Motivos especificos de linaje (secuencias consenso).

Motivo Secuencia consenso Valor E Largo Presencia (%)
SG5-M11 X[AT]|[TM][RQ]LQLSIGPX[GD] 5.6e-082 13 76.5
GAF1-M9 [SA]S[FLIL[RK][GE][LF]GILI][AVD]SS[ST]SS 4.6e-080 15 86.4
GAF1-M10 [MS][LV][SP][AGIGLGLGL[PA]YC][DE][SG]G 1.6e-067 15 81.8
GAF1-M11 [LQ]E[DE]E[DT][DEK]QDED[\(;’}(D)E(SEADQY[KD]DAELE[DV]SNL[ 1 46-065 33 573
GAF-M12 [SV]GL[PK][DEJLMMGI[PQ][SP] 5.3e-058 11 90.9

RDLA[SRI]I[TA]SLG[PS]GVDLG[AV]FFNQ[RG][EDINLRSV[NG]AS
MGP-M9 GIHRISPGKSWD 2.4e-052 40 17.4
[YA]INDJJAETV][DS][VA][TV]IAL[SN]YSD[EG]Q[QE][KP][PSTI[QG][
CNDa-M5 EDH][HG][IM]Y[SP]YHQ[SM]SILD][DG][SP][TANJALEKP[ILM]W[D 7.6e-077 40 55.6
E]
CNDa-M7 [NH][DN][HQ][NS]SD[SMN][HC][LP]RSLSPY[AT][LF][IV][TA]R[NG] 436-056 33 556

TIASTILFSNQ[IM][SL][PS][KD][DE]

DISCUSION

Evolucion de las subfamilias SHR y SCR

La literatura actual sugiere que las GRAS de plantas evolucionaron en la division Embryophyta
por un evento de transferencia lateral de una metiltransferasa entre bacterias y un ancestro de las
plantas terrestres. Sin embargo, hasta el dia de hoy se desconoce el momento evolutivo en el que se
sucedid dicho evento [79]. Nuestro andlisis demuestra la ausencia de secuencias peptidicas GRAS en
el alga carofita K. nitens (Orden Klebsormidiales) sin embargo, Bowman y colaboradores (2017)
identificaron secuencias GRAS en el transcriptoma de otro miembro de la misma divisién, Spirogyra
pratensis (Orden Zygnematales) [53]. Hasta el momento, con la informacién disponible, es posible
proponer dos escenarios de evolucion: (1) la familia GRAS se expandi6é rapidamente en el origen de

las embriofitas, como la gran mayoria de las familias de reguladores transcripcionales, o (2) por el
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contrario, la expansion fue gradual en la division Charophyta. A medida que se incorporen datos
provenientes de la secuenciacién de mas especies de esta division, se podra conocer con mas precision
el origen y la diversificacion de las GRAS.

A pesar de su importancia y el gran numero de trabajos publicados sobre el rol de las GRAS en
las plantas, el origen y la evolucién de la familia ha demostrado ser dificil de abordar. En este capitulo,
se utilizaron secuencias de genomas de las plantas verdes para reconstruir la evolucion de dos
subfamilias de las GRAS. Se clasificaron las proteinas SHR y SCR de 15 genomas en la division
Embryophyta, se identificaron duplicaciones, motivos caracteristicos y se obtuvo un marco de
referencia que permitird mejores estudios funcionales de los miembros de estas subfamilias.

La presencia de especies no angiospermas dentro de linajes internos en las subfamilias SHR y
SCR sugiere que el origen de estas subfamilias se remonta, al menos, hasta el origen de la divisién
Embryophyta. En la subfamilia SCR, luego de establecidos los linajes, no se evidencian eventos de
duplicacion internos, a excepcidn de eventos recientes especificos de especie. La mayor diversidad de
la subfamilia SHR estaria dada por una serie de eventos de duplicacion dentro de los tres linajes: (a)
una duplicacién ancestral alrededor del origen de las espermatofitas, (b) una duplicacion méas reciente
de NSP1 durante el origen y diversificacion del PACMAD de gramineas, y (c) dos eventos consecutivos
de duplicacion en el origen de las angiospermas y posteriormente en las gramineas.

Evolucion de la subfamilia IDD

A pesar de poseer roles preponderantes en varios aspectos del desarrollo vegetal, el origen y
la evolucién de la subfamilia de reguladores transcripcionales IDD no habia sido explorado. En este
capitulo, se utilizaron secuencias de genomas de las plantas verdes para rastrear el origen y reconstruir
la evolucién de los genes IDD. Se identificaron los genes IDD de 16 genomas de las estreptofitas y se
obtuvo un marco de referencia que vincula informacién genética y funcional de genes estudiados con
especies no modelo.

El origen de los IDD se remonta al tltimo ancestro comun entre las algas carofitas y las plantas
terrestres. La division Charophyta es un grupo parafilético de organismos de agua dulce que comparten
un origen comun con las plantas terrestres. Juntas representan al clado Phragmoplastophyta,
caracterizado por la presencia de fragmoplastos durante la citocinesis ([138], [139]).

La topologia de los arboles reconstruidos muestra al linaje STOP como hermano de los IDD. La
identificacion de una secuencia de K. nitens dentro de los linajes IDD y STOP vy la localizacién de las
secuencias de C2H2 de clordfitas por fuera de los clados STOP+IDD vy el clado hermano WIP, sugiere
que estos tres linajes provienen de una duplicacién en el origen de Streptophyta. En A. thaliana, la
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subfamilia STOP/WIP posee un menor nimero de miembros que la subfamilia IDD (2 STOPs y 6 WIPs,
versus 16 IDDs) y sus funciones estan relacionadas al desarrollo vegetal y la tolerancia a diversos
estreses. Por ejemplo, AtSTOP1 y 2 son reguladores positivos de genes que responden al estrés debido
a la toxicidad por aluminio y acidos ([140], [141]). Los genes WIP de A. thaliana cumplen un rol en el
desarrollo floral, desarrollo de HV, y acumulacién de flavonoides en semillas ([142], [143]). Este
solapamiento en las funciones de los linajes STOP/WIP e IDD, sumado a una historia evolutiva en
comun nos hace suponer que la definicion de la subfamilia IDD, incluyendo al linaje SG5 y excluyendo
a los linajes STOP/WIP pareciera ser una cuestion semantica debido a la forma en que estos genes se
fueron estudiando en las ultimas décadas.

La conquista de los habitats terrestres por parte de las plantas requirié la evolucion de casi todos
los 6rganos vegetales y con ello, el establecimiento de nuevas redes de genes y vias de sefalizacion.
El desarrollo de nuevos tipos celulares, érganos y adaptaciones que ocurrieron durante la evolucion
temprana tiene que haber ido acompanado con la diversificacion de genes ancestrales y el origen de
nuevos [144]. De hecho, se puede observar una retencidén en el numero de IDD durante la conquista
de la tierra y una posterior expansion rapida en el numero de genes y linajes durante la diversificacion
de las angiospermas (Tabla 3). La colonizacion de la tierra por parte de las plantas comenz6 alrededor
de 470 millones de afnos atras. Por esos tiempos, cerca del origen de las embriofitas, los IDD
experimentaron una duplicacion que gener6 dos linajes divergentes: el linaje SG5 y un linaje que agrupa
a los demas IDD.

El linaje SG5 fue retenido en todos los genomas aqui estudiados y no presentd duplicaciones
hasta la diversificacion de las monocotiledéneas y dicotiledoneas (~140-150 millones de anos atras).
La presencia de multiples copias SG5 en P. patens coincide con la evidencia de dos duplicaciones
sucesivas de genomas completos (WGD, del inglés: whole genome duplications) compartidas por los
musgos, pero no por hepaticas y antoceros (Lang y col., 2018). Como ninguna WGD se ha reportado
para el genoma de P. abies, se asume que las copias SG5 pueden provenir de una duplicacién génica
y/o ser vestigios de un evento WGD de las gimnospermas ancestrales ([145]-[147]).

En contraste con esta aparente tasa de evolucién estable de los SG5 hasta tiempos
relativamente recientes, los linajes que agrupan al resto de IDD se han duplicado muchas veces en
paralelo con el origen y diversificacion de las plantas terrestres. Interesantemente, aunque las
monocotileddneas y dicotiledoneas presentan un numero similar de genes IDD, las monocotileddéneas
poseen un mayor numero de clados, la mayoria de ellos especificos de gramineas. Si bien esto puede
ser un artefacto proveniente de la seleccidn de especies para el estudio, también puede estar reflejando
los eventos de WGD que dieron origen a las gramineas ([148], [149]). El incremento en el numero de

genomas disponibles publicamente y la inclusién de esta informacion en nuevas filogenias, permitira
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en el futuro una mayor estimacién de los clados IDD en monocotileddneas y dicotiledoneas.

La expansion y diversificacion de los IDDs en tierra podrian estar relacionados con la gran
transformacion del cuerpo de las plantas durante la evolucidén en los ambientes terrestres. De hecho,
el gravitropismo ha jugado un rol activo en el origen y la evolucién de las plantas en contacto con la
tierra [150]. La respuesta a la gravedad surgio junto con el origen del orden Charales y las estreptofitas
y se piensa que fue determinante en establecer la forma final de las plantas. En linea con esto, las
proteinas SG5 poseen un rol central en los mecanismos que controlan el gravitropismo ([104]—-[106],
[121]). Las proteinas SG5 fueron retenidas en los genomas de todas las embriofitas estudiadas,
sugiriendo que pueden jugar un rol principal en las plantas modernas.

Otro paso importante en la terrestrializacién de las plantas fue el origen de 6rganos laterales
una vez establecido el meristema apical en la separacion de las briofitas y las plantas vasculares. Las
raices y sus meristemas surgieron en el origen de las plantas vasculares [151]. Varios estudios en A.
thaliana muestran que las proteinas MGP (AtMGP y AtNUC) juegan un rol clave en la diferenciacion de
tejidos radiculares, actuando en conjunto con JKD (AtJKD y AtIDD9) y NKD (AtIDD4 y AtIDD6), y las
proteinas SHR, SCR y SLC3 ([101], [102], [152]). Esta funcion se logra a través de un complejo
mecanismo que involucra la activacién transcripcional e interacciones proteina-proteina que actian de
forma diferencial en varios tejidos celulares. De manera similar a lo que ocurre con SG5, las proteinas
MGP fueron retenidas en los genomas de todas las plantas terrestres utilizadas en este trabajo. El rol
de las proteinas MGP en plantas terrestres tempranas es desconocido.

Muchos de los miembros actuales de los IDD controlan el desarrollo de las raices, hojas,
inflorescencia y semillas [126], importantes novedades morfolégicas que han transformado el cuerpo
de las plantas. Sin embargo, la informaciéon disponible, sugiere que las especies de plantas no
vasculares estudiadas aqui carecen de genes IDD involucrados en raices y el desarrollo de érganos
laterales. El reclutamiento de los IDD por las angiospermas probablemente dependié de la participacién
activa en redes de regulaciones génicas (GRN, del inglés: Gene Regulatory Networks) con genes de
otras familias. El ejemplo mas documentado probablemente sean los reguladores transcripcionales de
la familia GRAS. A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se identificé que los GRAS se han
diversificado activamente durante la especiacion de mono y dicotiledéneas, con un patron similar al
observado en la evolucién de los IDD [77]. Ademas, la interaccién entre proteinas IDD y GRAS se
reporté numerosas veces ([51], [87], [100], [101], [112], [137], [152]). De hecho, los IDD y GRAS han
cobrado relevancia en los ultimos afos debido a sus roles en el control de los limites entre tejidos ([103],
[108], [117], [1583]). En este escenario, la co-evolucion de los IDD con otra familia de reguladores
transcripcionales podrian ser parte de un paso relevante en la conquista de la tierra y la diversificacion

de las angiospermas.
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Hasta la fecha, todos los reportes indican que los IDD estan presentes en el nucleo y funcionan
como factores de transcripcion. Sin embargo, el motivo de la sefal de localizacién nuclear esta ausente
en algunas de las secuencias IDD validadas en este trabajo. Esto implica que algunos IDD pueden
contener otro tipo de NLS, no detectada por el andlisis de motivos, y/o algunos IDD podrian haber
desarrollado nuevas funciones fuera del nucleo a lo largo de la evolucién. La expansion y diversificacion
de la subfamilia durante el curso de la conquista de la tierra fue acompanada por la evoluciéon de nuevos
motivos conservados a lo largo del C-terminal. La presencia y conservacion de tales motivos en los
linajes IDD sugiere un rol en las funciones de las proteinas.

El linaje SG5 presenta el dominio C-terminal mas divergente entre los IDD. Entre los motivos
conservados del linaje, se han encontrado dos motivos represores EAR, los cuales fueron
caracterizados para OsLPA1 [121]. En linea con esto, Qi y col. (2019) mostraron que AtIDD16, un
miembro de SG5dicot-2, regula negativamente la iniciacion estomatica a través de la represion en trans
de SPEECHLESS, sugiriendo una actividad general represora para el linaje SG5. Uno de estos motivos
EAR (LGC-M25) esta presente en la secuencia de K. nitens, lo cual podria sugerir un rol ancestral
represor para los IDD. Sin embargo, estd documentado que algunos SG5 de A. thaliana pueden cumplir
ambas funciones, como represores y activadores transcripcionales directos ([109], [154]).

Ha sido documentado que la actividad de los represores EAR depende del numero de residuos
L en el motivo y del nimero de motivos EAR consecutivos, y pueden ser atenuados por motivos
activadores cercanos ([155][156]). En linea con esto, OsLPA1 y sus ort6logos en el subclado SG5grass-
1, carecen de cuatro de los motivos que flanquean a los EAR del resto de las SG5 (LGC-M19, LGC-
M27, LGC-M28 y LGC-M29). Esto podria sugerir un rol divergente entre las proteinas SGb.

Adicionalmente, las GAF1 presentan un motivo EAR no relacionado con aquellos en SG5. De
hecho, GAF1 ha sido reportado como un represor al unirse a varios miembros de la familia de co-
represores TOPLESS cuando las proteinas DELLA se encuentran ausentes. En presencia de DELLA,
GAF1 se une a ellas por medio del motivo SATAL (MGC-M126) y actua como activador [112].

En cuanto a la unién de los IDD con los miembros de la familia GRAS, Hirano y colaboradores
(2017) mostraron que la interaccién ocurre a través del motivo de unién a SHR al final del cuarto ZF
[51]. Este motivo aparece conservado en todos los IDD, excepto en la secuencia de K. nitensy en el
linaje SG5. Ademas, las interacciones fisicas entre IDDs y las DELLA se ven comprometidas cuando
los motivos MGC-M16 (SATAL) y MGM-M17 estan ausentes. Esto estaria mostrando que los IDD
presentan cierta flexibilidad a la hora de interaccionar con otras proteinas, lo cual podria ser un promotor
de la diversificacion y neo-funcionalizacion de los linajes de la subfamilia. Esta evolucién de los motivos
auxiliares podria tener un efecto corriente abajo de las proteinas GRAS en diferentes tejidos, al cambiar

la poblacién de IDDs involucrados en la interaccion.
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CAPITULO 2

Estudio de la anatomia foliar y la

fisiologia en Otachyriinae



INTRODUCCION

La modificacion de la anatomia foliar como uno de los primeros

pasos en la evolucién de la fotosintesis Cs

A pesar de su complejidad, la fotosintesis Cs4 evolucion6 alrededor de 70 veces de forma
independiente en las angiospermas. Sin embargo, hasta el dia de hoy, se conoce que la mayoria de
los origenes C4 se agrupan en unos pocos linajes de plantas. Esto hace suponer que ciertos linajes
tienen caracteristicas que aumentan la capacidad de desarrollar una fotosintesis C4 ([11], [31]).

En un estudio realizado con 157 especies de gramineas, donde se analizaron los rasgos
fenotipicos de las especies teniendo en cuenta su historia evolutiva, Christin y colaboradores (2013)
demostraron que sélo algunos rasgos fenotipicos individuales presentan diferencias significativas entre
especies Cs y C4 (fracciéon ocupada por la CVE y CVI, nimero de células del M entre HV, tamafo celular
de CVI). En términos generales, se encontraron diferencias mas significativas entre especies Cs del
clado BEP y especies Cs del clado PACMAD que entre especies Cs y C4 del clado PACMAD, donde los
valores mostraron una tendencia a solaparse [30]. En dicotiledéneas, Lauterbach y colaboradores
(2019) encontraron una tendencia similar en la tribu Tribuloideae (Familia Zygophyllaceae) [37]. En
este trabajo se observd que las especies Cs de la tribu presentaron una mayor fraccién del area
ocupada por las CV. Notoriamente, también observaron que las especies Cs prdéximas evolutivamente
a las C4, presentaban un area ocupada por CV con dimensiones similares a las especies C4. Ambos
trabajos sugieren que muchos de los rasgos anatémicos, como la distancia entre HV, los tamanos
celulares y el area ocupada por las CV, son rasgos ancestrales en el camino evolutivo hacia el
establecimiento de una anatomia Kranz y una fotosintesis Ca.

Ademas, se encontré que, la densidad de HV fue sélo significativamente mayor para las
especies C4 en relacion a las especies C3[37]. En el mismo sentido Lundgren y colaboradores (2019)
establecieron que, en Alloteropsis semialata (Familia Poaceae), el Unico rasgo compartido por todas
las poblaciones C4 fue una mayor densidad de HV [36]. Estos resultados demuestran que el incremento
en la densidad de HV no seria un pre-condicionante anatdémico necesario para impulsar el cambio hacia
una anatomia C4, como se postul6 anteriormente [26].

Estos trabajos remarcan la importancia de la seleccién de especies a estudiar y su contexto
evolutivo a la hora de tratar de establecer marcadores fenotipicos importantes para la evolucién de la
fotosintesis Ca.
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La subtribu Otachyriinae como modelo de estudio de la
evolucion de la fotosintesis Ca

En las gramineas, todas las especies que realizan fotosintesis C4 o C», se encuentran en el
clado PACMAD. Dentro del PACMAD, la subfamilia Panicoideae posee alrededor de 3.300 especies,
lo que la hace la segunda subfamilia mas grande de las gramineas. Dentro de esta subfamilia se
pueden distinguir tres tribus: Andropogoneae, Paniceae y Paspalae. Asi mismo, la tribu Paspalae se
puede dividir en tres subtribus: Otachyriinae, Arthropogoninae, y Paspalinae [157].

Los estudios sistematicos mas recientes, basados en marcadores nucleares y cloroplastidicos,
muestran que la subtribu Otachyriinae es un grupo monofilético integrado por 35 especies distribuidas
en siete géneros ([158], [159]). Las especies de la subtribu estan ampliamente distribuidas en regiones
himedas de los tropicos de América, Asia y Australia. Morfolégicamente, las especies de la subtribu
se caracterizan por presentar inflorescencias cuyas espiguillas se organizan unilateralmente sobre las
ramas. Las espiguillas presentan la gluma inferior mas corta que la gluma superior y lemma inferior, y
un antecio superior membranoso a endurecido ([158], [159]).

En relacion al tipo de fotosintesis, la subtribu incluye un género C4, algunas especies Cz, PK'y
especies Cs (Figura 13). La reconstruccion de caracteres ancestrales sugiere que el ancestro comun
de la subtribu utilizaba la via fotosintética Cs. La condicién C4 habria evolucionado tempranamente en
el clado Anthaenantia, mientras que la condicion intermedia Cz habria evolucionado mas tarde, previo
a la diversificacion del género Steinchisma [159]. Recientemente se han documentado eventos de
alopoliploidia y de transferencia lateral de genes (TLG) que dificultan la clasificacién interna de la
subtribu ([158], Acosta y Reinheimer, com. pers.). La diversidad de formas fotosintéticas que presentan
las especies de la subtribu Otachyriinae convierten a este linaje en un verdadero laboratorio para
responder preguntas multiples sobre la evolucién y la optimizacién de la fotosintesis en gramineas.

El género monofilético Anthaenantia, integrado por 4 especies, es hermano del resto de la
subtribu. Estudios filogenéticos indican que A. lanata, la Unica especie sudamericana de Anthaenantia,
es hermana del resto de las especies norteamericanas y centroamericanas A. rufa, A. texanay A. villosa
[158]. Morfol6gicamente el género se reconoce por su inflorescencia contraida con espiguillas
densamente pilosas las que carecen de gluma inferior. El antecio superior es cartilaginoso cuya lemma
no alcanza la longitud de la palea superior. Se estima que este linaje surgié hace unos 7,2 millones de
anos, lo que en términos de evolucion C4 podria considerarse relativamente reciente [24]. La tetraploidia
de este género parece haberse originado por autoduplicacion ([158], [159]).
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Figura 13. Arbol filogenético de la subfamilia Otachyriinae. Arbol de especies de méaxima credibilidad de clado
estimado a partir de regiones de ADN nucleares (APO1) y cloroplastidicas (NDHF) utilizando el método
coalescente multiespecie en BEAST. Los colores de las ramas indican la probabilidad posterior (PP), en rojo las
mas altas y en marron las mas bajas. Los numeros sobre las ramas indican los valores de PP. Las estrellas azules
indican especies que anteriormente pertenecian al género Panicum y que fueron reclasificadas al género
Hymenachne. Los taxones en azul muestran sefiales filogenéticas de poliploidia en el arbol del gen nuclear y son
considerados de origen alopoliploide. Los nombres en rojo indican las posiciones inferidas del genoma parental
masculino para los taxones alopoliploides. Las flechas negras indican los linajes parentales diploides que

contribuyeron a la alopoliploidia. (Figura modificada de Acosta y col., 2019).

El género parafilético Hymenachne estd dividido en dos clados: (1) el clado denominado
Hymenachne Old World representado por especies distribuidas en Africa, Asia y Europa y (2) el clado
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denominado Hymenachne New World integrado por especies Sudamericanas. Este género es
reconocido por su inflorescencia abierta a contraida, espiguillas glabras, dispuestas unilateralmente en
las ramas, con el antecio superior membranoso y su lema cubriendo parcialmente la palea en el apice.
Varias especies de este género fueron reportadas como tetraploides ([158], [159]).

El género monofilético Rugoloa esta integrado por 3 especies distribuidas en América. Es
reconocido por presentar una inflorescencia laxa a contraida, con las espiguillas dispuestas
unilateralmente en las ramas, espiguillas pilosas o glabras, y el antecio superior membranoso
endurecido. Si bien R. pilosa es diploide, hay evidencias de alopoliploidia dentro de este género ([158],
[159]).

Los géneros Otachyrium, Plagiantha y Steinchisma conforman un clado monofilético con la
mayoria de las especies diploides (incluida S. hians). Caracteristicamente las especies de Otachyrium
tienen inflorescencias laxas con espiguillas dispersas y solitarias con ambas glumas mas cortas que la
espiguilla, dejando asi expuesto el antecio superior, el que es endurecido, liso y brillante; la lemma
superior es oscura a la madurez [160]. El género Plagiantha, integrado por una unica especie, y
Steinchisma integrado por 8 especies, difieren de Otachyrium al tener las espiguillas adpresas en las
ramas de la inflorescencia, con la gluma superior de longitud igual o mayor que el antecio superior
cartilaginoso y papiloso. El género Steinchisma se caracteriza por presentar una inflorescencia laxa a
contraida, con espiguillas glabras no dispuestas unilateralmente, palea inferior expandida y endurecida
en la madurez, lema inferior nervada y el antecio superior cartilaginoso con papilas compuestas en toda
su superficie ([158], [159]).

Varios trabajos se han enfocado en definir los miembros de la subtribu Otachyriinae, asi como
sus relaciones taxondémicas y su historia evolutiva ([158], [159]). Sin embargo, ningun estudio se centré
en el desarrollo foliar en esta subtribu y muy pocos reportan la caracterizacion de la anatomia foliar
([15], [30], [161]-[166]).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacién de la anatomia foliar: Re-evaluar en forma comparativa, y empleando

conocimientos modernos, la anatomia foliar de especies de la subtribu Otachyriinae.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de especies

Para llevar a cabo los estudios fisioldégicos y anatdmicos se seleccionaron 4 especies de la
subtribu Otachyriinae: Hymenachne amplexicaulis (Rudge) Nees (Cs), Rugoloa pilosa (Sw.) Zuloaga
(PK), Steinchisma hians (Elliott) Nash (Cs-C4 intermedia) y Anthaenantia lanata (Kunt) Benth (Cs). La
seleccion de especies se basd principalmente en la proximidad filogenética, via fotosintética y
disponibilidad de material. Semillas o rizomas de las especies estudiadas fueron colectados a campo.
Los ejemplares fueron depositados en los herbarios Instituto Botanica Darwinion (Sl) y Arturo Ragonese
(SF). A continuacion, se listan los vouchers de coleccion: Hymenachne amplexicaulis (Rudge) Nees
Prochetto y Reinheimer 1 (SF), Rugoloa pilosa (Sw.) Zuloaga s/n (Sl), Steinchisma hians (Elliott) Nash
Marino s/n (SF), Anthaenantia lanata (Kunt) Benth Acosta (Sl).

Estudio fisioldgico

Las tasas netas de asimilacion de CO. fueron medidas en hojas jévenes, completamente
expandidas usando el equipo de intercambio de gases LI-COR 6400XT (LI-COR Biosciences). Las
mediciones fueron realizadas a 27°C y con una irradiacion de 1500 ymol fotones m—2 s—. Las curvas
de respuesta al CO: fueron realizadas por triplicado con los siguientes niveles de CO: en la cdmara:
400, 200, 100, 50, 40, 500, 1000, 1500, 2000 y 2200 ppm.

Condiciones de cultivo y toma de muestra

Individuos de cuatro especies de Otachyriinae con diferentes subtipos fotosintéticos (H.
amplexicaulis, R. pilosa, S. hians y A. lanata) fueron crecidas, a partir de semilla o rizoma, en camaras
de cultivos a 27°C bajo condiciones de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). Para cada
especie, se colectd la 5ta hoja joven de 10 individuos. Para estudiar el gradiente de desarrollo foliar,
cada hoja fue dividida en dos secciones, tomando como referencias la zona de transicion fuente-
sumidero. Las secciones fueron luego divididas en cuatro fragmentos de igual longitud y rotulados F1
a F8 desde la base a la punta de la hoja (Anexo 1, Figura S4). Las réplicas se mantuvieron pareadas a
lo largo del analisis.
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Preparacion y andlisis de las muestras para microscopia optica

Los fragmentos frescos fueron colocados en tacos con agarosa de bajo punto de fusion al 5%
en PBS 0,05 M a 50°C y dejados hasta solidificacién a 4°C por al menos 1 hora. Se obtuvieron cortes
transversales de 100 um de espesor con un micréotomo de cuchilla vibrante (Leica VT1000 S) y se
montaron en portaobjetos con PBS 0,05 M. Las secciones fueron visualizadas y fotografiadas en el
momento bajo microscopia fluorescencia y luz blanca (Nikon Eclipse E200). El procesamiento de las
imagenes y las mediciones anatémicas fueron realizadas a través del software FIJI [167].

Analisis estadistico

Para determinar la significancia entre las diferencias en los caracteres fenotipicos se utilizaron
métodos no paramétricos contemplando muestras pareadas (para comparaciones intra especies) y no
pareadas (para comparaciones entre especies) con el programa Graphpad Prism (version 6.0.1 para
Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Para las muestras
pareadas se utilizo el test de Friedman y el test de comparaciones multiples de Dunn. Para las muestras
no pareadas se utilizé el test de Kruskal-Wallis y el test de comparaciones multiples de Dunn. Se

consideraron significativos los valores p menores a 0,05.

RESULTADOS

Aspectos cualitativos

Las especies H. amplexicaulis, R. pilosa y S. hians presentan una anatomia foliar tipica de
gramineas Cs, con haces vasculares (HV) organizados linealmente y rodeados por dos capas de células
de la vaina: la mas pequena formada por células de la vaina interna (CVI) y la mas grande formada por
células de la vaina externa (CVE) (Figura 14). En estas especies, si bien los cloroplastos se observan
mayormente en las células del mesdfilo, algunos pueden observarse en las CVE en las especies H.
amplexicaulis y R. pilosa. En S. hians se observan cloroplastos con una distribucion centripeta en las
CVE, algo caracteristico de las especies C». Por el contrario, en la especie C4 (A. lanata) se observa
una distribucién no lineal de los haces vasculares (HV) que estan rodeados por una Unica capa de
células de la vaina (CVI). Se observa un gradiente en la cantidad de cloroplastos desde los haces
vasculares, con las CVI con la mayor densidad de cloroplastos, las células del meséfilo en contacto con
las CVI con una menor densidad y las células del meséfilo mas alejadas, con la menor densidad (Figura
15). Ademas, en las especies Cs se observaron grandes espacios intercelulares: (1) en H. amplexicaulis
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se observa la presencia de aerénquima; (2) en R. pilosa los espacios intercelulares son interpretadas
como el colapso de células fusoides (Figura 14).

En términos generales se observd una maduracion de las hojas desde la base a la punta,
evidenciado por una mayor lignificacién de los haces vasculares, un aumento en la cantidad de haces
vasculares secundarios, una mayor diferenciacién entre células de la vaina y meséfilo con respecto al

namero de cloroplastos, y una disminucién en la cantidad de tejido de sostén.

F1 § F5

. S

SRS

Figura 14. Gradiente de maduracion en hojas de Otachyriinae. Fragmentos F1, F3, F5 y F7 de la 5ta hoja joven.

A. lanata (a-d), S. hians (e-h), R. pilosa (i-I) y H. amplexicaulis (m-p). En las imagenes del F5 se sefalan diferentes
tipos celulares: HV, amarillo; CVI, rojo; CVE, naranja; M en contacto con las CV, rosado; cavidades intercelulares,

blanco.
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100 pm

Figura 15. Localizacion de cloroplastos en cortes transversales de hojas de Otachyriinae. Fragmentos F1y F5
de la 5ta hoja joven de A. lanata (a-b), S. hians (c-d), R. pilosa (e-f) y H. amplexicaulis (g-h).
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Estudio de rasgos fenotipicos asociados al desarrollo

Parametros del desarrollo foliar asociados a los haces vasculares

Los haces vasculares, al estar intimamente relacionados a las CVI y CVE, juegan un papel
fundamental en la estructura de la anatomia foliar. En esta seccion estudiamos como varian los rasgos
fenotipicos a lo largo del desarrollo y como se diferencian estos patrones en especies con diferentes
subtipos fotosintéticos.

La distancia entre los HV tiende a aumentar a lo largo del desarrollo para las especies Cs, PK'y
C», mientras que se reduce en la especie C4 (Figura 16 a-d). Este aumento en la distancia genera una
disminucion en la densidad de haces a medida que las hojas maduran en R. pilosay S. hians (Figura
16 f y g). Sin embargo, en H. amplexicaulis, la reduccién del tejido aerenquimatico (que presenta su
mayor extension en los fragmentos mas inmaduros) compensa este efecto hasta revertir esta tendencia
en el ultimo fragmento estudiado (Figura 16 €). En este sentido, en todas las especies los cambios mas
marcados se evidencian en la transicién F1-F3.

El 4rea transversal ocupada por los haces vasculares (Area HV %; Figura 17 p-s) muestra un
patrén descendente a lo largo del gradiente de maduracién para todas las especies, pero con una
mayor intensidad en las especies Cz y C4. Este fendmeno esta explicado tanto por la reduccién en el
tamano de los HV primarios como a la aparicion de nuevos HV secundarios de menor tamafo (Figura
17 i-0). La reduccién en el porcentaje de HV primarios es muy sutil y gradual, aunque estadisticamente
significativa, para H. amplexicaulis. Para las demas especies esta transicion es menos gradual, pero
con un salto en el porcentaje de HV primarios en la transicion F1-F3, especialmente en R. pilosay A.
lanata.
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Figura 16. Parametros del desarrollo foliar relacionados con los haces vasculares (HV). Distancia entre el haz
vascular central y sus haces secundarios contiguos (a-d). Densidad de haces vasculares (e-h). Porcentaje de
haces vasculares primarios sobre el total de haces (i-j). Diametro promedio de los haces vasculares (m-o).

Fraccion del tejido foliar ocupada por haces vasculares (p-s).

Parametros del desarrollo foliar asociados a las células de la vaina
y del mesofilo

Una de las caracteristicas de la anatomia Kranz es la mayor relevancia que juegan las células
de la vaina con respecto a las especies Cs en términos de tamano y distancia entre si [6]. Para verificar
este fendmeno en estas especies, se midi6 tanto el tamano de las CVI y CVE como la fraccién de tejido
que ocupan dentro de la hoja.

En H. amplexicaulis ambos, el tamafo de la CVI como la fraccion que ocupa en el tejido (Figura
17 a y e), son constantes a lo largo del gradiente estudiado. Estos resultados sugieren que la
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diferenciacion de las CVI forma parte de una etapa previa al muestreo realizado en este trabajo. En R.
pilosa tampoco se observan diferencias en el tamano celular de las CVI, pero si en la fraccion del area
que ocupan, la cual tiende a disminuir a medida que la hoja madura (Figura 17 by f). En S. hians se da
un proceso similar al de R. pilosa; sin embargo, en esta especie los datos obtenidos sugieren un
aumento del tamano celular de las CVI en los fragmentos maduros F3 y F5 (Figura 17 cy g). En la
especie C4 se observa un incremento significativo inicial en el tamafo de las CVI; sin embargo, este
incremento no se traduce en cambios significativos en la fraccién ocupada por las CVI a lo largo del

desarrollo (Figura 17 dy h).
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Figura 17. Parametros del desarrollo foliar relacionados con las células de la vaina y del mesdfilo. Tamario celular
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En todas las especies estudiadas, las CVE presentan un patrén de desarrollo caracteristico que
implica tanto un aumento del tamafo celular como de la fraccién que ocupan en los fragmentos 3y 5
(Figura 17 i-n). En S. hians 'y A. lanata, el tamano celular de las CVI se encuentra ligado al desarrollo
foliar en el gradiente estudiado, mientras que el tamafno promedio de las células del mesdfilo no se ve
significativamente alterado en ninguna de las especies (Figura 17 i-q).

Correlacidon entre parametros del desarrollo foliar

Para comprender la relacion entre los cambios en los parametros fenotipicos y el momento del
desarrollo en el que se suceden dichos cambios se realizd un andlisis de correlacion entre las 40
muestras de cada especie (4 fragmentos y 10 réplicas por fragmento). Las correlaciones mas
significativas (valor p < 0,001) se muestran en la figura 18.

En H. amplexicaulis se evidencia una relacion inversa entre la densidad de HV y los tamaros
de las células (CVI, CVE y M), a su vez correlacionados con el tamaro total de la hoja (Figura 18 a).
Mientras que el tamano de las células del M correlaciona con el tamario de las CVE en H. amplexicaulis,
en el resto de las especies este rasgo fenotipico no correlaciona con ninguno de los caracteres de
tamanos celulares. Esto podria indicar un desacople en el desarrollo del meséfilo con respecto de los
otros tipos celulares en las especies PK, C. y C4 vs la especie Cs.

Al desglosar el parametro de densidad de HV, en densidad de HV primarios y secundarios, se
observa que en A. lanata éste depende exclusivamente de la densidad de HV secundarios (Figura 18
d), mientras que en las demas especies la densidad de HV correlaciona con ambos tipos de HV. Algo
similar se observa con respecto al tamafo de la hoja que correlaciona negativamente con la densidad
de HV primarios y secundarios en todas las especies, excepto en A. lanata donde s6lo correlaciona con
la densidad de HV primarios. Sumado a esto, se observa que mientras en las especies no Cs las
densidades primarias y secundarias de HV tienden a correlacionar con otros pardmetros en el mismo
sentido, en la especie Cs4 las densidades primarias y secundarias correlacionan de manera opuesta en
varios de ellos (Figura 18 d). Todo esto podria estar indicando que el desarrollo de los HV secundarios
es independiente al de los HV primarios en la especie Ca.
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Figura 18. Correlacion entre parametros del desarrollo foliar. Correlacion de spearman entre rasgos fenotipicos
para 40 muestras. H. amplexicaulis (a), R. pilosa (b), S. hians (c) y A. lanata (d). Se muestran sdlo las
correlaciones con un valor p menor a 0,001. El tamario de los circulos es proporcional a la significancia y la

intensidad del color al valor de la correlacion.

Comparacién de rasgos fenotipico entre especies

En la figura 19 se muestran los resultados de comparar los parametros asociados a los
HV en los F5 entre las cuatro especies. Como se esperaba, A. lanata presentd una menor distancia
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entre HV y por lo tanto una mayor densidad de HV. A su vez, se observa un gradiente ascendente en
la densidad de HV desde la especie Cs, pasando por las especies PK'y C. (Figura 19 a-b).
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Figura 19. Comparacion de rasgos fenotipicos asociados a los haces vasculares (HV) en F5. Distancia entre el
HV central y sus HV contiguos (a), densidad de HV (b), Diametro promedio de HV (c) y Fraccion de HV primarios
sobre el total de HV (d). Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), S. hians (Sh), A. lanata (Al).

El tamano promedio de los HV resulté ser significativamente mayor en H. amplexicaulis que en
el resto de las especies (Figura 19 c), mientras que la proporcion de HV primarios sobre el total de HV
resulto ser significativamente menor en A. lanata (Figura 19 d).

Con respecto a los tamanos celulares, la especie C4 presento6 los mayores tamafnos promedio
de CVIl y de M (Figura 20 a y c). En cuanto al tamafo de la CVE, H. amplexicaulis posee un tamano
promedio superior a las otras dos especies no C4 (Figura 20 b). La fraccion foliar ocupada por las CVI
resultd ser significativamente mayor en A. lanata (Figura 20 d) y la ocupada por la CVE presenté el
mayor porcentaje en S. hians'y el menor en R. pilosa (Figura 20 e).
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Figura 20. Comparacion de rasgos fenotipicos asociados a las CV y el M. Tamano celular promedio de las CVI
(a), CVE (b) y M (c). Fraccion ocupada por las CVI (d) y CVE (e). Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa
(Rp), S. hians (Sh), A. lanata (Al).

La necesidad de mantener un transporte significativo de metabolitos entre CV y M en las
especies Cs y Co, hace suponer la necesidad de una adaptacion anatémica que facilite el transporte.
Ademas de la densidad y tamano de los plasmodesmos, esto se puede conseguir aumentando la
superficie de contacto entre ambos tipos celulares. El parametro de superficie Sb, definido por Pengelly
y colaboradores (2010) se calcula a partir de un corte transversal midiendo el perimetro de las CV
dentro del espacio comprendido entre dos haces y dividiéndolo por la distancia entre haces [168]. Sin
embargo, este parametro no tiene en cuenta la organizacion no lineal de los haces en A. lanata, por lo
que se decidié sumar una forma alternativa de ese parametro, que llamamos Sb*. Este nuevo parametro
es calculado como el perimetro de todas las células de la vaina en contacto con el mesdfilo dividido el
area transversal de la hoja. Los resultados muestran que S. hians y A. lanata poseen superficies de
contacto, estimadas como Sb y Sb* significativamente mayores a las especies Cs. Asi mismo, este
patrén se observa en el area de contacto entre las CV y los HV, aqui denominadas Svy Sv* y entre
las CVI 'y CVE, aqui denominadas Siby Sib* (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion de superficies de contacto entre HV y CV (Sv y Sv*), entre CVI y CVE (Sib y Si*) y entre
CVy M (Sb y Sb*). Superficies de contacto normalizadas a la distancia entre HV (a) y al area foliar transversal
(b). Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), S. hians (Sh), A. lanata (Al).

Fisiologia de las especies estudiadas

Las curvas de respuesta de fotosintesis versus CO: (Asimilacion vs Concentracién de CO: en
el espacio intercelular de la hoja o A vs C;) muestran el caracter C4 de A. lanata evidenciado por una
pendiente inicial de la curva mayor que la de las especies Cs (Figura 22). Los puntos de compensacion
de CO: aparentes (PC de COy), es decir la concentracion de CO- donde la tasa de fotosintesis iguala
a la tasa respiracion en términos de asimilaciéon de carbono, muestran una diferencia significativa entre
A. lanatay S. hians con respecto a las especies Cs (Tabla 6). Si bien se podria esperar un menor PC
de CO: para R. pilosa con respecto a H. amplexicaulis, debido a su caracter Proto-Kranz [39], el mayor
valor puede deberse a dos razones: por un lado una razén intrinseca relacionada con el solapamiento
de los rasgos fenotipicos de las especies perteneciente o cercanas a un linaje C4; y por otro lado a una
dificultad en poder obtener mediciones precisas en condiciones de muy bajo CO:z con el equipamiento

disponible.
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Figura 22. Curvas A vs Ci. Curvas de respuesta al CO: para las especies estudiadas. El ensayo esta realizado a
27°C y 1500 umol fotones m—2s- con tres individuos por especie. Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa
(Rp), S. hians (Sh), A. lanata (Al).

En las especies C4 el flujo de los &cidos C4 desde las células del M hacia las CV tiene que ser
igual o superior a la tasa de asimilacion de CO-. Esto puede ser calculado como la asimilacion de CO:
(A) dividido el area de contacto entre células de la vaina y el mesdéfilo (Sb). En las especies no Ca, los
parametros A/Sby A/Sb* pueden interpretarse como una estimacién del flujo necesario si la via Cs
fuera instalada sin modificaciones anatémicas extras, con las CVE como compartimento Kranz,
mientras que los parametros A/Sib y A/Sib* representan la estimacion si el compartimento Kranz fuera
las CVI.

Tabla 6. Parametros fisioldgicos relacionados a la fotosintesis en hojas maduras de A. lanata, S. hians, R. pilosa
y H. amplexicaulis. Para los parametros de asimilacion por superficie BS, se asume que en la especie Cy4 el
minimo flujo de los acidos Cy a través de los PD debe ser igual o mayor a la tasa de asimilacion de COg, Para el
resto de las especies, los valores indican los flujos requeridos si se instalara una via C4 sin cambios anatémicos.

Ambos valores estan normalizados a la especie Ca.

Especie A [mmol PC de CO-> Asimi_la_cién por Asimilacion por superficie
m-2 seg-1] [ppm] superficie de CVE de CVI
A/Sb A/Sb* A/Sib A/Sib*
'H. amplexiculis 3136 7280 259 269 616 9,01
R. pilosa 23,21 92,40 2,40 1,69 6,45 4,74
S. hians 19,10 16,40 1,29 0,93 3,69 2,51
A. lanata 17,82 26,75 1,00 1,00 1,00 1,00
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En la tabla 6, estos parametros se muestran relativizados a los valores de A. lanata. Los
resultados muestran que de instalarse una via C4 en H. amplexicaulis, el flujo entre My CVE deberia
ser alrededor de 2,59 6 2,69 veces el flujo que posee A. lanata. Mientras que, si la via se instalara en
la CVI, los flujos deberian ser mas intensos todavia. La especie Proto-Kranz y especialmente la especie
C> poseen valores mas bajos de estos parametros, evidenciando el impacto que tienen las
modificaciones anatémicas en la posibilidad de establecer una via C4 en sus hojas.

DISCUSION

Existen diferencias estructurales en la anatomia foliar desde el

inicio del gradiente de desarrollo

El estudio de la anatomia foliar a través del analisis de secciones de hojas jévenes, demostro
la existencia de un gradiente de desarrollo foliar en aspectos cualitativos y cuantitativos. Las especies
estudiadas presentan similitudes en diversos parametros anatomicos foliares analizados. Desde la
base al apice de la hoja se destacan: (a) un incremento gradual en la lignificaciéon de HV primarios, (b)
un aumento gradual en la cantidad de HV secundarios, (c) una disminucion de los tejidos de sostén,
(d) un aumento de la presencia de cloroplastos y (e) una mayor diferenciacion entre CV y M. La
formacion de los HV primarios y sus CV asociadas parece formar parte de una etapa anterior en la
ontogenia foliar.

Resulta interesante remarcar que, a partir de este trabajo, también se destacan diferencias
sustanciales de rasgos anatémicos entre las especies estudiadas. Estas diferencias se observan desde
el F1. La especie C4 present6 una mayor variacion de los aspectos cualitativos de diferenciacion desde
el F1 al F7. En particular, la mayoria de los rasgos fenotipicos presentaron un cambio importante entre
el F1 y F3, con excepcion de la fraccion de tejido ocupada por CVI y el tamafno de las células del
mesofilo. Sin embargo, los datos obtenidos sugieren que la anatomia foliar de esta especie varié
levemente en términos estructurales a lo largo del gradiente de desarrollo en comparacion con las otras

especies.
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Las especies Cs, PK'y C> presentan una gran proporcion de tejido de sostén en la zona del HV
central, que se va reduciendo notablemente a medida que la hoja madura. Esto produce una distancia
significativamente mayor entre el lado adaxial y abaxial en esa zona de la hoja. En cambio, en la especie
C4 esta distancia entre los lados abaxial y adaxial es méas constante tanto entre la zona del haz principal
y los extremos, como entre los diferentes fragmentos. Asi mismo, las células del M en estas especies,
a pesar de no presentar tamarios significativamente diferentes entre estados del desarrollo, presentan
un cambio en la morfologia de las células desde una forma cilindrica en el F1 a una forma mas
rectangular o hexagonal alargada en los F5 y F7. El tamano de las células del M también parece ser
una caracteristica asociada a cada especie, siendo las células del M de la especie C4 las mas grandes
de todas.

Las hojas de H. amplexicaulis a pesar de presentar cambios muy graduales en los caracteres
fenotipicos cuantitativos, muestran un cambio estructural notorio durante el gradiente de desarrollo.
Este cambio estructural se centra en tres caracteristicas principales tales como forma de la hoja,
disminucién de los tejidos de sostén y modificacion de la forma de las células del M. A su vez, esta
especie es la Unica donde se observa una correlacién entre el tamano de las células del mesdfilo con
el tamano de las CV.

Las especies R. pilosa'y S. hians, son las que presentan la mayor similitud en términos de
estructura foliar (forma de la hoja, distribucion de los HV, proporcién de tejido de sostén, etc.) pero se
evidencia un mayor grado de “caracter Kranz” en la especie C» dado por la localizacion de cloroplastos
dentro de la CVE, la densidad de los HV, la fraccién ocupada por las CVE y las superficies de contacto
entre los diferentes tipos celulares.

Estudios previos demostraron que no hay una transicion fisiolégica Cs-C4 durante el desarrollo
foliar, sino que el ciclo C4 esta activo desde el principio ([169], [170]). En linea con estos trabajos, los
datos aqui generados muestran que la existencia de este gradiente de desarrollo no implica una
localizacién tisular diferencial de los cloroplastos a lo largo del mismo, en especial en la especie Ca. Sin
embargo, para confirmar la disposicion de los cloroplastos y su estructura con mayor precision se

deberia recurrir a un andlisis con microscopia de transmision.

La comunicaciéon entre CV y M como indicador del grado

“‘Kranz” de una especie

Se ha sugerido que una mayor fraccion ocupada por las CV en especies C4 en comparacion

con especies Cs, es uno de los rasgos que distinguen a la anatomia Ca ([24], [28], [30], [37]). En este
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trabajo, las comparaciones anatémicas se realizaron sobre una especie Cs de tipo NADP-ME que no
posee CVE. Hasta el dia de hoy no existe evidencia suficiente que permita identificar el momento en el
que la seleccion natural opté por la CVI o CVE como compartimento Kranz y el momento y las razones
por las cuales las especies C+ NADP-ME perdieron las CVE. En relacién a esto, se piensa que las
especies C4 que utilizan a la CVI como compartimento Kranz provienen de un ancestro C4+ con CVE
[30]. Incluso, el rol de la via C2> como un estado de transicion o una via paralela a la via C4, también es
materia de debate ([41], [165], [171]). Por ejemplo, el tamano de las CVI en la especie C4 es hasta 5,8
veces mas grande que en el resto de las especies, pero las CVE en las especies no Cs son entre 2y 8
veces mas grandes que las CVI de la C4. Del mismo modo, la fraccién transversal ocupada por las CVI
de la especie C4 es menor a cualquiera de las fracciones CVE. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Christin y colaboradores y por Lauterbach y colaboradores ([30], [37]).

Si bien los rasgos fenotipicos cuantitativos asociados a los HV también estan condicionados por
las diferencias estructurales entre las especies, en la especie Cs son notablemente diferentes
(configuracién espacial, proporcion 1°/2°, tamanos). Esto sugiere, en linea con lo obtenido por otros
grupos de trabajo, que la densidad de HV probablemente no es una precondicion en un ancestro Cs
que promueve el origen de la fotosintesis Ca, sino que es un rasgo que evolucioné en una fase posterior
([36], [37]).

La importancia del tamano de la CV como rasgo Kranz viene dada por el supuesto de que la
CV debe ser lo suficientemente grande como para albergar una gran cantidad de cloroplastos que
realicen el ciclo de CBB y asi mantener una buena eficiencia fotosintética [28]. Sin embargo,
recientemente se ha destacado la importancia del transporte de acidos C4 por medio de plasmodesmos
entre mesofilo y CV como un limitante de este proceso ([12], [13]). En este sentido, se ha demostrado
que las especies C4 poseen una mayor densidad de plasmodesmos en las interfases entre CV y M,
como asi también una mayor superficie de contacto entre ambos tipos celulares, mientras que los
volumenes de las CV no son significativamente diferentes entre especies Cz y C4 [12]. Dada la falta de
informacién de densidad de plasmodesmos en especies intermedias, el lugar de este evento en la
evolucion de la fotosintesis Cs4 es desconocido.

En las especies estudiadas aqui, se identificd un gradiente ascendente de los parametros de
superficie de contacto desde la especie Cs hasta la especie Cs. Al cruzar estos datos con informacién
fisiologica de tasas de asimilacion de CO., se puede observar que la instalacion de una via Cs en las
especies Cs requeriria de un aumento previo de la superficie de contacto y/o un aumento en la densidad
de plasmodesmos para garantizar que este rasgo no condicione la capacidad fotosintética. Sin
embargo, la especie C. pareciera tener una superficie de contacto similar a la especie C4. Esto no seria
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una sorpresa si se tiene en cuenta que el ciclo C» implica también un mecanismo de concentracién de
CO:2 en el sitio de accién de RUBISCO.

Resulta interesante destacar que S. hians y A. lanata, logran incrementar la superficie de
contacto en parte a través de estrategias diferentes. Si bien S. hians presenta CVE con un tamano
similar a las de R. pilosay mucho menor que la de H. amplexicaulis, su alta superficie de contacto se
explica por un aumento de la densidad de HV y una disminucion en la cantidad de células del mesdéfilo
entre los HV. Comparando a S. hians con A. lanata vemos que esta ultima posee CVI que son menos
de la mitad del tamafo que las CVE de la primera. Sin embargo, A. lanata posee una mayor densidad
de HV, en especial de HV secundarios, logrando una superficie de contacto similar con CV mas
pequenas. Una tendencia similar se observé en el género Flaveriay otras especies de gramineas que
usan a la CVI como compartimento Kranz ([30], [172], [173]). La determinacién de las densidades y
tamanos de los plasmodesmos en estas especies ayudarian a corroborar estas suposiciones.

Finalmente, es importante remarcar la gran variabilidad natural de los rasgos fenotipicos
cuantificados entre individuos de una misma especie. Esto sugiere la necesidad de trabajar con un gran
namero de réplicas para obtener resultados que representen mas fielmente a la poblacidén estudiada a
la hora de establecer marcadores fenotipicos de importancia en el establecimiento de la anatomia

Kranz.
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CAPITULO 3

Analisis de la transcriptomica del

gradiente foliar en Otachyriinae



INTRODUCCION

Ensamblado de transcriptomas de novo y el gradiente de

maduraciéon

En la dltima década, la secuenciacion de transcriptomas (RNAseq) ha demostrado ser una
técnica poderosa para entender la versatilidad de los mecanismos moleculares y abordar diversas
preguntas bioldgicas ([86], [174], [175],[176]-[179]). En particular, ante la ausencia de genomas de
referencia para organismos no modelos, la secuenciacion de ARN es usada para reconstruir y
cuantificar transcriptomas completos en un proceso llamado ensamblaje de novo [180]. Para esto,
existe una gran diversidad de métodos y programas que resultan mas o menos eficientes en funcion
del tipo de muestra, la especie estudiada y el andlisis posterior requerido [181].

Ademas del tradicional andlisis de expresion diferencial, los ensayos de transcriptomica pueden
usarse para reconstruir las redes de expresion de los genes y obtener informacion adicional sobre las
interacciones entre los mismos. El andlisis de redes de co-expresion de genes ponderadas (WGCNA,
del inglés: Weighted Gene Co-expression Network Analysis) es un tipo de andlisis de la biologia de
sistemas que describe la correlacidén entre genes en un gran nimero de muestras de un microarreglo
o un RNAseq [182]. Puede ser usado para encontrar grupos de genes altamente relacionados
(modulos) y resumir sus comportamientos usando parametros especificos que explican sus diferencias
de expresién y conectividad en la red. Este enfoque permite identificar médulos de genes asociados
con determinados tipos celulares, especies y rasgos fenotipicos, asi como también identificar miembros
que pueden cumplir un rol regulatorio en procesos biolégicos ([182], [183]).

Las hojas en desarrollo de las gramineas proveen un gradiente de sucesivos estados de
desarrollo, de la base a la punta, que puede servir como fuente de datos comparables entre sistemas
biolégicos. A lo largo de este gradiente, se puede observar la aparicion de eventos celulares, fisioldgicos
y moleculares que se corresponden con estados de desarrollo distintivos [86], [178]. Desde la base
hasta la punta de la hoja se organizan zonas celulares de division, expansion/elongacion y
diferenciacién. Estas zonas sefalan la transicién desde un tejido respiratorio (o tejido sumidero) a uno
fotosintético (o tejido fuente) y la apariciobn o desaparicion de otras caracteristicas anatémicas y
actividades bioquimicas que corresponden a los estados de desarrollo de la hoja madura ([86], [178],
[184]). Hasta el momento, estudios que aprovechen este gradiente foliar de las gramineas fueron
realizados solamente en Z. mays ([86], [178]).

82



Para que los enfoques sistémicos sean exitosos en entender la regulacion génica de la
fotosintesis Cs deberian cumplir determinados criterios: (a) el muestreo debe incluir estados de
desarrollo durante los cuales queden determinadas las caracteristicas anatémicas, (b) las
secuenciaciones deben poseer una buena profundidad y cobertura para poder capturar la mayor
cantidad de los componentes interactuantes posibles, (c) la toma de muestras y las condiciones
ambientales donde se lleva a cabo deben ser rigurosas y reproducibles y (d) la informacion proveniente
de diferentes sistemas debe venir de materiales biol6gicos que presenten el mismo estado de desarrollo
[184].

Los rasgos foliares que caracterizan a las especies Cs parecen ser resultados de ajustes
espaciales y cuantitativos de rasgos Cs sucedidos a lo largo del desarrollo foliar [184]. Esto significa
que es mas probable que la via C4 haya evolucionado por medio de la regulacion de genes existentes,
y no a través de la evolucion de nuevos genes [175]. Esto es consistente con el gran nimero de linajes
independientes en los cuales las condiciones para la fisiologia Cs4 fueron alcanzadas durante la
evolucion.

Hasta el momento no existen estudios que aborden la transcriptémica foliar de especies de
Otachyriinae. Recientemente, Carvalho y colaboradores (2019) ensamblaron los transcriptomas de tres
especies de gramineas incluyendo el de H. amplexicaulis [185]. Sin embargo, la reconstruccion se
realiz6 con fines de establecer la presencia/ausencia de genes de la via C4 y las relaciones filogenéticas
entre las especies utilizadas. Ademas, al ser reconstruido por medio de la secuenciacién de una sola
biblioteca, el transcriptoma no ofrece datos sobre el desarrollo foliar [185].

Por todos estos motivos, se propuso entender los mecanismos moleculares responsables de la
diversificacion de los subtipos fotosintéticos en gramineas partiendo del estudio de datos provenientes
de RNAseq en especies no modelo. Para ello se construyeron los transcriptomas de novo para tres
especies de la subtribu Otachyriinae considerando el gradiente foliar. Luego, se investigo la dinamica
transcripcional, la expresion de los genes a lo largo del gradiente foliar y se identificaron diferencias y
similitudes entre el desarrollo foliar de las especies.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evolucion de los patrones de expresion: Estudiar el programa de desarrollo de las hojas a través

de la secuenciacion masiva del ARN foliar de diversas especies de Otachyriinae. Identificar cambios
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en los patrones de expresion que se correlacionen con cambios anatdmicos y subtipos fotosintéticos
considerando la evolucién de las especies

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo y toma de muestras

Individuos de 3 especies de Otachyriinae con diferentes subtipos fotosintéticos (H.
amplexicaulis, R. pilosay A. lanata) fueron crecidos en camaras de cultivo a 27°C bajo condiciones de
dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). Para cada especie, se colecté la 5° hoja joven de
90 individuos, en el momento que la misma alcanzé en longitud el tamario de la 4° hoja (Anexo 1, Figura
S4). Cada hoja fue dividida en dos secciones, tomando como referencia la zona de transicion fuente-
sumidero. Las secciones fueron luego divididas en cuatro fragmentos de igual longitud y rotulados F1
a F8 desde la base a la punta de la hoja. Las muestras fueron organizadas en 9 grupos de 10 individuos.
Los grupos fueron aleatorizados para formar 3 réplicas de 30 individuos cada una totalizando cuatro
fragmentos por especie con tres réplicas cada uno (F1, F3, F5 y F7). Las réplicas se mantuvieron
pareadas a lo largo del analisis.

Extraccion de ARN y secuenciacion

La extraccién de RNA total se realizé con el reactivo Tripure (Sigma), siguiendo el protocolo del
fabricante. Para purificar el RNA y remover la contaminacion de ADN en las muestras se llevo a cabo
una precipitacion con LiCl [186].

Las bibliotecas de ARNm y la secuenciacion masiva se realizaron empleando el servicio The
High-Throughput Sequencing and Genotyping Unit de la Universidad de lllinois en Urbana-Champaign
(IL, USA). Las bibliotecas fueron construidas con el kit “TruSeq Stranded mRNA” (lllumina) siguiendo
las instrucciones del fabricante y posteriormente secuenciadas con la plataforma Illumina con lectura
“pair-ends” (PE) y fragmentos de 250 pb. Luego de la secuenciacion se obtuvieron 36 bibliotecas con

25 a 40 millones de lecturas en cada una.

Ensamblaje de novo de transcriptomas

La calidad de las lecturas PE crudas de cada biblioteca fue examinada usando la herramienta
FastQC v. 011.5 [187]. Las lecturas de baja calidad fueron recortadas vy filtradas con el programa
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Trimmomatic v. 0.38 [188]. Luego de este proceso, entre el 3% y el 7% de las lecturas fueron
descartadas.

El ensamblaje de novo de los transcriptomas se realizé con el paquete Trinity v.2.4.0 [189]. La
proporcién de lecturas mapeadas al ensamblado fue evaluada con Bowtie2 v. 2.3.2 [190]. Para reducir
la probabilidad de obtener transcriptos espurios y atenuar la redundancia de transcriptos, los contigs
fueron filtrados utilizando tres métodos. Primero, las isoformas expresadas débilmente fueron removidas
de acuerdo a sus valores de expresion. Para ello, se obtuvieron valores de lecturas normalizadas TPM
(transcriptos por millén de kilo bases. Del inglés: Transcripts Per Kilobase Million) con SALMON v. 0.14.1
[191], y las isoformas débilmente expresadas se removieron con el script de Trinity,
filter_low_expr_transcripts.pl con el parametro “—highest iso _only’. Segundo, un conjunto de
transcriptos representativos no-redundantes fue generado con el paquete CD-Hit v. 4.6.6, con un nivel
de identidad de 95% [192]. Finalmente, se us6 Transdecoder v. 5.1.0 para identificar todas las posibles
regiones codificantes en los transcriptos ensamblados, y luego se filtr6 seleccionando el mejor marco
abierto de lectura (ORF) por transcripto [193]. Los transcriptos con ORFs menores a 100 pb de longitud
fueron removidos de posteriores andlisis.

La evaluacién del grado de completitud del transcriptoma se realiz6 con la herramienta BUSCO
v.3 para obtener el porcentaje de ortélogos de copia Unica representados en el conjunto de datos de
monocotileddneas (3278 genes) [194].

Anotacion de genes

Para la correcta identificacion de secuencias ortologas se utilizé Orthofinder v. 1.0.6, con seis
proteomas de referencia [195]. Dos proteomas ensamblados de novo de la misma subtribu, S. hians 'y
Steinchisma laxa, sin publicar aun, fueron provistos por el laboratorio del Dr. Studer. Cuatro proteomas
de gramineas fueron obtenidos de la base de datos de Phytozome v. 12.1.6 [129]: Zea mays, Sorghum
bicolor, Setaria viridis y Oryza sativa. Para cada transcripto, se extrajo la informacién funcional de su
ortélogo en S. bicolor, S viridis o Z. mays.

Andlisis de expresion diferencial

La cuantificacién de los transcriptos fue realizada con la herramienta de Trinity “align and
estimate abundance”, por medio del mapeo de las lecturas de cada réplica bioldégica contra su
transcriptoma ensamblado respectivo. Para ello, se utilizé SALMON como método para estimar la
abundancia y la herramienta “Ptr” del paquete Trinity para el control de calidad de las réplicas. Las

matrices de expresion génicas fueron construidas con la herramienta “abundance estimates to matrix’
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del paquete Trinity y fueron importadas a R [196] donde se utilizaron para el andlisis de expresion
diferencial con el paquete EdgeR [197]. Para filtrar los Transcriptos Poco Expresados (TPE) en cada
especie, se mantuvieron aquellos genes que estaban expresados al menos 1 cpm (lecturas por millon,
del inglés: counts per millon) en la mitad de las bibliotecas. Para estimar los genes expresados
diferencialmente (GED) se calcul6 su tasa de cambio logaritmica (logFC, del inglés: logarithmic fold
change) entre pares y la significancia de cambios de expresion se determind usando test-t de Student.
Los valores p se ajustaron con el método Benjamini-Hochberg para corregir la tasa de descubrimiento
falso (FDR, del inglés: False discovery rate). Un gen fue considerado expresado diferencialmente si
presenté un valor p ajustado < 0,001 y logFC > 2.

Para estudiar las diferencias de expresidn entre las especies, se estimo el nimero de GED entre
fragmentos foliares homdélogos utilizando los ortélogos inferidos por Orthofinder. Dado que en algunos
casos los ortogrupos (OG) presentaron diferente nimero de copias entre especies, se optd por sumar
los valores de expresion de los transcriptos y combinar la informacién de la anotacién. Para su
tratamiento posterior (expresion diferencial, enriquecimiento de Gene Ontology y redes de co-
expresion) los OG fueron considerados anélogos de genes. La obtencion de los ortogrupos expresados
diferencialmente (OED) entre especies se realizdé con edgeR de manera similar a la descripta en el

parrafo anterior.

Andlisis de enriquecimiento de términos de Gene Ontology
(GO)

El analisis de enriquecimiento de términos de ontologia génica (GO) se realiz6é con el paquete
de R TopGO [198]. Los terminos GO para cada transcripto fueron obtenidos de la base de datos de
Phytozome. Para buscar términos enriquecidos que sean estadisticamente significativos se calcularon

valores p utilizando el algoritmo “elim”.

Andlisis de redes de co-expresion de genes ponderado
(WGCNA)

El paquete de R WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) fue usado para la
construccion de las redes [182]. El analisis construye redes usando el coeficiente de correlacion de

Pearson como una medida de la co-expresion de genes, el cual es elevado a una potencia para crear
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una matriz de adyacencias. Para la construccion de la red se utiliz6 la matriz de expresion de OG. Para
obtener una red libre de escala se usé una potencia de 8 al construir la matriz de adyacencias. La
distancia de solapamiento topoldgico calculada a partir de la matriz de adyacencias es luego clasificada
con el método de agrupamiento jerarquico de vinculacion promedio. Los modulos fueron definidos
usando la funcion “cutTreeStatic’ con un tamano minimo de médulo de 30 miembros y una altura de
corte dinamica. Un umbral de distancia de 0,3 en el valor eigengen del médulo (EM) fue usada para
unir médulos muy similares. La calidad de los modulos se evalu6 mediante tres factores: (1),
observando la similitud en los patrones de expresion de los OG por medio de heatmaps; (2), evaluando
los promedios de conectividad intramodular (kim) de cada médulo y (3), evaluando la correlacion entre
el parametro de membresia al médulo (MM) y la kin para cada OG. Los OG con valores de MM en el
primer decil del modulo fueron considerados OG centrales o hubs. Para determinar su importancia los

hubs se ordernaron por valores decrecientes de kim.

RESULTADOS

Obtencion de los transcriptomas

Filtrado y control de calidad

El ensamblaje de novo de los transcriptomas fue llevado a cabo utilizando el paquete Trinity.
Luego del primer ensamblado se detectdé un gran nimero de transcriptos por gen (Tabla 7). Dados los
objetivos del trabajo y la imposibilidad de determinar si las isoformas tienen sentido biolégico o son
artefactos del ensamblador, se decidié continuar conservando sélo las isoformas mas expresadas. La
tasa de mapeo luego de la eliminacion de las isoformas disminuy6 a 90,6%, 90,7% y 87,0% para H.

amplexicaulis, R. pilosay A. lanata respectivamente.

Tabla 7. Estadisticas de los primeros ensamblajes de novo utilizando Trinity. El ensamblado se realizo

combinando las 12 bibliotecas para cada especie.

H. amplexicaulis R. pilosa A. lanata
N° de transcriptos 245892 164363 355460
N° de genes 157690 69387 167531
Largo promedio 1378 1783 1018
Contig N50 2623 2766 1653

87



Tasa de mapeo SALMON 97,5 96,9 95,2
[%]

Transcriptos > 1 TPM 34121 32165 32126

En segundo lugar, se us6 CD-HIT para eliminar secuencias redundantes y transdecoder para
identificar a todas las potenciales regiones codificantes en los transcriptos ensamblados. Las
caracteristicas de las versiones finales de los transcriptomas ensamblados se muestran en la Tabla 8.
Al filtrar las secuencias por medio de la seleccién del mejor ORF, el numero de secuencias en los
transcriptomas se redujo aproximadamente a un tercio, y la tasa de mapeo de lecturas cayé desde
alrededor del 90% al 60% (Tablas 7 y 8).

Para evaluar el contenido de secuencias duplicadas y el nivel de completitud de los
transcriptomas se realiz6 una busqueda con BUSCO (Evaluacién comparativa de ortélogos universales
de copia unica. Del inglés: Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) con el conjunto de datos
de genes de copia Unica de las monocotiledéneas. Los resultados muestran bajos niveles de
secuencias ausentes (11,0 a 12,7%, Tabla 8) y muy bajos de secuencias duplicadas (1,7% a 1,8%,
Tabla 8) para los tres transcriptomas.

El numero de genes codificantes de proteinas en las versiones finales de los transcriptomas
varia entre las especies: 29370 para R. pilosa, 50890 para A. lanata, y 56064 genes para H.
amplexicaulis. Si no se tienen en cuenta los transcriptos poco expresados (menor a 1 TPM), el nimero
de genes y las diferencias entre especies se reducen notablemente: 17509 para R. pilosa, 18318 para
H. amplexicaulis y 21798 para A. lanata (Tabla 8)

Tabla 8. Estadisticas de los transcriptomas ensamblados de novo utilizando Trinity, luego del filtrado de
isoformas, secuencias redundantes y secuencias sin marcos abiertos de lectura. El ensamblado se realiz6

combinando las 12 bibliotecas para cada especie.

H. amplexicaulis R. pilosa A. lanata
N° de transcriptos 56064 29370 50890
codificantes para proteinas
Largo promedio 911.9 1029.5 787.7
Contig N50 1233 1377 1059
Tasa de mapeo SALMON [%)] 62.7 61.6 55.9
Transcriptos > 1 TPM 18318 17509 21798

BUSCO

C:85.7%[S:83.9%,
D:1.8%)],F:3.3%,M:11.0%

C:83.4%[S:81.7%,
D:1.7%],F:4.1%,M:12.5%

C:82.8%[S:81.1%,
D:1.7%)],F:4.5%,M:12.7%
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Anotacién funcional

Para generar la anotacién funcional de los transcriptos, primero se realizé la identificacion de
ortélogos con el programa Orthofinder, utilizando los tres proteomas ensamblados de novo y seis
proteomas de referencia: S. hians, S. laxa, Z. mays, S. bicolor, S. viridis y O. sativa. El arbol de especies
reconstruido por Orthofinder a partir de las secuencias peptidicas correlaciona con lo reportado en la
literatura (Figura 23, Figura 13; Acosta y col., 2019). Alrededor del 81% de los genes fueron localizados
en ortogrupos (OG) y un total de 2246 OG de copia Unica fueron detectados entre los nueve proteomas.

Para importar informacion funcional a las secuencias de las especies analizadas se utiliz6 la
informacion correspondiente al ortélogo de S. bicolor, cuando éste estaba disponible. En su ausencia,
se uso la anotacion del ortélogo en Z. mays o S. viridis. Un total de 25314 (44,8%), 21710 (73,9%) y
27147 (53.3%) de genes fueron anotados para H. amplexicaulis, R. pilosay A. lanata respectivamente
(Tabla 9).

A pesar de las diferencias en los tamarnos de los transcriptomas, el nUmero de transcriptos
anotados fue similar (Figura 23). Para explorar esto, se cont6 el niumero de secuencias luego de filtrar
los Transcriptos Poco Expresados (TPE), y la proporcion de ellos anotados o pertenecientes a
ortogrupos. La Tabla 9 muestra que la gran mayoria de las secuencias que fueron retenidas luego de
filtrar los TPE son transcriptos anotados que pertenecen a ortogrupos. Ademas, los tres transcriptomas

presentan un namero similar de transcriptos anotados y totales.
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Figura 23. Caracteristicas de los transcriptomas ensamblados de novo. Arbol filogenético de especies generado
por Orthofinder (a) Tamario de los transcriptomas antes y después de filtrar a los TPE (b). Abreviaturas: H.

amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).

Tabla 9: Estadisticas de la anotacién para los ensamblajes de novo de los transcriptomas de H.
amplexicaulis, R. pilosa y A. lanata, antes y después de filtrar los TPE (los transcriptos con al menos 1 cpm en 6

bibliotecas fueron conservados).

H. amplexicaulis R. pilosa A. lanata
N° de transcriptos de ARNm 56064 29370 50890
N° de transcriptos en 43331 [77,3%] 25727 [87,6%] 38863 [76,4%]
ortogrupos
N° de transcriptos anotados 25134 [44,8%] 21710 [73,9%] 27147 [53,3%]
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Después de filtrar TPE

17752
17314 [97,5%]

18656
18146 [97,3%]

19300
18115 [93,9%]

N° de transcriptos de ARNm

N° de transcriptos en
ortogrupos

N° de transcriptos anotados 16269 [91,6%] 16849 [90,3%] 15999 [82,9%)]

Expresion diferencial de genes

La dinamica transcripcional durante el desarrollo

Para estudiar la dinamica de los transcriptomas durante el desarrollo foliar, se realizaron
comparaciones de a pares entre muestras de diferentes estados de desarrollo, dentro de una especie,
estimando el numero de genes expresados diferencialmente (GED). Luego de filtrados los TPE, se
estimoé el logFC para cada transcripto entre las transiciones del desarrollo (Figura 24). La transicion
entre el fragmento 1 y el fragmento 3 present6 la mayor cantidad de GED en todas las especies,
mientras que en las demas transiciones los GED tienden a decrecer. En general, cuando se comparan
fragmentos individuales, se observé que la especie Cs present6 siempre un menor numero de GED que
la especie Cs4. La especie PK present6 valores intermedios, similar al maximo C4 en la transicién F1-F3
y al minimo Cs en las transiciones F3-F5 y F5-F7. Estos resultados sugieren que los cambios en el
programa de desarrollo son mas dinamicos en el transcriptoma de C4 que en el Cs. A su vez, el patron
de expresion de la especie PK, es similar al de la especie C4 durante la primera transicion y similar al
de la especie Cs en las transiciones F3-F5 y F5-F7 (Figura 24 a-c).

A. lanata R. pilosa H. amplexicaulis
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m m m
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Figura 24 Analisis de expresion diferencial a lo largo del gradiente foliar. Numero de genes expresados

diferencialmente (GED) entre diferentes estados de desarrollo en A. lanata (a), R. pilosa (b) y H. amplexicaulis

().
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Con el objetivo de obtener informacion sobre los procesos bioldgicos relacionados a los GED
en cada transicién se realiz6 un andlisis de ontologia de genes (GO) con TopGO. En general, las tres
especies presentaron vias de desarrollo conservadas, con diferencias en el comienzo y la duracién de
algunos de esos procesos. Los términos relacionados a la fotosintesis, como por ejemplo la respuesta
a la luz, fotosistemas, membrana tilacoide y otros, estan enriquecidos en genes sobreexpresados en
los fragmentos 3 vs 1 para todas las especies. En A. lanata, ademas, aparecen en genes
sobreexpresados en el fragmento 5 vs el 3. Los términos relacionados al crecimiento y el desarrollo
celular (términos GO asociados a replicacion del ADN, modificacion de la pared celular, procesos de
desarrollo y division celular) estan presentes en GED hacia abajo entre los fragmentos 1 y 3 para las
tres especies. Ademas, la especie C4 es la Unica que presenta términos relacionados a traduccion y
biogénesis de ribosomas (Anexo 1, Hoja de datos suplementaria 1)

En la transicion del F3-F5 muchos de los procesos asociados a GED caen en las categorias de
oxido-reduccion, metabolismo de carbohidratos y respuesta al estrés oxidativo. En particular, H.
amplexicaulis posee transcriptos sobreexpresados en el F5 en procesos de fosforilacion de proteinas
y respuesta de defensa.

Otros procesos que aparecen notablemente en las transiciones F3-F5y F5-F7 en las 3 especies
incluyen la respuesta a auxinas, la modificacién de la pared celular y el transporte transmembrana

(Anexo 1, Hoja de datos suplementaria 1).

Las diferencias entre subtipos fotosintéticos

Para estudiar las diferencias de expresion entre las especies, se estimo el nimero de OED entre
fragmentos foliares homaélogos utilizando los ort6logos inferidos por Orthofinder. En la mayoria de los
casos (70,3% en A. lanata, 78,8% en R. pilosay 62,8% en H. amplexicaulis), los ortogrupos construidos
son de copia Unica dentro de una especie. Para el resto de los ortogrupos, se sumaron los valores de
expresion de los transcriptos y se combiné la informacién de la anotacién. Como resultado, un total de
12.723 ortogrupos fueron analizados luego de filtrar por TPE.

El andlisis de componentes principales (PCA, del inglés: Principal Component Analysis) muestra
que las réplicas de cada estadio se agrupan juntas (Figura 25). En él, la Componente Principal 1 separa
a las muestras por estado de desarrollo y explica un 35,6 % de la variabilidad, mientras que la
Componente Principal 2 las separa por especie y explica un 17,1% de la variabilidad, con las réplicas
de un mismo fragmento y especie agrupadas.
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El nimero de OED entre las especies Cs y la especie C4 tiende a incrementarse a medida que
las hojas maduran, indicando un patrén de desarrollo divergente, mientras que cuando se comparan
las dos especies Cs, el numero de OED se mantiene relativamente constante a lo largo del desarrollo
foliar (Figura 26). Al analizar el numero de OED entre la especie C4 y la especie PK se observa que la
diferencia en el nimero de OED es baja en el F1 (1937 OED) y se incrementa sustancialmente en
fragmentos mas maduros (79,4%). Por otro lado, al comparar el nimero de OED entre la especie Cs y
la especie Cs se observa una diferencia sustancial en genes expresados en el F1 (3022 OED) y se

incrementa moderadamente en fragmentos mas maduros (24,2%).
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Figura 26 Analisis de expresion diferencial entre especies. Numero de OED entre el mismo estado de
desarrollo en A. lanata vs H. amplexicaulis (C4 vs C4), A. lanata vs R. pilosa (C4 vs PK) y R. pilosa vs H.
amplexicaulis (PK vs C3).

En general, el numero de OED entre especies fueron 6077, 5245 y 4902 para los pares A.
lanata-H. amplexicaulis, A. lanata-R. pilosa, y R. pilosa-H. amplexicaulis, respectivamente. Estas
diferencias coinciden con las relaciones filogenéticas entre las especies y los subtipos fotosintéticos.

Analisis de GO para los OED entre las especies

Para entender qué genes y procesos se encuentran expresados diferencialmente entre las
especies, se realizd un analisis de GO. Los términos con los valores p mas bajos se encuentran listados
en la hoja de datos suplementaria 2 (Anexo 1). Ciertos términos relacionados a la fotosintesis
(GO:0009765, GO:0009521 y GO:0042651) se encuentran enriquecidos en OED en A. lanata vs las
especies Cs, particularmente subexpresados en el F1 y sobreexpresados en el F7. En linea con esto,
los mismos términos aparecen enriquecidos en transcriptos sobreexpresados en R. pilosa vs H.
amplexicaulis en los F5 y F7. Esto podria sugerir que la maquinaria fotosintética tiene un desarrollo
mas tardio en las hojas de la especie C4 y se mantiene activa durante mas tiempo, en comparacioén con
las especies Cs. Al mismo tiempo, en la especie PK, los términos asociados a la fotosintesis estan
sobreexpresados en los fragmentos maduros en comparacion con la especie Cs.

Una tendencia similar se observa al analizar términos asociados a procesos metabdlicos del
ADN como replicacion, reparacion del ADN, ensamblado de la cromatina, entre otros (GO:0006260,
G0:0006281, GO:0071103, GO:0006323, GO:0006333, GO:0032200, GO:0000793). Estos procesos

94



aparecen enriquecidos en los OG sobreexprasdos en los F1 y F3 de las hojas de la especie C4 y PK
en comparacion a fragmentos equivalentes en la especie Cs. Posteriormente, en el F3, estos términos
aparecen enriquecidos en los OG sobreexpresados en la especie C4 en comparacion con las especies
PKy Cs.

Otros términos que aparecen consistentemente, en especial en los OED de H. amplexicaulis,
son los relacionados a la fosforilacion de proteinas (GO:0006468) y la respuesta a estrés oxidativo (GO:

000697) sobreexpreados y subexpresados, respectivamente.

Ortogrupos ortogrupos involucrados en procesos fotosintéticos

Para estudiar los procesos relacionados a la fotosintesis, se construyeron listas de ortogrupos
de acuerdo a la literatura y a términos de GO previamente identificados (Anexo 1, Hoja de datos
suplementaria 3). A partir de esta lista se estimd, para cada estado de desarrollo, el porcentaje de OED
entre especies (Figura 27). Como se esperaba, las diferencias entre la especie Cs4 y las especies Cz en
los ortogrupos de fotorrespiracidén y el CCBB se observan desde el comienzo del gradiente de desarrollo
(Figura 27 a y b). Con respecto a A. lanata, el 21% y 29% de los ortogrupos relacionados a la
fotorrespiracion estdn sobreexpresados en los F1 de R. pilosa 'y H. amplexicaulis respectivamente.
Estos valores son mayores para el CCBB, con un 33% y 48% de los ortogrupos sobreexpresados en
las especies Cs.
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Figura 27. Porcentaje de ortogrupos expresados diferencialmente (% OED) en procesos relacionados con la
fotosintesis entre cada par de especies y en diferentes estados de desarrollo. Ortogrupos involucrados en los
procesos de fotorrespiracion (a), ciclo de CBB (b), fotosintesis (c) y ciclo C4 (d). Los numeros entre paréntesis
indican la cantidad de ortogrupos presentes en cada categoria. Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa
(Rp), A. lanata (Al).

Los miembros del grupo de fotosintesis muestran un patron similar en el F1, con mas del 25%
de los ortogrupos sobreexpresados en las especies Cs. Sin embargo, esta tendencia se reduce o
incluso se invierte a medida que la hoja madura (Figura 27 c). En los ortogrupos pertenecientes al ciclo
C4, sorprendentemente existen OG sobreexpresados en las especies Cs y PK en comparacién con la
especie C4. Este patrdn es mas notorio en los F1 y F3. En el F1, un 11,5% de los OG estan
sobreexpresados en la especie Cs, y en el F3 un 19,2%. Al mismo tiempo, existe una mayor cantidad

de OG sobreexpresados en H. amplexicaulis en comparacion con R. pilosa.
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Ortogrupos involucrados en la formacién de la vasculatura vy

expansion de la pared celular

Teniendo en cuenta que las diferencias en el desarrollo entre las especies podrian ser
consecuencia de diferencias en los tiempos de los procesos de desarrollo, se buscaron otros
marcadores de maduracion. Es por ello que se decidi6é analizar el comportamiento de la expresion de
OG relacionados con dos procesos involucrados en la determinacién de la estructura de la anatomia
foliar: la formacién de HV y la expansion de la pared celular (Figura 28).
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Figura 28. Porcentaje de ortogrupos expresados diferencialmente (% OED) en procesos relacionados al

desarrollo foliar entre cada par de especies y en diferentes estados de desarrollo. Ortogrupos involucrados en los
procesos de: desarrollo de HV (a), expansion de la pared celular (b), biosintesis de suberina (c), biosintesis de
lignina (d), y biosintesis de celulosa (e). Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad de ortogrupos presentes

en cada categoria Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).

Al estudiar los ortogrupos involucrados en la regulacion de la formacion de HV, las diferencias
en el nimero de OG sobreexpresados en A. lanata presentan una tendencia ascendente hacia
fragmentos mas maduros (Figura 28 a). Esto sucede particularmente desde el F3, en correlacién con
el aumento en la densidad de HV en la especie Cs. Un patron similar se observa con los ortogrupos
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involucrados en la expansion de la pared celular, donde la mayoria de los ortogrupos sobreexpresados
pertenecen a H. amplexicaulis en el F1,y a A. lanatay R. pilosa en el F7 (Figura 28 b).

Al estudiar mas detalladamente los procesos involucrados en el desarrollo de la pared celular,
se observa que algunos de los ortogrupos involucrados en la biosintesis de celulosa se encuentran
sobreexpresados, pero sin una tendencia clara (Figura 28 €). Por el contrario, los OG relacionados con
dos componentes de las paredes celulares de los HV y de las CVI, como la suberina y la lignina,
muestran una tendencia a estar sobrexpresados en las especies Cs y PK vs la especie Cs (Figura 28 ¢

y d).

Patrones de expresidén de genes

Marcadores de zonas fuente/sumidero

Para confirmar el gradiente de maduracion a lo largo de las hojas muestreadas, se exploraron
los patrones de expresion de genes previamente descriptos como marcadores de zonas fuente y
sumidero ([86], [178], [199], [200]). Los niveles de expresion normalizados de ortogrupos marcadores
de zonas sumidero, como las moduladoras del ciclo celular ciclinas D4 y D6 (CycD4 y CycD6) y la
enzima sacarosa sintasa (SUS) son maximos en el F1, con un patrén descendente hacia el F7 (Figura
29). Por el contrario, los niveles de expresién de los marcadores de zonas fuente, como los
transportadores de sacarosa SWEET y STP1 y la enzima nitrato reductasa (NR1) presentan valores

minimos en el F1, con un patrén ascendente hacia el F7.
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Figura 29. Nivel de expresion normalizados de marcadores foliares de zonas fuente/sumidero para A. lanata (a),
R. pilosa (b) y H. amplexicaulis (c). Abreviaturas: transportador de sacarosa SWEET (SWEET), transportador de
sacarosa STP1 (STP1), nitrato reductasa (NR1), ciclina D4 (CycD4), ciclina D6 (CycD6), sacarosa sintasa (SUS).

Expresion de enzimas involucradas en el ciclo C4

Al comparar los patrones de expresion de las enzimas del ciclo Cs4 durante el desarrollo foliar,
se observaron similitudes entre las tres especies (Figura 30, Anexo 1 Figura S5). En A. lanata, la
mayoria de las enzimas claves del ciclo C4 presenta un patrén ascendente a lo largo del desarrollo, en
sintonia con el desarrollo de la fotosintesis. Interesantemente, 5 de las enzimas (PEPC2-3, PPDK, CA,
PEP-CK'y ALA-AT) poseen un patron de expresién conservado entre las tres especies (cuatro con un
patron ascendente y una con un minimo en el F3). Ademas, dos de ellas, NADP-ME y aspartato
aminotransferasa (ASP-ATS5), presentan un patron conservado entre las especies Cs y PK (Figura 30

a).
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Figura 30. Patrones de expresion de ortogrupos que codifican para enzimas del ciclo C4 durante el desarrollo.

Promedios de valores de expresion de los ortogrupos en los fragmentos 1, 3, 5 y 7 para H. amplexicaulis (verde

claro), R. pilosa (verde obscuro) y A. lanata (celeste). Lecturas normalizadas dentro de cada especie (a). Valores

de expresion expresados en TPM (b). Los nombres en rosado indican los genes con patrones de expresion

conservados entre la especie Cs y al menos una de las especies Cs. Abreviaturas: NADP enzima malica (NADP-
ME), PEP carboxilasa (PEPC2-3), piruvato fosfato dikinasa (PPDK), anhidrasa carbdnica (CA), aspartato
aminotransferasa (ASP-AT5), fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEP-CK), NAD enzima malica (NAD-ME1 y
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NAD-ME 2), malato deshidrogenasa (MDH), alanina aminotransferasa (ALA-AT), H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa
(Rp), A. lanata (Al).

Al tener en cuenta los niveles de expresién, se destaca que el ortogrupo de la anhidrasa
carbdnica (CA) presenta valores de TPM similares en las tres especies (Figura 30 b). Asi mismo, el
nivel de expresién del ortogrupo asociado a la PEP-CK es similar entre las especies C4 y PK (Figura
30 b). En los fragmentos maduros, las enzimas descarboxilantes asociadas a los subtipos NAD-ME y
PEP-CK estan menos expresadas en A. lanata que en las especies Cs. La especie C4 también posee
niveles mas bajos de expresion en las enzimas malato deshidrogenasa (MDH), alanina
aminotransferasa (ALA-AT) y CA; mientras que los valores de TPM de las enzimas PEC2-3, NADP-
ME, PPDK'Y ASP-AT5 son sustancialmente méas altos en fragmentos maduros.

Expresion de genes involucrados en la fotorrespiracion

Para estudiar los patrones de expresidn de los ortogrupos involucrados en proceso de fotorrespiracion,
se analizaron los ortogrupos que codifican para las subunidades del complejo glicina descarboxilasa
(GDC) (Figura 31). En total se detectaron seis ortogrupos: uno para la subunidad L (GDC L), uno para
la subunidad P (GDC P), dos para las subunidades H (GDC Hy Hb) y T (GDC T y Tb).

Todos los ortogrupos presentaron un patron de expresion muy conservado entre las 3 especies
(Figura 31 a). Por el contrario, los niveles de expresion se encuentran moderadamente conservados en
un solo ortogrupo (GDC Tb). En el resto de los ortogrupos, se observa una tendencia de la especie C4
en tener niveles mas bajos de expresion (Figura 31 b).
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Figura 31. Patrones de expresion durante el desarrollo de los ortogrupos que codifican para las subunidades L,
P, H, y T de la GDC. Promedios de valores de expresion de los ortogrupos en los fragmentos 1, 3, 5y 7 para H.
amplexicaulis (verde claro), R. pilosa (verde obscuro) y A. lanata (celeste). Lecturas normalizadas dentro de cada
especie (a). Valores de expresion expresados en TPM (b). Los nombres en rosado indican los genes con patrones
de expresion conservados entre la especie C4 y al menos una de las especies Cs. Abreviaturas: H. amplexicaulis
(Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).

Expresion de reguladores transcripcionales SHR y SCR

El ensamblado de los transcriptomas identificé un solo transcripto de SCR en las especies Cs,
y cuatro copias en la especie Cs. Sin embargo, las cuatro copias resultaron pertenecer al mismo
ortogrupo al cual pertenecen los SCR1 de O. sativay Z. mays. El paradlogo SCR2 fue solo detectado
en H. amplexicaulis en niveles muy bajos en dos muestras (< 1 TPM). El tercer miembro del linaje,
SCL23, fue encontrado como copia Unica en las tres especies.

El ortogrupo SHR pertenece al linaje SHR1 e incluye una copia en la especie C4 y dos en las
especies Cs. El ortogrupo SCL32 es de copia Unica en las tres especies y pertenece al linaje SCL32b.
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El linaje NSP1 present6 cuatro copias en A. lanata, tres en H. amplexicaulis y dos en R. pilosa, todas
pertenecientes a un mismo ortogrupo. Mientras que el linaje SCL32a resulté de copia Unica. Ambos,
NSP1 y SCL32a no pasaron el filtro de expresion.

Los ortogrupos SCR y SHR presentan patrones de expresién conservados a lo largo del
gradiente foliar para las tres especies. Mientras que SCL32 se muestra conservado principalmente
entre H. amplexicaulis y A. lanata (Figura 32 a). Ademas, solo R. pilosa muestra un patrén de expresion
conservado entre SCR y su paralogo SCL23 (Figura 32 a).

Siendo SHR un regulador positivo de la expresion de SCR, es llamativo que la especie C4
presente un nivel de expresién de SHR igual o menor al de las otras especies, y mayor para SCR,

especialmente al principio del desarrollo (Figura 32 b).
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Figura 32. Patrones de expresion durante el desarrollo de ortogrupos que codifican para los reguladores
transcripcionales de las subfamilias SCR y SHR. Promedios de valores de expresion de los ortogrupos en los
fragmentos 1, 3, 5 y 7 para H. amplexicaulis (verde claro), R. pilosa (verde obscuro) y A. lanata (celeste). Lecturas
normalizadas dentro de cada especie (a). Valores de expresion expresados en TPM (b). Los nombres en rosado
indican los genes con patrones de expresion conservados entre la especie C4 y al menos una de las especies Cs.

Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).
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Expresién de reguladores transcripcionales IDD

Se detectaron miembros de los IDDs en nueve ortogrupos pertenecientes a cuatro linajes (2
ortogrupos de SG5, 1 de GAF1, 4 de NKD y 2 de WRB) y un ortogrupo de linaje indeterminado (IDD-i)
al estar formado por 3 secuencias de Z. mays pertenecientes a 3 linajes diferentes (NKD, ID1 y MGP)
(Figura 33).
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Figura 33. Patrones de expresion durante el desarrollo de ortogrupos que codifican para los reguladores
transcripcionales de la subfamilia IDD. Promedios de valores de expresion de los ortogrupos en los fragmentos
1, 3, 5 y 7 para H. amplexicaulis (verde claro), R. pilosa (verde obscuro) y A. lanata (celeste). Lecturas
normalizadas dentro de cada especie (a). Valores de expresion expresados en TPM (b). Los nombres en rosado
indican los genes con patrones de expresion conservados entre la especie C4 y al menos una de las especies Cs.
Abreviaturas: H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).

Los ortogrupos pertenecientes al linaje SG5 pertenecen a los clados SG5-grass1 y SG5-grass2-
3. El SG5-grass1 es de copia Unica en las 3 especies, mientras que el SG5-grass2-3 presenta dos
copias en R. pilosa. Ambos ortogrupos, junto con GAF1-a, presentan conservados tanto los patrones
como los niveles de expresién, en un gradiente descendente hacia la punta de la hoja. El ortogrupo
GAF1-a también es de copia simple en las tres especies.

Los ortogrupos correspondiente al linaje NKD son todos de copia Unica en las tres especies,
aunque sélo uno de ellos (NKD-grass1) presenta un patron y niveles de expresion conservados (entre
A. lanatay H. amplexicaulis).

En el linaje WRB, el ortogrupo WRB-grass1 es de copia Unica entre las tres especies, mientras
que WRB-grass2 contiene dos copias en A. lanatay H. amplexicaulis.

Finalmente, el ortogrupo denominado IDD-i (IDD indeterminado) esta constituido por multiples
copias (2 en A. lanata, 3 en R. pilosay 6 en H. amplexicaulis) y no se presenta conservado entre las

especies.

Redes de co-expresion (WGCNA)

Identificacion de moédulos de ortogrupos co-expresantes

El conjunto de ortogrupos utilizado en el analisis de expresion diferencial entre especies, se usé
para la construccion de una red de co-expresién ponderada. Un total de 12701 OG fueron distribuidos
en 17 modulos (M1 a M17) mientras que 22 OG fueron agrupados en un Médulo 0 al no pertenecer a
ninguno de los 17 (Figura 34). Si bien todos los médulos presentaron buenos parametros de correlacién
entre la membresia al médulo (MM) y la conectividad intramodular (kim), los médulos M1, M2, M3, M5
y M6 presentaron valores promedios de Kim/Kiotat mayores a 0,5. Esto significa que estos cinco médulos
poseen una mayor calidad o una mayor probabilidad de ser reales que el resto de los mddulos.

Para cada modulo se calculé el valor eigengen del médulo (EM), que puede entenderse como

la componente principal que explica la variacion a lo largo de diferentes muestras [182]. Es decir, un
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ortogrupo artificial que simboliza el comportamiento del médulo. Considerando que la deteccion de los
maédulos implicd una red que no tiene en cuenta las interacciones negativas entre ortogrupos, se realizé
un andlisis de correlacién de los EM para identificar médulos con comportamientos opuestos (Anexo 1,
Figura S6). El analisis arrojé seis pares de modulos opuestos con correlaciones mayores a 0,8 (valor p
< 0,01): M1-M6, M2-M5, M3-13, M4-M10, M7-M11 y M8-M15. Estas correlaciones negativas indican
que miembros de un modulo podrian ser responsables de regular negativamente a miembros del
méddulo opuestos. Es decir, cada uno de estos pares de modulos podrian considerarse supra médulos
que intervienen en los mismos procesos celulares.

La mayoria de los modulos presentaron patrones de expresion asociados al desarrollo en las
tres especies (ascendentes, descendentes o con un maximo en un fragmento particular). Sin embargo,
los pares de moédulos M3-M13 y M7-M11 agruparon a OG expresados diferencialmente en H.
amplexicaulis y R. pilosa, respectivamente (Figura 34).

Para profundizar en las relaciones entre los procesos involucrados en la via Cs, la
fotorrespiracion y los reguladores transcripcionales IDD, SHR y SCR, se identificé la pertenencia de
estos OG a cada médulo (Figura 34). Notablemente, la mayoria de ellos formaron parte de los pares
M1-M6 y M2-M5. El resto pertenece a los pares M3-M13, M4-M10 y a los médulos M7 y M15. El tnico
OG que no pudo ser clasificado en ningun médulo fue el correspondiente a la enzima descarboxilante
NADP-ME, indicando que el patrén de expresion del mismo es demasiado unico como para formar
parte de un médulo co-expresante entre las tres especies.
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Figura 34. Mddulos de co-expresion comunes a las tres especies encontrados mediante WGCNA. Para cada
maddulo se presentan los promedios de los valores de expresion del médulo (EM) en cada fragmento y especie.

Entre paréntesis se indica el numero de ortogrupos en cada modulo. El médulo 0, es en realidad un médulo

107



artificial donde se agrupan los ortogrupos que no pertenecen a ningun modulo. Los mddulos opuestos,
determinados por valores altos de correlacion negativos (cor > 0,8; valor p < 0,01) se muestran juntos en
rectangulos con linea punteada. Los ortogrupos correspondientes a genes involucrados en el ciclo Cy, la
fotorrespiracion y los reguladores transcripcionales IDD, SHR y SCR, se listan en su correspondiente médulo en
azul, rosado y naranja, respectivamente. Abreviaturas: NADP enzima malica (NADP-ME), PEP carboxilasa (PEPC
2-3, 4), Piruvato fosfato dikinasa (PPDK), anhidrasa carbdnica (CA), aspartato aminotransferasa (ASP-AT),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEP-CK), NAD enzima malica (NAD-ME1 y 2), malato deshidrogenasa (MDH),
alanina aminotransferasa (ALA-AT), subunidad pequefia de RUBISCO (RBCST1A),fosfoglicolato fosfatasa
(PGLP1), glicolato oxidasa (GOX), catalasa (CAT1-2), glutamato-glioxilato amino transferasa (GGT1), serina-
glioxilato aminotransferasa (SGAT), subunidades del complejo glicina descarboxilasa (GDC H, Hb, L, P, T, Tb),
serina hidroximetiltransferasa (SHMT1, SHM4, SHM6-7), hidroxipiruvato reductasa (HPR1), glutamato sintetasa
(GS2/GLT1), H. amplexicaulis (Ha), R. pilosa (Rp), A. lanata (Al).

Co-expresidn de los reguladores transcripcionales IDD, SHRy SCR

Los pares de médulos M1-M6 y M2-M5 fueron estudiados en mayor profundidad por ser los que
reunen a la mayor cantidad de genes involucrados en los procesos del ciclo Cg, la fotorrespiracién y los
reguladores transcripcionales IDD, SHR, y SCR. Ambos pares de modulos presentan patrones de
expresion similares, siendo el par M1-M6 el que demuestra estar mas conservado entre las especies.

La caracterizacion de los mddulos incluy6 un analisis de GO para estimar las posibles funciones
biolégicas de los mismos, la identificacion de los factores de transcripcion de cada uno y el lugar que
ocupan los ortogrupos de interés previamente mencionados en la red (centro o periferia). En el M1 se
encontraron 247 OG anotados como miembros de familias de factores de transcripcion. Las familias
MYB, bHLH y C2H2 fueron las que presentaron el mayor nimero de FT con 31, 23 y 22,
respectivamente (Figura 35 a). En el M6 se encontraron 47 FT y las familias con mayor nimero fueron
bHLH, CO-like y HD-ZIP con 6, 4 y 4 miembros, respectivamente (Figura 35 b). Entre ellos, 15y 3 FT
se encontraron dentro de los OG hubs del M1 y del M6, respectivamente. Uno de los FT hubs resulté
ser un OG miembro de los IDD, SG5-grass2-3.

El andlisis de GO reveld que el M1 esta fuertemente asociado a procesos activos durante el
desarrollo como el transporte intracelular de proteinas, reparacion del ADN y procesamiento del ARNm
(Figura 35 c). Por otro lado, el M6 esta asociado a la fotosintesis y el metabolismo de carbohidratos
(Figura 35 d). Los hubs en M1 y M6 son los OG que presentaron un valor de MM superior a 0,93 y 0,92
respectivamente (Figura 35 e y f).
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Figura 35. Caracteristicas distintivas de los médulos opuestos M1 (a, c y e) y M6 (b, d y f). Numero de factores
de transcripcion pertenecientes al modulo distribuidos por familias (a-b). Las barras mas obscuras destacan a las
familias que contienen al menos un ortogrupo hub. Andlisis de enriquecimiento de términos de GO en procesos
bioldgicos: primeros diez términos de GO enriquecidos en el mdédulo (c-d). Graficos de dispersion de los
parametros de Membresia de Mddulo (MM) y Conectividad intramodular para cada ortogrupo (e-f). La barra
vertical punteada indica el valor de MM a partir del cual un ortogrupo es considerado hub. Los ortogrupos
correspondientes al ciclo Cg, la fotorrespiracion y los reguladores transcripcionales IDD y SHR se sefalan en azul,
rosado y naranja, respectivamente. Abreviaturas: PEP carboxilasa (PEPC 2-3), anhidrasa carbdnica (CA),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEP-CK), NAD enzima malica (NAD-ME1 y 2), alanina aminotransferasa (ALA-
AT), glicolato oxidasa (GOX), serina-glioxilato aminotransferasa (SGAT), subunidades del complejo glicina
descarboxilasa (GDC H, Tb), serina hidroximetiltransferasa (SHM4), hidroxipiruvato reductasa (HPR1).

En el M2 se encontraron 92 OG anotados como miembros de familias de factores de
transcripcién. Las familias ERF, bZIP y GRAS fueron las que presentaron el mayor nimero de FT con
9, 6 y 6 miembros, respectivamente (Figura 36 a). En el M5 se encontraron 32 FT y las familias con
mayor numero fueron bHLH y WRKY con 6 y 4 miembros, respectivamente (Figura 36 b). Entre ellos,
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seis FT se encontraron dentro de los OG hubs del M2, mientras que ninguno de los perteneciente al
M5, resulté ser hub.

El analisis de GO revel6 que el M2 esta asociado a procesos relacionados con la protedlisis, el
transporte de derivados de carbohidratos, el empaquetamiento del ADN vy la regulacion del ciclo celular
(Figura 36 c). Por otro lado, el M5 aparece asociado al metabolismo de la molécula de sefalizacién
guanosina tetrafosfato, traduccion, procesos de o6xido reduccion y metabolismo de carbohidratos
(Figura 36 d).

Los hubs en M2 y M5 son los OG que presentaron un valor de MM superior a 0,91 (Figura 35 e
y f). Entre ellos se encuentran el regulador transcripcional SCR y tres subunidades del complejo GDC.
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Figura 36. Caracteristicas distintivas de los médulos opuestos M2 (a, c y e) y M5 (b, d y f). Numero de factores
de transcripcion pertenecientes al médulo distribuidos por familias (a-b). Las barras mas obscuras destacan a las
familias que contienen al menos un ortogrupo hub. Analisis de enriquecimiento de términos de GO en procesos
bioldgicos: primeros diez términos de GO enriquecidos en el mddulo (c-d). Gréaficos de dispersion de los
parametros de Membresia de Mddulo (MM) y Conectividad intramodular para cada ortogrupo (e-f). La barra
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vertical punteada indica el valor de MM a partir del cual un ortogrupo es considerado hub. Los ortogrupos
correspondientes al ciclo Cq, la fotorrespiracion y los reguladores transcripcionales IDD y SHR se sefialan en azul,
rosado y naranja, respectivamente. Abreviaturas: PEP carboxilasa (PEPC 4), subunidad pequefia de RUBISCO
(RBCS1A), fosfoglicolato fosfatasa (PGLP1), catalasa (CAT1-2), glutamato-glioxilato amino transferasa (GGT1),
subunidades del complejo glicina descarboxilasa (GDC Hb, L, P, T), serina hidroximetiltransferasa (SHM6-7).

DISCUSION

La calidad de los transcriptomas

El ensamblado de novo de los transcriptomas con Trinity genero transcriptomas iniciales con un
gran numero de genes, y alrededor del doble de transcriptos. Sin embargo, cuando se compara con los
transcriptomas de otras especies de gramineas con genomas secuenciados el numero de genes es
sustancialmente menor. El transcriptoma de Z mays contiene 63480 genes y 88760 transcriptos
(cuando se tienen en cuenta a las isoformas); el de S. bicolor contiene 34129 genes y 47121
transcriptos; y el de S. viridis contiene 38334 genes y 52459 transcriptos [129]. Estos numeros implican
un aumento del nimero de transcriptos con respecto al de genes del 39,8%, 38,1% y 36,8% para Z
mays, S. bicolory S. viridis, respectivamente. Por el contrario, el aumento del nimero de transcriptos
con respecto al numero de genes es de 55,9 %, 136,8% y 112,1% para H. amplexicaulis, R. pilosay A.
lanata, respectivamente. Estos resultados sugieren que una gran cantidad de las isoformas pueden ser
artefactos del ensamblador, ya sea producto de errores de la secuenciacién o transcriptos incompletos
en genes poco expresados. Asi mismo, también podrian indicar la presencia de pre mRNA en
transcriptos altamente expresados. El filtrado de isoformas generd una reduccion en el numero de
secuencias del orden del 50%, pero la tasa de mapeo apenas cayo del 95-97% al 87-91%. Esta
hipbtesis, como muchas otras relacionadas a la calidad de los transcriptomas, podra verificarse cuando
los genomas de estas especies se secuencien.

Al analizar los conjuntos de datos filtrando todas aquellas secuencias que no contuvieran al
menos un ORF completo o parcial se observé una reduccion sustancial en el numero de genes. En
este paso se eliminaron % de las secuencias de H. amplexicaulis y A. lanatay la mitad de las secuencias
de R. pilosa. Sin embargo, la tasa de mapeo tuvo una reduccién del 87-91% al 56-63%. Estas
secuencias eliminadas podrian ser ARN no codificantes, y secuencias de elementos transponibles
remanentes de la fase de construccion de las bibliotecas, ya que la misma implica un enriquecimiento
de ARNm en una muestra de ARN total. En un ensayo similar en maiz, Li y colaboradores (2010)

determinaron que el 84% de las lecturas mapearon con genes codificantes de proteinas, mientras que
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el resto lo hizo con intrones, regiones intergénicas, elementos transponibles y uniones empalme entre
exones [86].

El analisis de calidad de los transcriptomas realizado con BUSCO sugiere dos cosas
interesantes. Por un lado, el nUmero de secuencias duplicadas es muy bajo (1,7 a 1,8%), lo que implica
transcriptomas poco redundantes. Por otro lado, al utilizar solamente muestras de tejidos foliares, se
esperaria encontrar una pequena cantidad de transcriptos involucrados en los procesos de
germinacion, el desarrollo radicular o el desarrollo floral, redundando en niveles de completitud
moderados. Sin embargo, a pesar de estos motivos, el bajo nimero de secuencias no encontradas
(11,0 a 12,7%) sugiere transcriptomas con un buen nivel de completitud. Esto podria deberse a dos
motivos: (1) a una estrategia de muestreo que logré seleccionar una variedad de estados de desarrollo
y (2) a la cantidad total de lecturas utilizadas en el ensamblado (alrededor de 420 millones de lecturas
por especie), incrementando el nivel de deteccion de transcriptos muy poco expresados. Finalmente,
al analizar los patrones de expresion diferencial, se vio que la mayoria de las secuencias que fueron
eliminadas por encontrarse muy poco expresadas, no pertenecian a ningun ortogrupo. Ademas, luego
del filtrado por valores de expresién, tanto los tamanos de los transcriptomas como el porcentaje de las
secuencias anotadas se homogeneizd notablemente. Una evaluacién mas profunda de las secuencias

descartadas permitiria entender mejor las razones de estos cambios.

Diferentes dinamicas entre las especies

Como era esperable, los fragmentos inmaduros presentaron una mayor dindmica
transcripcional, medida como el nimero de GED en una determinada transicion del desarrollo. Asi
mismo, en A. lanata el numero de GED es elevado (con una tendencia decreciente) a lo largo del
gradiente foliar, lo que sugiere un proceso de desarrollo mas lento o que se prolonga mas en el tiempo.
En H. amplexicaulis también se observa una tendencia decreciente en el niumero de GED, pero con
valores iniciales mucho mas bajos que en la especie C4. Notablemente, R. pilosa presenta un patron
de desarrollo intermedio entre las dos especies con un incremento en la dindmica de la expresion en la
primera transicion del desarrollo y un marcado descenso en las siguientes transiciones. Mientras que
los estudios sistematicos en Otachyriinae resuelven a las especies H. amplexicaulis y R. pilosa como
muy préximas evolutivamente, en términos de GED el transcriptoma de R. pilosa es mas similar al de
A. lanata en los fragmentos inmaduros de la hoja.

Al analizar los GED se observa que la mayoria de ellos se encuentran enriquecidos en procesos
de desarrollo como el establecimiento de la maquinaria fotosintética, la formacién de HV, la
remodelacién de la pared celular y hormonas del desarrollo como las auxinas. Sin embargo, en casi

todas las transiciones aparecen GED involucrados en la respuesta a estrés oxidativo.
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Cuando se analizan los OED entre especies, se puede notar que las dos especies Cs presentan
un menor numero de OED entre ellas, que con respecto a la especie Cs. Estos resultados se
correlacionan con las relaciones filogenéticas entre las 3 especies y los subtipos fotosintéticos que
poseen. Sin embargo, esta diferencia no es constante a lo largo del desarrollo. En el F1, el menor
numero de OED se observa entre el par A. lanata-R. pilosa. Esta informacién, junto con los resultados
que muestran una mayor dinamica transcripcional para los estados menos desarrollados, sugiere que
ambas especies comparten el camino del desarrollo en estados tempranos, mientras que las
diferencias se acrecientan acompanando el desarrollo madurativo de las hojas. Esto se sustenta
ademas al observar que entre los 10 procesos mas significativos en los GED entre los F1 y F3, un 50%
son compartidos por ambas especies, mientras que los pares H. amplexicaulis-A. lanata y H.
amplexicaulis-R. pilosa comparten el 30% y el 35%, respectivamente. En la transicién siguiente, F3-F5,
el par H. amplexicaulis-R. pilosa comparte el 60% de los términos de GO en sus GED, mientras que
los pares R. pilosa-A. lanata'y H. amplexicaulis-A. lanata comparten sélo el 10% de los términos cada
uno. Estos resultados podrian estar indicando la predominancia de procesos divergentes entre las
especies hacia el final del desarrollo.

Al analizar la expresién de genes bioldégicamente relacionados, como los involucrados en la
fotosintesis o el CCBB, se han podido identificar tendencias generalizadas entre las tres especies a lo
largo del desarrollo foliar. Estos ortogrupos pasan de estar sobreexpresados en las especies Cs3 y PK
en fragmentos inmaduros a estar sobreexpresados en la especie C4 en fragmentos maduros. Esto es
notable para el ciclo C4, donde no solo hay muy pocos ortogrupos sobreexpresados en el fragmento 1
de la especie C4, sino que incluso hay un numero considerable de ortogrupos sobreexpresados en las
especies Cs y PK. Los ortogrupos relacionados a procesos de formacién de HV y pared celular, también
muestran un mayor retraso en la expresion en el sentido Ca.

En conjunto, los resultados sugieren que hay una diferencia en los momentos en que los
procesos de desarrollo se llevan a cabo. En términos de fotosintesis, luego de la primera transicion, el
aparato fotosintético en H. amplexicaulis parece estar completamente desarrollado. En cambio, en A.
lanata esto sucede en el fragmento 5y R. pilosa pareciera presentar valores intermedios. Esto podria

explicar las similitudes observadas entre los transcriptomas entre estas dos especies.

Conservacién de patrones de expresion

Para analizar el grado de conservacion de los procesos de la fotosintesis Cas, se estudiaron
puntualmente los patrones de expresién de ortogrupos claves. La mayoria de los patrones de expresion
de las enzimas asociadas al subtipo NADP-ME de la via C4 se encuentran conservados entre la especie

Cs y las especies Cs. Esta conservacion en término de los patrones de expresion entre especies Cs y
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C4 también se observa en otros casos. El grado de conservacion de los patrones de expresién entre
especies Cs y C4 también ha sido caracterizado en otros grupos taxonémicos. En particular, al comparar
la variacién en la expresion de genes asociados al ciclo C4 en el proceso de de-etioliacion de hojas, Xu
y colaboradores (2016) observaron que los patrones de expresion de 7 de un total de 15 genes
presentaban patrones de expresion conservados entre arroz y maiz [201]. A partir del andlisis realizado
en este trabajo, se identificé que 14 de los 15 genes estudiados previamente [201] muestran un patréon
de expresion conservado a lo largo del gradiente foliar entre las especies estudiadas. Estos resultados
sugieren un mayor grado de conservacion de la via C4 en Otachyriinae. Sin embargo, a partir de los
datos obtenidos en este trabajo, se ha identificado que existen diferencias en los niveles de expresion
de la especie C4 con respecto al resto de las especies analizadas. En A. lanata se han determinado
niveles de expresion de los genes que codifican para enzimas de la via C4 varias veces superiores en
los fragmentos mas maduros de las hojas en comparacion con las especies Cs estudiadas. Las
excepciones a esta tendencia son los genes que codifican para las enzimas CA, MDH y ALA-AT que
presentan valores similares 0 mas bajos en la especie C4. Este fendmeno podria darse por diferencias
en los niveles de compartimentalizacion entre My CV entre las especies.

Al estudiar los patrones de expresidn de los ortogrupos que codifican para las subunidades de
la GDC, se nota una marcada conservacion de los mismos. Los tres ortogrupos mas expresados en las
especies Csz (P, Hb y T) presentan un patrén ascendente correlacionado con el desarrollo fotosintético.
Dichos ortogrupos se encuentran subexpresados en la especie C4 vs las otras. En Flaveria, se ha
postulado que una duplicacién ancestral en el gen GDC P, permiti6 la restriccion de la expresion de
una de las copias en las CV mientras que la otra fue reduciendo su expresion hasta perderse [202]. La
presencia de una sola copia, podria indicar que el proceso evolutivo fue diferente en Otachyriinae. Una
mejor identificacion de las isoformas y de su expresién a nivel de tipo celular, podrian ayudar a discernir
esta trayectoria evolutiva.

Los resultados de la expresion de genes del ciclo C4 y del ciclo fotorrespiratorio sugieren que la
conservacion de los patrones de expresion podria ser un prerrequisito para la evolucion de la
fotosintesis C4, al menos en la subtribu Otachyriinae. En este escenario, la instalacién de estas nuevas
vias en las especies Cs requeriria de un menor nUmero cambios en los patrones de expresion durante
el desarrollo.

Los patrones de expresion descendientes durante el desarrollo foliar identificados por SHR,
SCRy la mitad de los IDD detectados coinciden con su funcion como reguladores transcripcionales en
procesos de desarrollo. En hojas de A. thaliana, SHR se expresa principalmente en la vasculatura 'y es
un activador de la transcripcion tanto de SCR como SCL23 ([64], [83]). A pesar de que A. lanata
presenta alrededor del doble de la fraccion del area foliar ocupada por las HV, los niveles de expresion
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de SHR en la misma son similares o inferiores a las demés especies. Al mismo tiempo no parece haber
una relacion directa entre los niveles de expresion de SHR y de sus posibles genes blanco SCR y
SCL23.

En hojas de Z. mays, SCR se expresa més intensamente en las células precursores del M
(células del meristema de los primordios foliares) y, si bien no parece ser necesario para otorgarle la
identidad a las CV, posee un efecto en la acumulacién de NADP-ME en ésas células ([88], [89]).
Consecuentemente con esto, SCR estd sobreexpresado en A. lanata vs las especies Cs. La
determinacion de la cantidad real del numero de copias en A. lanata 'y su patrén de expresion tisular
podrian ayudar a entender mejor su funcién y su relaciéon con SHR y SCL23.

Un gran nimero de IDD esta expresado en las hojas de las tres especies, cuatro de ellos con
patrones de expresion muy conservados y en varios casos con niveles de transcriptos similares. En A.
thaliana, miembros de los linajes SG5, NKD y WRB estan relacionados al desarrollo foliar [126]. Aqui,
los SG5 y WRB poseen un patrén de expresion descendiente que los hace compatibles con una funcién
de ese tipo. Los ortogrupos que no estan conservados, no presentan una tendencia clara que permita
realizar inferencias sobre sus funciones en el desarrollo foliar ni relacién con otros genes como SHR y
SCR.

El analisis de co-expresion detecté un gran nimero de médulos de ortogrupos conservados
entre las tres especies. Si bien la mayoria de los médulos identificados estan asociados al desarrollo,
el analisis también detectd algunos relacionados a cada una de las especies, como los pares M3-M13,
M7-M11 y M8-M15. Al mismo tiempo, ninguno de los médulos detectados estd asociado a una réplica
en particular, lo cual coincide con el andlisis de componentes principales y significa que las diferencias
observadas no estan relacionadas a las réplicas biolégicas.

La presencia de una gran cantidad de genes asociados a la fotorrespiracion y al ciclo C4 en dos
“supramddulos” (M1-M6 y M2-M5) con patrones de expresion similares implican cambios sutiles de
regulacion entre las especies Cs, PK y Cs. Al mismo tiempo, estos resultados muestran que los
reguladores transcripcionales SHR, SCR y SCL23 se co-expresan con varios miembros de la subfamilia
IDD en hojas de gramineas. La existencia de ambos pares de mddulos donde los reguladores
transcripcionales IDD, SHR y SCR, coexisten junto con genes involucrados en la fotorrespiracion y la
via C4, sugiere una regulacion en comun entre ellos. Mientras que el par M1-M6 presenta un patrén de
expresion muy conservado entre las especies, el par M2-M5 muestra una divergencia entre las
especies Cs y la especie Cs. El hub SCR, junto con SCL23, NKD-grass2 y WRB-grass1, y el hub SG5-
grass2-3 junto con SG5-grass1 y SHR podrian estar involucrados en la regulacién de los genes
asociados a la fotosintesis Ca.
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Notablemente, la principal enzima descarboxilante de la via Cs en A. lanata, NADP-ME, no
resultd co-expresarse con ninguno de los médulos encontrados. La ausencia de un moédulo que
contenga a esta enzima en las tres especies sugiere la existencia de un evento que podria haber
alterado la conectividad y/o expresién del gen que codifica para la NADP-ME de manera radical, en

algun momento de la evolucién de la fotosintesis Ca.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los estudios filogenéticos en las subfamilias SHR y SCR permitieron identificar eventos de
duplicacién especificos en ambas familias y determinar de una manera mas correcta las relaciones de
ortologia entre las especies. El origen de ambas subfamilias precede al origen de las embriofitas y
parece remontarse al origen mismo de los GRAS como reguladores transcripcionales.

En cuanto a los IDD, los resultados indican que surgieron de un ancestro comun de las
estreptofitas. Una vez en tierra, experimentaron una rapida radiacion que acompafo las modificaciones
clave a nivel morfoldgico y fisioldgico que requirieron las plantas para el proceso de terrestrializacion.
Posteriormente, fueron reclutados por las angiospermas, donde se diversificaron en nimero de copias
mientras adquirieron una gran heterogeneidad en su dominio C-terminal y patrones de expresion. Su
evolucidon molecular sugiere un patron dinamico de sub- y neo-funcionalizaciéon, que puede ser
interpretado como un paso relevante en la conquista de la tierra por parte de las plantas y su posterior
especiacion.

El estudio de la anatomia foliar a través del analisis de secciones de hojas jovenes, demostrd
la existencia de un gradiente de desarrollo foliar con diferencias marcadas entre las especies con
diferentes subtipos fotosintéticos. Sin embargo, desde el F1, se observaron diferencias estructurales
entre las especies que podrian condicionar su desarrollo posterior. La especie Cs presenté una mayor
disparidad estructural entre fragmentos, con un desarrollo de rasgos fenotipicos cuantitativos mas sutil
a lo largo del gradiente. La especie Cs presentd una menor disparidad estructural y una mayor
diversidad en cuanto a rasgos cuantitativos en el gradiente de desarrollo.

Los resultados mostrados en Capitulo 2 en conjunto con analisis reportados en la bibliografia
sugieren que la superficie de contacto entre CV y M, es un rasgo importante a la hora de permitir la
posibilidad de iniciar y sostener una via Cs. Los parametros de superficie de contacto entre CV y M
propuestos en este trabajo (Sb, Sb*, Sib y Sib* resultaron ser de utilidad dado que contemplan el
tamano de las CV, y su superficie activa para el transporte de metabolitos en la via Ca.

Por medio del ensamblado de novo se lograron transcriptomas con un gran nivel de completitud,
un bajo nivel de secuencias redundantes y una gran cantidad de transcriptos anotados. Una estimacion
mas correcta del numero de isoformas permitira, en un futuro, mejorar sustancialmente la calidad de
los mismos.

A través de un andlisis de expresion diferencial se encontraron diferencias significativas entre

las especies, con respecto a las dindmicas transcripcionales. Una mayor dinamica transcripcional
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durante el desarrollo, se asocia con diferencias en la aparicion y duracién de los procesos de
maduracién de las hojas. La especie Cs estudiada se asocié a un mayor numero de transcriptos
expresados diferencialmente a lo largo del desarrollo, mientras que las especies Cs se asociaron con
un menor numero. A pesar de esto, la especie PK presenta transcriptos expresados diferencialemente
que son similiares (en cuanto a calidad y cantidad) a los de la especie C4, en los fragmentos mas
inmaduros de las hojas.

Al analizar la expresién de grupos de genes biolégicamente relacionados, como los involucrados
en la fotosintesis o el CCBB, se observan tendencias claras a lo largo del desarrollo. Estos ortogrupos
pasan de estar mas expresados en las especies Cs y PK en fragmentos mas inmaduros a estar mas
expresados en la especie C4 en fragmentos mas maduros. Esto es notable para el ciclo C4, donde no
solo hay muy pocos ortogrupos sobreexpresados en el fragmento 1 de la especie C4, sino que incluso
hay un nimero considerable de ortogrupos sobreexpresados en las especies Cs y PK. Los ortogrupos
relacionados a procesos de formacion de HV y pared celular, también muestran un mayor retraso en la
expresion en el sentido Ca.

Con respecto al ciclo Ca4, la mayoria de los patrones de expresion de las enzimas asociadas al
subtipo NADP-ME se encuentran conservados a lo largo del desarrollo entre la especie Cs y las
especies Cs. La diferencia entre las especies Cs y la especie Cs, radica en que los niveles de expresion
en esta ultima son varias veces superiores en los fragmentos de hoja maduros. Estos resultados
sugieren que la conservacién de los patrones de expresion de las enzimas Cs4 podria ser un

prerrequisito, en la subtribu Otachyriinae, para la evolucién de la fotosintesis Ca.
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Anexo 1: Tablas, figuras e informacion suplementaria

Tabla S1: 25 motivos encontrados en los IDD

Motivos presentes en todos los linajes (HGC)

N Motivo Valo | Lar | Presencia
o rE go (%)
1 | [IVJALSP[KR]TL[ML]JATNRI[FY][VIICE[IV]C[NG]IKGFQR[DE]JQNLQLHRRGHN | 1.1e- | 40 94.5 (99.5)
LPW 7008
2 | GEKKWKCIDE][KR]CSK[RK]YAVQSDWKAHSKJTI|ICGTREY[RK]CDCGTI[LV] | 9.2e- | 40 97.3
F 6810
3 | [TS]SKEV[RK][KR][RK]VYVCPEP[TS]JCVHHDP[SA]JRALGDLTGIKKH[FY][CS] | 5.2e- | 40 97.8 (99.5)
RKH 6253
4 SRRDSFITHRAFCDA 3.4e-| 15 92.3
2086
5 [TNJPDPDAEV 2.6e- 8 89.6
876
6 SXSXXXXPXPPP[VA]JKIKR]KRNLPG 2.3e- | 21 77.0
839
Motivos ausentes en al menos un linaje (MGC)
N Motivo Valo | Lar | Presencia Ause
e rE go (%) nte en
1 XXP[AS][AP]S[PA][HQ]MSATALLQKAAQMGI[AS]T[ST]S[NS]SS 7.8e- | 29 69.4 SG5,
6 1681 ID1
1 GGG[DK]GLT[RL]DFLG[VL]GG 7.2e- | 15 70.5 SG5
7 761
7 LA[EQ]ESA[RK][ALV] 4.1e- 8 73.8 SG5
473
9 M[SA]JNL[TS]S[AS][SA] 5.6e- 8 51.9 ID1
154
Motivos presentes solo en algunos pocos linajes (LGC)
N Motivo Valo | Lar | Presencia | Ause
2 rE go (%) nte en
1 | EKAJAY]A[DEJEARA[QE]A[KR]RQ[AIJELAE[QR]E[LF]A[NSJAIKR]R[IM]R[QE] | 1.0e- | 40 15.3 SG5
8 QA[QR][AV]ELI[ES][KR]A 603
1 | [HQJIAV]L[RK][DE][HQJA[VTI[RK]Q[IV]INSD][AS]T[LIIL[QE]ITC[HQ][AS]ICIRK | 1.7e- | 29 12.0 SG5
9 JHQ][KQ]F[RQJA 321
2 XQD[EQ][NS]EA[NH]L[QN]DLMNSL[AS][GAN]GG 4.0e- | 20 14.2 NKD,
1 115 JKD,
MGP
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2 FHGLMQLP[DEJ[LQ]IQ 49e- | 11 137 NKD,

0 097 WRB

1 FFGIIL]R[DE][EG][DQ]Q[QH][QD]Q[QIQK][QP] 36e- | 15 153 NKD,

0 086 UIDDb
, WRB

1 [GE]JEASVSSG[NT]R[AT][ED]G[AFT][NS] 40e- | 15 12.6 WDP,

1 082 ID1,
WRB,
MGP

2 [PQAJ[PAJAISCI[LSISRTASS[TAP]SPSSDX[NV][FI|S 54e- | 21 9.3 SG5

7 080

2 [SATASIIAN][AP]ING]L[FLINL[GS]FF[SA][NG]INSI[SG]NGSI[SGTIS 49e- | 19 148 NKD

2 077

2 RLKEEAREQLR[LQJAMA 6.4e- | 15 9.3 SG5

8 070

2 [PQIIQKI[QE][QHI[CQIN[YFI[ASIMIKRI[PTIE[IM]PPW[PLIA[CM]Q[GYP] 19e- | 21 6.6 WRB

3 066

2 T[PSIQSRSLRDLIGVDPTFLCLAIGAPS[SL][LF][FP] 13e- | 29 3.3 GAF1

4 063

2 [AVIMSY[MV]SS[VA][VT]TEG[EG][DG][EA] 13e- | 15 9.3 SG5

9 063

2 HNLELQL[LM]P[PS]S 95e- | 11 14.2 SG5,

5 061 ID1

3 [HGILAI[YTIIGN][ASI[SGIINSIM[ASIL[GS]LSQV[GN]S[QH][LIITS]S 12e- | 21 8.7 NKD

0 059

2 FSHIRG][DE]IL[GNS][LM]AG[FL]D[SP] 16e- | 14 9.8 WRB,

6 058 WDP
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Figura S1. Reconstruccién filogenética e identificacién de los IDD en angiospermas. Arbol de consenso de
mayoria (N=30.000 arboles) de las potenciales IDD usando una matriz de 267 secuencias peptidicas. Los puntos
blancos indican una Probabilidad Posterior (PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP=[0.9 a1]. Las IDD

previamente caracterizadas se nombran en su clado correspondiente.
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Figura S2: Reconstruccidn filogenética e identificacién de los IDD en no angiospermas. Arbol de consenso de
mayoria (N=30.000 arboles) de las potenciales IDD usando una matriz de 219 secuencias peptidicas de la division
Streptophyta. Los puntos blancos indican una Probabilidad Posterior (PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican
PP= [0.9 al]. Los nombres en rojo sefalan a las 20 secuencias IDD no-angiospermas, identificadas en los

genomas de P. abies, S. moellendorffi, P. patens y M. polymorpha.
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Figura S3. Reconstruccién filogenética de IDD en embriofitas. Arbol de consenso de mayoria (N=30.000 &rboles)
de la subfamilia IDD usando una matriz de 184 secuencias peptidicas. Los puntos blancos indican una
Probabilidad Posterior (PP) = [0,8 a 0,89], los puntos negros indican PP= [0.9 a 1]. Los clados de
monocotiledéneas y dicotileddéneas fueron colapsados en negro y gris, respectivamente. Las secuencias de
especies no-angiospermas se muestran en azul y la secuencia outgroup C2H2 de K. nitens, en rojo. Los linajes
que contienen secuencias de no-angiospermas estan sefalados con una estrella amarilla. Abreviaturas: SHOOT
GRAVITROPISM 5 (SG5), INDETERMINATE 1 (ID1), GAl INTERACTING FACTOR 1 (GAF1), NAKED
ENDOSPERM (NKD), JACKDAW (JKD), MAGPIE (MGP), CONDOR a (CNDa), CONDOR b (CNDb),
WOODPECKER (WDP), WARBLER (WRB).

139



\ ligula 4ta hoja = zona de transicién

\ e “~~._ basedelahoja punta de la hoja
I " oy " \ Zona sumidero / Zona fuente
\ - X
7 4%hoja

. '
1 F2F3F4 F5 F6 F

I —

F8

M <----
~

\ ,// ligula 4ta hoja

3™ hoja | Cosecha cuando la 5ta hoja
iiguala en longitud a la 4ta hoja:

- - -
P ——

i

s i o

Muestras 5% hoja

P -

Figura S4. Esquema de la toma de muestras de la 5% hoja jéven para los estudios de anatomia foliar y los ensayos
de transcriptémica. La toma de las muestras se realiz6é cuando la 5% hoja iguald en longitud a la 4t hoja. La zona
de la 5% hoja en contacto con la ligula de la hoja 4 sirvi6 de referencia para la zona de transicion fuente/sumidero.
Cada zona fue dividida en 4 fragmentos de igual longitud y rotulados 1 a 8 desde la base a la punta de la hoja.

Para los ensayos se utilizaron los fragmentos 1, 3,5y 7.
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Figura S5. Patrones de expresion de ortogrupos que codifican para enzimas del ciclo C4 durante el desarrollo.
Promedios de valores de expresién de los ortogrupos en los fragmentos 1, 3, 5y 7 para H. amplexicaulis (verde
claro), R. pilosa (verde obscuro) y A. lanata (celeste). Lecturas normalizadas dentro de cada especie. Los nombres
en rosado indican los OG con patrones de expresion conservados entre la especie Cs4 y al menos una de las
especies Cs.

Correlacion Médulo-Modulo

MET 2
ME15 -4 !
MEB om &
heES -~ S
MES o3 wn
ME1 - 2 -
ME4 S
MEO 3
ME2
0
ME10
ME13
ME16
MES
05
ME11
ME12
ME14
MEQ

& R PN )
¥ ¢ g ¢ E

Mk 8
\_,Sf \,,(’z B

A
N
;"o

Figura S6. Correlacion entre mddulos de co-expresion para identificar modulos opuestos. Correlacion de Pearson
entre los valores EM para cada mdédulo. En cada rectangulo se muestra el valor de la correlacion y su valor p.

Hoja de datos suplementaria 1. Términos de GO con los valores p mas bajos para diferencias en el gradiente
foliar. Se obtuvieron los 15 términos con valores mas bajos para cada categoria: procesos biolégicos (BP), funcion
molecular (MF) y componente celular (CC). Sélo se muestran los términos que superaron el valor de corte (valor
p < 0,05). Para cada término se indica: Identificador, nombre, N° de términos significativos, N° de términos
esperados, valor p y categoria del término, respectivamente.

A. lanata F1-F3 Abajo

1,"GO:0006412", "translation",252,81,16.57,<1e-30,"BP"
2,"G0:0042254","ribosome biogenesis",39,13,2.56,1.9e-05,"BP"
3,"G0:0032502", "developmental process",36,9,2.37,4e-04,"BP"
4,"G0:0006334","nucleosome assembly”,17,6,1.12,0.00052,"BP"
5,"G0O:0007018", "microtubule-based movement" 32,8,2.1,0.00084,"BP"
6,"G0O:0006261","DNA-dependent DNA replication",5,3,0.33,0.00255,"BP"
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7,"G0:0006260","DNA replication",35,10,2.3,0.00262, "BP"

8,"G0:0051301","cell division",10,4,0.66,0.00281,"BP"

9,"G0:0009451","RNA modification”,31,7,2.04,0.00333,"BP"
10,"G0O:0006364","rRNA processing",24,6,1.58,0.00379,"BP"

11,"GO:0006979", "response to oxidative stress",77,12,5.06,0.00409,"BP"
12,"GO:0009306", "protein secretion”,2,2,0.13,0.00431,"BP"

13,"G0O:0000070", "mitotic sister chromatid segregation”,6,3,0.39,0.00486,"BP"
14,"G0O:0007049","cell cycle",61,12,4.01,0.00853,"BP"

15,"G0:0006323","DNA packaging",20,8,1.32,0.01206,"BP"

16,"G0O:0003735", "structural constituent of ribosome"”,162,74,10.83,NA, "MF"
17,"G0O:0008017","microtubule binding",45,12,3.01,2.6e-05,"MF"
18,"G0:0004003","ATP-dependent DNA helicase activity”,11,5,0.74,0.00043,"MF"
19,"G0O:0003777","microtubule motor activity",32,8,2.14,0.00095,"MF"
20,"GO:0003677","DNA binding",623,61,41.64,0.00133,"MF"

21,"G0O:0016884", "carbon-nitrogen ligase activity, with gl...",15,5,1,0.00224,"MF"
22,"G0O:0003676","nucleic acid binding",1127,117,75.33,0.00323, "MF"
23,"G0:0003723","RNA binding",221,26,14.77,0.00329, "MF"
24,"G0O:0004601","peroxidase activity",76,12,5.08,0.00425,"MF"
25,"G0O:0005524","ATP binding",927,81,61.96,0.00581,"MF"
26,"G0O:0046983","protein dimerization activity", 100, 14,6.68,0.00639, "MF"
27,"G0:0016762","xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...",19,5,1.27,0.00694,"MF"
28,"G0:0003968","RNA-directed 5'-3' RNA polymerase activi...",4,2,0.27,0.02444,"MF"
29,"G0O:0030983", "mismatched DNA binding",10,3,0.67,0.02501,"MF"
30,"G0O:0019843","rBNA binding",12,3,0.8,0.04151,"MF"

31,"GO:0005840", "ribosome", 160,75,14.83,NA,"CC"
32,"GO:0000786","nucleosome",23,10,2.13,1.5e-05,"CC"

33,"G0:0032040", "small-subunit processome", 7,4,0.65,0.002,"CC"
34,"G0:0043229", "intracellular organelle",890,146,82.51,0.007,"CC"
35,"G0:0005871","kinesin complex",32,8,2.97,0.0071,"CC"
36,"G0O:0000796","condensin complex",2,2,0.19,0.0086,"CC"
37,"G0O:0034708","methyltransferase complex",2,2,0.19,0.0086,"CC"
38,"G0:0005788","endoplasmic reticulum lumen",2,2,0.19,0.0086,"CC"
39,"G0:0015935","small ribosomal subunit",2,2,0.19,0.0086,"CC"
40,"GO:0048046","apoplast”, 19,5,1.76,0.0258,"CC"

41,"G0O:0005618","cell wall",34,7,3.15,0.0327,"CC"

42,"G0:0030312" "external encapsulating structure",34,7,3.15,0.0327,"CC"

A. lanata F1-F3 Arriba
1,"G0:0015979","photosynthesis",53,39,7.63,1.7e-14,"BP"
2,"G0:0055114","oxidation-reduction process",661,154,95.2,4.3e-11,"BP"
3,"G0:0009765", "photosynthesis, light harvesting",13,12,1.87,8.4e-10,"BP"
4,"G0O:0005975", "carbohydrate metabolic process",339,82,48.83,1e-05,"BP"
5,"G0O:0030001","metal ion transport",89,26,12.82,0.00022,"BP"
6,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",77,23,11.09,0.00034,"BP"
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7,"G0:0030244", "cellulose biosynthetic process”, 18,8,2.59,0.00205, "BP"
8,"G0:0006032", "chitin catabolic process”,8,5,1.15,0.00235,"BP"

9,"G0:0016998", "cell wall macromolecule catabolic proces..."9,5,1.3,0.00466,"BP"
10,"GO:0051704", "multi-organism process”,30,10,4.32,0.00711,"BP"

11,"G0O:0048544", "recognition of pollen",27,9,3.89,0.0105,"BP"

12,"G0O:0044706", "multi-multicellular organism process”,27,9,3.89,0.0105,"BP"
13,"G0:0009856", "pollination",27,9,3.89,0.0105,"BP"

14,"GO:0009875", "pollen-pistil interaction”,27,9,3.89,0.0105, "BP"

15,"G0O:0008037", "cell recognition”,27,9,3.89,0.0105,"BP"

16,"G0O:0020037","heme binding",220,76,29.38,3.3e-16,"MF"

17,"G0O:0005506","iron ion binding",171,60,22.84,2.2e-13,"MF"

18,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",163,55,21.77,1.4e-11,"MF"
19,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",203,56,27.11,8.9e-07,"MF"
20,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",18,10,2.4,2.7e-05,"MF"
21,"G0O:0005507", "copper ion binding",25,12,3.34,2.9e-05,"MF"
22,"G0O:0004601","peroxidase activity",76,23,10.15,9.1e-05,"MF"

23,"G0O:0005509", "calcium ion binding",65,20,8.68,2e-04,"MF"

24,"G0:0042132", "fructose 1,6-bisphosphate 1-phosphatase ..."4,4,0.53,0.00032,"MF"
25,"G0O:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",132,32,17.63,0.00046, "MF"
26,"G0O:0016760", "cellulose synthase (UDP-forming) activit...",16,8,2.14,0.00047,"MF"
27,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",51,16,6.81,0.00067,"MF"
28,"G0O:0016491", "oxidoreductase activity",783,177,104.57,0.00087, "MF"
29,"G0O:0003824", "catalytic activity",4132,678,551.83,0.00142,"MF"

30,"G0O:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",284,61,37.93,0.00158,"MF"
31,"G0O:0016020","membrane",1129,191,125.5,1.3e-15,"CC"
32,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex",20,14,2.22,6.6e-10,"CC"
33,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane",21,13,2.33,2.6e-08,"CC"
34,"G0:0009538","photosystem | reaction center",5,5,0.56,1.6e-05,"CC"
35,"G0O:0009522","photosystem 1",10,9,1.11,0.00063,"CC"

36,"G0:0042651","thylakoid membrane",23,17,2.56,0.00117,"CC"

37,"G0:0044436", "thylakoid part",35,27,3.89,0.00385,"CC"
38,"G0:0034357","photosynthetic membrane",34,26,3.78,0.02887,"CC"
39,"G0O:0009521","photosystem”,33,25,3.67,0.02909,"CC"

40,"G0O:0009523", "photosystem 11",23,16,2.56,0.03112,"CC"

A. lanata F3-F5 Abajo

1,"G0O:0007018","microtubule-based movement",32,18,2.32,3.9e-13,"BP"
2,"G0:0006979","response to oxidative stress",77,16,5.59,9.8¢e-05,"BP"
3,"G0:0000226","microtubule cytoskeleton organization",23,10,1.67,9.9e-05, "BP"
4,"G0O:0007010", "cytoskeleton organization",57,21,4.14,0.00017,"BP"
5,"G0:0042545", "cell wall modification”,14,6,1.02,0.00026,"BP"
6,"G0O:0006891","intra-Golgi vesicle-mediated transport”,3,3,0.22,0.00038,"BP"
7,"G0O:0016192", "vesicle-mediated transport",112,21,8.13,0.00069, "BP"
8,"G0:0006468", "protein phosphorylation",711,73,51.58,0.00095,"BP"
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9,"G0:0032012", "regulation of ARF protein signal transdu...",5,3,0.36,0.00339, "BP"
10,"GO:0006694", "steroid biosynthetic process",23,6,1.67,0.00491,"BP"
11,"G0O:0051225", "spindle assembly",6,3,0.44,0.00643,"BP"

12,"G0O:0030036", "actin cytoskeleton organization”,25,6,1.81,0.00761,"BP"
13,"G0O:0000910", "cytokinesis",9,3,0.65,0.0229,"BP"

14,"G0O:0051301","cell division",10,3,0.73,0.03099,"BP"
15,"G0O:0033036","macromolecule localization",156,18,11.32,0.03255,"BP"
16,"G0O:0008017","microtubule binding",45,24,3.28,2.8e-16,"MF"
17,"GO:0003777","microtubule motor activity",32,18,2.33,4.6e-13,"MF"
18,"GO:0005507", "copper ion binding",25,11,1.82,4.8¢e-07,"MF"
19,"G0:0005524","ATP binding",927,98,67.54,5.8e-05,"MF"

20,"G0O:0030599", "pectinesterase activity",14,6,1.02,0.00026,"MF"
21,"GO:0004601","peroxidase activity",76,15,5.54,0.00032, "MF"
22,"G0O:0004672","protein kinase activity",706,73,51.44,0.00109, "MF"
23,"G0:0003854","3-beta-hydroxy-delta5-steroid dehydrogen...",20,6,1.46,0.00233,"MF"
24,"G0O:0003774","motor activity",41,22,2.99,0.00235, "MF"
25,"G0:0004857","enzyme inhibitor activity",34,8,2.48,0.00252,"MF"
26,"G0:0005086","ARF guanyl-nucleotide exchange factor ac...",5,3,0.36,0.00344, "MF"
27,"G0:0022804", "active transmembrane transporter activit...",99,15,7.21,0.00507,"MF"
28,"G0O:0005096","GTPase activator activity",18,5,1.31,0.00779,"MF"
29,"G0:0008194","UDP-glycosyltransferase activity",96,14,6.99,0.00931, "MF"
30,"G0O:0016887","ATPase activity",146,19,10.64,0.00939, "MF"
31,"G0O:0005871","kinesin complex",32,18,2.3,2.1e-13,"CC"
32,"G0:0030126","COPI vesicle coat",7,4,0.5,0.00076,"CC"
33,"G0O:0017119","Golgi transport complex",4,3,0.29,0.00139,"CC"
34,"G0O:0016459","myosin complex",9,4,0.65,0.00245,"CC"

35,"G0O:0005856", "cytoskeleton”,90,33,6.48,0.00591,"CC"

36,"G0O:0005618","cell wall",34,7,2.45,0.00901,"CC"

37,"G0O:0015630", "microtubule cytoskeleton",61,24,4.39,0.00916,"CC"
38,"G0:0030118","clathrin coat",7,3,0.5,0.01034,"CC"
39,"G0O:0005815","microtubule organizing center”,7,3,0.5,0.01034,"CC"
40,"G0O:0005819","spindle",7,3,0.5,0.01034,"CC"

41,"G0O:0044430", "cytoskeletal part",81,29,5.83,0.01115,"CC"

42,"G0O:0048475", "coated membrane",30,9,2.16,0.01937,"CC"
43,"G0O:0030117","membrane coat",30,9,2.16,0.01937,"CC"

44,"G0O:0005875", "microtubule associated complex",42,21,3.02,0.02286,"CC"
45,"G0O:0070652","HAUS complex",4,2,0.29,0.02807,"CC"

A. lanata F3-F5 Arriba

1,"G0O:0015979", "photosynthesis",53,37,6,7.3e-15,"BP"
2,"G0:0009765","photosynthesis, light harvesting”,13,12,1.47,4.7e-11,"BP"
3,"G0:0055114","oxidation-reduction process",661,128,74.77,6.1e-11,"BP"
4,"G0:0000272","polysaccharide catabolic process",8,6,0.9,4.7e-05,"BP"
5,"G0:0006855", "drug transmembrane transport",27,11,3.05,8.4e-05,"BP"
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6,"G0O:0006873","cellular ion homeostasis" 5,4,0.57,0.00074,"BP"
7,"G0O:0003333","amino acid transmembrane transport”,25,8,2.83,0.0048, "BP"
8,"G0O:0006535", "cysteine biosynthetic process from serin..."4,3,0.45,0.00528,"BP"
9,"G0:0009733","response to auxin",16,6,1.81,0.00604, "BP"

10,"GO:0055085", "transmembrane transport”,363,68,41.06,0.00605,"BP"
11,"GO:0009605", "response to external stimulus”,13,5,1.47,0.0108,"BP"
12,"GO:0051704","multi-organism process”,30,8,3.39,0.01561,"BP"
13,"G0O:0030091","protein repair",6,3,0.68,0.02216,"BP"

14,"G0O:0015985", "energy coupled proton transport, down el...",11,4,1.24,0.02793,"BP"
15,"G0O:0015986","ATP synthesis coupled proton transport”,11,4,1.24,0.02793,"BP"
16,"G0O:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",163,57,15.59,2.6e-19,"MF"
17,"G0O:0005506","iron ion binding",171,58,16.35,6.7e-19,"MF"
18,"G0O:0020037","heme binding",220,65,21.04,1.6e-17,"MF"

19,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",284,57,27.16,3.3e-08, "MF"
20,"G0:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",288,53,27.54,1.8e-06, "MF"
21,"GO:0016161","beta-amylase activity",8,6,0.76,1.8e-05,"MF"
22,"G0:0015238","drug transmembrane transporter activity",30,11,2.87,5.6e-05, "MF"
23,"G0:0042132", "fructose 1,6-bisphosphate 1-phosphatase ..."4,4,0.38,8.3e-05,"MF"
24,"G0O:0016491","oxidoreductase activity",783,144,74.87,0.00014,"MF"
25,"G0:0015297", "antiporter activity",40,12,3.82,0.00024, "MF"

26,"G0O:0005215", "transporter activity",411,79,39.3,0.00024,"MF"
27,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",27,9,2.58,0.00061, "MF"
28,"G0O:0005216","ion channel activity",33,10,3.16,0.00072,"MF"

29,"G0:0016655", "oxidoreductase activity, acting on NAD(P...",7,4,0.67,0.00229, "MF"
30,"G0:0022839","ion gated channel activity",21,7,2.01,0.00249, "MF"
31,"G0O:0016020","membrane",1129,157,105.68,7.7e-11,"CC"
32,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex",20,10,1.87,3.4e-06,"CC"
33,"G0:0009538", "photosystem | reaction center",5,5,0.47,6.9e-06,"CC"
34,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane",21,9,1.97,5e-05,"CC"
35,"G0:0009522","photosystem 1",10,9,0.94,0.00032,"CC"
36,"G0O:0009523","photosystem 11",23,13,2.15,0.00072,"CC"

37,"G0O:0042651", "thylakoid membrane",23,13,2.15,0.00072,"CC"

38,"G0:0031012", "extracellular matrix",2,2,0.19,0.00872,"CC"

39,"G0O:0005576", "extracellular region",30,8,2.81,0.03939,"CC"

A. lanata F5-F7 Abajo

1,"G0O:0055114", "oxidation-reduction process",661,91,45.59,1.3e-11,"BP"
2,"G0:0006979","response to oxidative stress",77,21,5.31,2.6e-08,"BP"
3,"G0:0030244", "cellulose biosynthetic process",18,10,1.24,5.8e-08,"BP"
4,"G0O:0006073","cellular glucan metabolic process",48,21,3.31,1.9e-06,"BP"
5,"G0O:0007018","microtubule-based movement",32,11,2.21,5e-06,"BP"
6,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",339,59,23.38,2.8e-05,"BP"
7,"G0:0042545", "cell wall modification”,14,5,0.97,0.0018,"BP"
8,"G0:0000910", "cytokinesis", 9,4,0.62,0.0021,"BP"
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9,"G0:0000226","microtubule cytoskeleton organization",23,6,1.59,0.0038,"BP"
10,"G0O:0010338", "leaf formation",2,2,0.14,0.0047,"BP"

11,"GO:0050826", "response to freezing",2,2,0.14,0.0047,"BP"

12,"G0O:0009832", "plant-type cell wall biogenesis",6,3,0.41,0.0056,"BP"
13,"GO:0006284", "base-excision repair",14,4,0.97,0.0128,"BP"

14,"G0O:0006555", "methionine metabolic process",3,2,0.21,0.0136,"BP"
15,"G0O:0044036", "cell wall macromolecule metabolic proces...",10,3,0.69,0.0271,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",220,48,15.45,6.2e-13,"MF"

17,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",203,43,14.26,3e-11,"MF"
18,"G0O:0008017","microtubule binding",45,17,3.16,3.3e-09,"MF"
19,"G0:0004601","peroxidase activity",76,22,5.34,5.6e-09, "MF"

20,"G0O:0016762", "xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...",19,11,1.33,8.4e-09, "MF"
21,"GO:0016760", "cellulose synthase (UDP-forming) activit...",16,10,1.12,1.5e-08,"MF"
22,"G0O:0005506","iron ion binding",171,30,12.01,2.3e-06,"MF"
23,"GO:0003777","microtubule motor activity”,32,11,2.25,6.2e-06,"MF"
24,"G0O:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...", 163,27,11.45,2.2e-05,"MF"
25,"G0O:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",132,23,9.27,4e-05, "MF"
26,"G0:0008725","DNA-3-methyladenine glycosylase activity",5,4,0.35,0.00011,"MF"
27,"G0O:0005507", "copper ion binding",25,8,1.76,0.00021, "MF"
28,"G0:0008171","O-methyltransferase activity",27,8,1.9,0.00038,"MF"
29,"G0:0010333", "terpene synthase activity",18,6,1.26,0.00104,"MF"
30,"G0O:0003824", "catalytic activity",4132,395,290.24,0.00126,"MF"
31,"GO:0005618","cell wall",34,16,1.71,6.2e-13,"CC"
32,"G0:0048046","apoplast”,19,11,0.96,1.8e-10,"CC"

33,"G0O:0005871","kinesin complex",32,11,1.61,1.7e-07,"CC"
34,"G0O:0005874","microtubule”, 14,4,0.71,0.0041,"CC"

35,"G0:0031225","anchored component of membrane", 7,2,0.35,0.0448,"CC"
36,"G0:0008352", "katanin complex",1,1,0.05,0.0504,"CC"

37,"G0O:0005885","Arp2/3 protein complex",8,2,0.4,0.0578,"CC"

38,"G0:0044450", "microtubule organizing center part",2,1,0.1,0.0983,"CC"
39,"G0O:0009331","glycerol-3-phosphate dehydrogenase compl...",4,1,0.2,0.187,"CC"
40,"G0O:0044430", "cytoskeletal part",81,18,4.08,0.2027,"CC"

41,"G0O:0005815", "microtubule organizing center",7,1,0.35,0.3041,"CC"
42,"G0O:0005819","spindle",7,1,0.35,0.3041,"CC"

43,"G0O:0005856", "cytoskeleton”,90,18,4.54,0.3123,"CC"

44,"G0O:0015629","actin cytoskeleton",25,2,1.26,0.3618,"CC"

45,"G0:0005875", "microtubule associated complex",42,12,2.12,0.377,"CC"

A. lanata F5-F7 Arriba

1,"G0O:0030418","nicotianamine biosynthetic process”,2,2,0.03,0.00029,"BP"
2,"G0:0035434","copper ion transmembrane transport”,3,2,0.05,0.00086,"BP"
3,"G0:0055114","oxidation-reduction process",661,19,11.34,0.01551,"BP"
4,"G0:0062012","regulation of small molecule metabolic p...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
5,"G0:0062014","negative regulation of small molecule me...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
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6,"G0O:0045980", "negative regulation of nucleotide metabo...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
7,"G0O:0046493","lipid A metabolic process",1,1,0.02,0.01716,"BP"

8,"G0:0006140", "regulation of nucleotide metabolic proce...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
9,"G0:0009245","lipid A biosynthetic process”,1,1,0.02,0.01716,"BP"
10,"G0O:1901269", "lipooligosaccharide metabolic process”,1,1,0.02,0.01716,"BP"
11,"GO:0045936", "negative regulation of phosphate metabol...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
12,"G0O:1901271","lipooligosaccharide biosynthetic process”, 1,1,0.02,0.01716,"BP"
13,"G0O:0010563", "negative regulation of phosphorus metabo...",1,1,0.02,0.01716,"BP"
14,"G0O:0009733", "response to auxin”,16,2,0.27,0.02989, "BP"
15,"G0O:0031497","chromatin assembly”,17,2,0.29,0.03351,"BP"
16,"G0O:0005506","iron ion binding",171,13,2.55,1.4e-06,"MF"

17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",163,12,2.43,5e-06, "MF"
18,"G0O:0020037","heme binding",220,13,3.28,2.2e-05,"MF"

19,"G0O:0030410", "nicotianamine synthase activity",2,2,0.03,0.00022,"MF"
20,"G0O:0005375", "copper ion transmembrane transporter act...",3,2,0.04,0.00065, "MF"
21,"G0O:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",284,11,4.23,0.00329,"MF"
22,"G0O:0004857","enzyme inhibitor activity",34,3,0.51,0.01381,"MF"
23,"G0O:0008759","UDP-3-O-[3-hydroxymyristoyl] N-acetylglu...",1,1,0.01,0.01491,"MF"
24,"G0O:0019213","deacetylase activity",1,1,0.01,0.01491,"MF"

25,"G0:0015035", "protein disulfide oxidoreductase activit...",44,3,0.66,0.02747,"MF"
26,"G0:0015036", "disulfide oxidoreductase activity",44,3,0.66,0.02747,"MF"
27,"G0:0005345", "purine nucleobase transmembrane transpor...",2,1,0.03,0.0296,"MF"
28,"G0O:0008519","ammonium transmembrane transporter activ...",2,1,0.03,0.0296, "MF"
29,"G0:0015205", "nucleobase transmembrane transporter act...",2,1,0.03,0.0296, "MF"
30,"G0O:0030246","carbohydrate binding",80,4,1.19,0.03119,"MF"
31,"G0O:0016020","membrane",1129,19,13.21,0.017,"CC"

32,"G0:0048046","apoplast", 19,2,0.22,0.02,"CC"
33,"G0:0000786","nucleosome”,23,2,0.27,0.029,"CC"

34,"G0:0032993","protein-DNA complex",23,2,0.27,0.029,"CC"
35,"G0:0044815","DNA packaging complex",25,2,0.29,0.033,"CC"

36,"G0O:0005576", "extracellular region",30,2,0.35,0.047,"CC"
37,"G0:0016021","integral component of membrane",501,10,5.86,0.049,"CC"

R. pilosa F1-F3 Abajo

1,"G0O:0006260","DNA replication",45,28,2.96,2.7¢-15,"BP"
2,"G0:0007018","microtubule-based movement",45,16,2.96,9.9¢e-09, "BP"
3,"G0:0032502","developmental process",40,12,2.63,5.7e-06,"BP"

4,"G0:0007093", "mitotic cell cycle checkpoint",6,4,0.39,0.00025,"BP"
5,"G0:0030071", "regulation of mitotic metaphase/anaphase...",6,4,0.39,0.00025, "BP"
6,"G0O:0000077","DNA damage checkpoint”,3,3,0.2,0.00028,"BP"
7,"GO:0006270","DNA replication initiation",4,3,0.26,0.00107,"BP"
8,"G0.0007076","mitotic chromosome condensation”,4,3,0.26,0.00107,"BP"
9,"G0:1901991", "negative regulation of mitotic cell cycl...",5,3,0.33,0.00255,"BP"
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10,"GO:0006334", "nucleosome assembly”,16,5,1.05,0.00285,"BP"
11,"G0O:0051301","cell division",11,4,0.72,0.00418,"BP"
12,"G0O:0006261","DNA-dependent DNA replication”,8,7,0.53,0.00421,"BP"
13,"G0:0022402","cell cycle process”,37,15,2.43,0.00424,"BP"
14,"GO:0006269","DNA replication, synthesis of RNA primer",2,2,0.13,0.00431,"BP"
15,"GO:0006275", "regulation of DNA replication”,2,2,0.13,0.00431,"BP"
16,"G0O:0008017","microtubule binding",55,18,3.56,4.5e-09,"MF"
17,"GO:0003777","microtubule motor activity",45,16,2.91,8.4e-09,"MF"
18,"G0O:0003677","DNA binding",673,71,43.54,1.9e-05,"MF"
19,"G0O:0003682","chromatin binding", 14,6,0.91,0.00014,"MF"
20,"GO:0005524","ATP binding",962,90,62.23,0.00014,"MF"

21,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,28,14.49,0.00056,"MF"
22,"G0O:0008408","3-5" exonuclease activity",15,5,0.97,0.00194,"MF"
23,"G0O:0005515","protein binding",1657,145,107.19,0.00199, "MF"

24,"G0:0045300", "acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase a...",5,3,0.32,0.00244, "MF"
25,"G0:0003887","DNA-directed DNA polymerase activity",11,4,0.71,0.00396, "MF"
26,"G0:0004 748", "ribonucleoside-diphosphate reductase act...",2,2,0.13,0.00418,"MF"
27,"G0O:0017056", "structural constituent of nuclear pore”,2,2,0.13,0.00418,"MF"
28,"G0:0098772","molecular function regulator",89,13,5.76,0.00451,"MF"
29,"G0:0140097", "catalytic activity, acting on DNA",72,14,4.66,0.00511,"MF"
30,"G0O:0016762","xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...",19,5,1.23,0.00605, "MF"
31,"GO:0005871","kinesin complex",45,16,3.23,2.6e-08,"CC"
32,"G0:0005634","nucleus",446,63,32.05,8e-07,"CC"
33,"G0:0000786","nucleosome”, 18,9,1.29,1.1e-06,"CC"

34,"G0O:0030896", "checkpoint clamp complex",3,3,0.22,0.00036,"CC"
35,"G0O:0005618","cell wall",35,8,2.51,0.00264,"CC"
36,"G0:0044427","chromosomal part",46,20,3.31,0.00308,"CC"
37,"G0O:0005680","anaphase-promoting complex",5,3,0.36,0.00327,"CC"
38,"G0:0000796","condensin complex”,2,2,0.14,0.00513,"CC"
39,"GO:0042555","MCM complex",2,2,0.14,0.00513,"CC"
40,"GO:0044452","nucleolar part",2,2,0.14,0.00513,"CC"
41,"G0O:0048046","apoplast”,19,5,1.37,0.00917,"CC"

42,"G0O:0031234" "extrinsic component of cytoplasmic side ...",3,2,0.22,0.01467,"CC"
43,"G0O:0005834", "heterotrimeric G-protein complex",3,2,0.22,0.01467,"CC"
44,"G0:0098562", "cytoplasmic side of membrane",3,2,0.22,0.01467,"CC"
45,"G0:1905360","GTPase complex",3,2,0.22,0.01467,"CC"

R. pilosa F1-F3 Arriba

1,"G0O:0055114","oxidation-reduction process", 754,218,131.43,3.7e-17,"BP"
2,"G0:0015979","photosynthesis",48,37,8.37,8.7e-12,"BP"

3,"G0O:0009765", "photosynthesis, light harvesting”,14,13,2.44,1.5e-09,"BP"
4,"G0O:0006979","response to oxidative stress",93,33,16.21,2e-05,"BP"
5,"G0:0009832", "plant-type cell wall biogenesis",7,5,1.22,0.0025,"BP"
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6,"G0O:0042737","drug catabolic process",13,7,2.27,0.0031,"BP"

7,"G0:0048544", "recognition of pollen",27,11,4.71,0.0037,"BP"

8,"G0O:0006633", "fatty acid biosynthetic process",45,15,7.84,0.0072,"BP"
9,"G0:0044264", "cellular polysaccharide metabolic proces...",46,15,8.02,0.009,"BP"
10,"GO:0044036", "cell wall macromolecule metabolic proces..." 12,6,2.09,0.0098,"BP"
11,"G0O:0010215", "cellulose microfibril organization”,6,4,1.05,0.0102,"BP"
12,"G0O:0009664", "plant-type cell wall organization”,6,4,1.05,0.0102,"BP"
13,"G0O:0071668", "plant-type cell wall assembly",6,4,1.05,0.0102,"BP"
14,"G0O:0070726","cell wall assembly”,6,4,1.05,0.0102,"BP"

15,"G0O:0030198", "extracellular matrix organization",6,4,1.05,0.0102,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",258,115,40.78,7.3e-29,"MF"

17,"G0O:0005506","iron ion binding", 196,88,30.98,1.6e-22,"MF"

18,"G0O:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",193,87,30.51,2e-22,"MF"
19,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos..." 312,83,49.32,4.6e-07,"MF"
20,"G0O:0004601","peroxidase activity",92,34,14.54,5.8¢e-07,"MF"

21,"GO:0016491", "oxidoreductase activity",898,252,141.95,4e-06,"MF"
22,"G0:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",153,48,24.19,1.4e-05,"MF"
23,"G0:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,58,35.41,5.8¢-05,"MF"
24,"G0O:0003824", "catalytic activity",4498,881,711.02,0.00033,"MF"
25,"G0O:0005507","copper ion binding",34,14,5.37,0.00035, "MF"

26,"G0:0004 144", "diacylglycerol O-acyltransferase activit...",4,4,0.63,0.00062, "MF"
27,"G0O:0004 185", "serine-type carboxypeptidase activity",37,14,5.85,0.00095, "MF"
28,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",22,10,3.48,0.00098,"MF"
29,"G0:0030247","polysaccharide binding",26,11,4.11,0.00114,"MF"
30,"G0O:0008171","O-methyitransferase activity",23,10,3.64,0.00149,"MF"
31,"G0O:0016020","membrane",1185,208,137.04,2.7e-17,"CC"
32,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex",12,8,1.39,9.5e-06,"CC"
33,"G0:0009538","photosystem | reaction center",5,5,0.58,2e-05,"CC"
34,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane",14,7,1.62,0.00043,"CC"
35,"G0O:0009522","photosystem 1",10,9,1.16,0.00075,"CC"

36,"G0O:0042651", "thylakoid membrane",15,11,1.73,0.00142,"CC"
37,"G0:0048046","apoplast”,19,7,2.2,0.00377,"CC"

38,"G0:0031225","anchored component of membrane",8,4,0.93,0.00839,"CC"
39,"G0O:0009579", "thylakoid",29,21,3.35,0.01996,"CC"

40,"G0O:0044436", "thylakoid part",29,21,3.35,0.01996,"CC"
41,"G0O:0009523","photosystem 11",15,10,1.73,0.03521,"CC"

42,"G0:0031012", "extracellular matrix",3,2,0.35,0.03693,"CC"

43,"G0O:0005618","cell wall",35,8,4.05,0.04182,"CC"

44,"G0:0030312" "external encapsulating structure",35,8,4.05,0.04182,"CC"

R. pilosa F3-F5 Abajo
1,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",93,17,3.37,2.6e-08,"BP"
2,"G0:0055114", "oxidation-reduction process", 754,51,27.33,4.7e-06, "BP"
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3,"G0:0009733","response to auxin",24,5,0.87,0.0014,"BP"
4,"G0O:0030244","cellulose biosynthetic process”, 16,4,0.58,0.0022,"BP"
5,"G0O:0006633", "fatty acid biosynthetic process",45,6,1.63,0.0053,"BP"
6,"G0O.:0071555","cell wall organization",21,4,0.76,0.0062,"BP"

7,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",360,25,13.05,0.0107,"BP"
8,"G0:0042546", "cell wall biogenesis”, 15,3,0.54,0.0155,"BP"

9,"G0:0032501", "multicellular organismal process”,57,6,2.07,0.0165,"BP"
10,"G0O:0010215","cellulose microfibril organization”,6,2,0.22,0.0178,"BP"
11,"GO:0071668", "plant-type cell wall assembly",6,2,0.22,0.0178,"BP"
12,"G0O.:0070726","cell wall assembly”,6,2,0.22,0.0178,"BP"

13,"GO:0043062", "extracellular structure organization",6,2,0.22,0.0178,"BP"
14,"G0O:0009664", "plant-type cell wall organization",6,2,0.22,0.0178,"BP"
15,"G0O:0030198", "extracellular matrix organization",6,2,0.22,0.0178,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",258,30,9.51,1.8e-08,"MF"
17,"G0O:0004601","peroxidase activity",92,17,3.39,3.1e-08,"MF"

18,"G0O:0080019", "fatty-acyl-CoA reductase (alcohol-formin...",4,3,0.15,0.00019, "MF"
19,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos..."224,19,8.25,0.00059, "MF"
20,"G0O:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",1563,16,5.64,0.00109, "MF"
21,"G0O:0016788","hydrolase activity, acting on ester bond...",311,22,11.46,0.00248,"MF"
22,"G0O:0005506","iron ion binding",196,15,7.22,0.00578, "MF"
23,"G0O:0005507","copper ion binding",34,5,1.25,0.0076, "MF"
24,"G0:0003885","D-arabinono- 1,4-lactone oxidase activity",4,2,0.15,0.00773,"MF"
25,"G0:0004 144", "diacylglycerol O-acyltransferase activit...",4,2,0.15,0.00773,"MF"
26,"G0O:0003824", "catalytic activity",4498,209,165.72,0.00795, "MF"

27,"G0O:0050660", "flavin adenine dinucleotide binding",50,6,1.84,0.00967,"MF"
28,"G0O:0016491","oxidoreductase activity",898,62,33.09,0.01007, "MF"
29,"G0O:0016705","oxidoreductase activity, acting on paire...",193,14,7.11,0.01181,"MF"
30,"G0O:0016760","cellulose synthase (UDP-forming) activit...",14,3,0.52,0.01333, "MF"
31,"G0O:0016020","membrane", 1185,46,31.24,9.2e-05,"CC"
32,"G0:0030312","external encapsulating structure”,35,4,0.92,0.012,"CC"
33,"G0O:0005618","cell wall",35,4,0.92,0.012,"CC"

34,"G0:0031225","anchored component of membrane",8,2,0.21,0.017,"CC"

R. pilosa F3-F5 Arriba

1,"G0O:0055114", "oxidation-reduction process",754,45,24.21,1.9e-05, "BP"
2,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",360,22,11.56,0.0025,"BP"
3,"G0O:0051704","multi-organism process",31,5,1,0.0028, "BP"
4,"G0:0042737","drug catabolic process”, 13,3,0.42,0.0074,"BP"
5,"G0:0009875", "pollen-pistil interaction",27,4,0.87,0.0101,"BP"
6,"G0:0008037","cell recognition”,27,4,0.87,0.0101,"BP"

7,"G0:0048544", "recognition of pollen",27,4,0.87,0.0101,"BP"
8,"G0:0044706", "multi-multicellular organism process",27,4,0.87,0.0101,"BP"
9,"G0:0009856","pollination",27,4,0.87,0.0101,"BP"

10,"G0O:0000003", "reproduction”,31,4,1,0.0165,"BP"
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11,"G0O:0022414", "reproductive process",31,4,1,0.0165,"BP"
12,"G0O:0019318","hexose metabolic process”,18,3,0.58,0.0186,"BP"
13,"G0O:0009069","serine family amino acid metabolic proce...",7,2,0.22,0.0194,"BP"
14,"GO:0016052", "carbohydrate catabolic process",49,5,1.57,0.0197,"BP"
15,"G0:0044282", "small molecule catabolic process",20,3,0.64,0.0249,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",258,27,7.4,4.5e-09, "MF"

17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",193,22,5.54,2.8e-08, "MF"
18,"G0O:0005506","iron ion binding",196,22,5.62,3.7e-08,"MF"

19,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...".312,21,8.95,0.00024, "MF"
20,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",23,5,0.66,0.00041,"MF"
21,"G0:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,16,6.43,7e-04,"MF"
22,"G0:0010333", "terpene synthase activity",22,4,0.63,0.00322,"MF"
23,"G0O:0003824", "catalytic activity",4498,170,129.08,0.00328,"MF"

24,"G0:0022857", "transmembrane transporter activity",323,18,9.27,0.0053, "MF"
25,"G0O:0008061", "chitin binding",5,2,0.14,0.00774,"MF"

26,"G0:0033897", "ribonuclease T2 activity",5,2,0.14,0.00774,"MF"

27,"G0:0030246", "carbohydrate binding",74,6,2.12,0.01914,"MF"
28,"G0O:0004611","phosphoenolpyruvate carboxykinase activi...",8,2,0.23,0.02048, "MF"
29,"G0O:0016161","beta-amylase activity",8,2,0.23,0.02048,"MF"

30,"G0O:0004 185", "serine-type carboxypeptidase activity",37,4,1.06,0.02079, "MF"
31,"G0O:0016020","membrane”,1185,31,21.16,0.0016,"CC"

32,"G0:0016021","integral component of membrane",525,16,9.38,0.0144,"CC"
33,"G0:0031224", "intrinsic component of membrane",533,16,9.52,0.0166,"CC"
34,"GO:0005576", "extracellular region”,32,3,0.57,0.0183,"CC"

35,"G0O:0005618","cell wall",35,3,0.62,0.0233,"CC"

36,"G0:0030312","external encapsulating structure",35,3,0.62,0.0233,"CC"
37,"G0O:0042555","MCM complex",2,1,0.04,0.0354,"CC"

38,"G0:0048046", "apoplast”, 19,2,0.34,0.0439,"CC"

R. pilosa F5-F7 Abajo

1,"G0O:0055114" "oxidation-reduction process",754,43,15.73,1.7e-10,"BP"
2,"G0:0006979","response to oxidative stress",93,12,1.94,4e-07,"BP"
3,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",360,21,7.51,0.00019,"BP"
4,"G0:0030244", "cellulose biosynthetic process”, 16,3,0.33,0.00407,"BP"
5,"G0:0008152","metabolic process",4678,117,97.57,0.01127,"BP"

6,"G0:1905392", "plant organ morphogenesis”, 1,1,0.02,0.02086,"BP"
7,"G0O:1905393", "plant organ formation",1,1,0.02,0.02086,"BP"

8,"G0:0070589", "cellular component macromolecule biosynt...",1,1,0.02,0.02086,"BP"
9,"G0:0009834", "plant-type secondary cell wall biogenesi...",1,1,0.02,0.02086,"BP"
10,"G0O:0009965", "leaf morphogenesis",1,1,0.02,0.02086,"BP"

11,"G0O:0044038", "cell wall macromolecule biosynthetic pro...",1,1,0.02,0.02086,"BP"
12,"G0O:0010383", "cell wall polysaccharide metabolic proce...",1,1,0.02,0.02086,"BP"
13,"G0O:0010410","hemicellulose metabolic process”,1,1,0.02,0.02086,"BP"
14,"G0O:0010338", "leaf formation",1,1,0.02,0.02086,"BP"
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15,"G0O:0009653", "anatomical structure morphogenesis”,1,1,0.02,0.02086,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",258,29,5.27,3.3e-14,"MF"

17,"G0O:0005506","iron ion binding", 196, 18,4,8.5e-08,"MF"
18,"G0:0004601","peroxidase activity",92,12,1.88,3.1e-07,"MF"

19,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",193,17,3.94,3.6e-07,"MF"
20,"G0O:0003824", "catalytic activity",4498,135,91.89,0.00021,"MF"

21,"G0O:0005507", "copper ion binding",34,5,0.69,0.00058, "MF"

22,"G0:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,13,4.58,0.00065, "MF"
23,"G0:0008146", "sulfotransferase activity",14,3,0.29,0.00258, "MF"

24,"G0O:0016760" "cellulose synthase (UDP-forming) activit...",14,3,0.29,0.00258, "MF"
25,"G0O:0016491", "oxidoreductase activity",898,49,18.34,0.00481,"MF"
26,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",59,5,1.21,0.0069, "MF"
27,"G0O:0016157", "sucrose synthase activity",9,2,0.18,0.01359,"MF"

28,"G0:0047134", "protein-disulfide reductase activity",1,1,0.02,0.02043,"MF"
29,"G0:0016668", "oxidoreductase activity, acting on a sul...",1,1,0.02,0.02043,"MF"
30,"G0O:0005092","GDP-dissociation inhibitor activity”,1,1,0.02,0.02043,"MF"
31,"G0O:0005618","cell wall",35,3,0.37,0.0055,"CC"
32,"G0:0016020","membrane",1185,18,12.6,0.0231,"CC"

R. pilosa F5-F7 Arriba
1,"G0O:0006811","ion transport",239,9,2.89,0.0022,"BP"
2,"G0:0055085", "transmembrane transport",416,12,5.03,0.0038, "BP"
3,"G0:0034220","ion transmembrane transport”,89,4,1.08,0.0222,"BP"
4,"G0:0072351", "tricarboxylic acid biosynthetic process",2,1,0.02,0.024,"BP"
5,"G0:0030417", "nicotianamine metabolic process",2,1,0.02,0.024,"BP"
6,"G0:0030418","nicotianamine biosynthetic process",2,1,0.02,0.024,"BP"
7,"G0:0030001","metal ion transport”,100,4,1.21,0.0323,"BP"
8,"G0:0003333","amino acid transmembrane transport",25,2,0.3,0.0361,"BP"
9,"G0:0006865","amino acid transport",25,2,0.3,0.0361,"BP"
10,"G0O:0006812", "cation transport",154,5,1.86,0.0379, "BP"
11,"G0O:0072488","ammonium transmembrane transport",4,1,0.05,0.0475,"BP"
12,"G0O:0015696","ammonium transport",4,1,0.05,0.0475,"BP"
16,"G0O:0015075","ion transmembrane transporter activity",185,7,1.84,0.0024, "MF"
17,"G0O:0016740", "transferase activity",1843,29,18.38,0.005,"MF"
18,"G0O:0015318","inorganic molecular entity transmembrane...", 168,6,1.68,0.0065, "MF"
19,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos..."312,8,3.11,0.0122,"MF"
20,"G0O:0046873","metal ion transmembrane transporter acti...",51,3,0.51,0.0141,"MF"
21,"G0:0020037","heme binding",258,7,2.57,0.0142,"MF"
22,"G0O:0046906", "tetrapyrrole binding",260,7,2.59,0.0147,"MF"
23,"G0O:00304 10", "nicotianamine synthase activity",2,1,0.02,0.0198, "MF"
24,"G0O:0016781","phosphotransferase activity, paired acce...",2,1,0.02,0.0198,"MF"
25,"G0O:0050242","pyruvate, phosphate dikinase activity”,2,1,0.02,0.0198,"MF"
26,"G0O:0008168", "methyltransferase activity",162,5,1.62,0.0226, "MF"
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27,"G0O:0016741", "transferase activity, transferring one-c...",170,5,1.7,0.0271,"MF"
28,"G0:0008324", "cation transmembrane transporter activit...",115,4,1.15,0.0276,"MF"
29,"G0O:0016757", "transferase activity, transferring glyco..."377,8,3.76,0.0336, "MF"
30,"G0O:0008519","ammonium transmembrane transporter activ...",4,1,0.04,0.0393, "MF"
31,"GO:0016020","membrane”,1185,18,9.57,4.1e-05,"CC"

H. amplexicaulis F1-F3 Abajo

1,"GO:0007018", "microtubule-based movement",42,17,2.96,9.5e-10,"BP"
2,"G0O:0006979","response to oxidative stress",88,24,6.21,4.2e-09,"BP"
3,"G0:0006260","DNA replication",40,19,2.82,1e-06,"BP"

4,"G0O:0007076" "mitotic chromosome condensation”,4,4,0.28,2.4e-05,"BP"
5,"G0:0006073", "cellular glucan metabolic process",52,11,3.67,0.00081,"BP"
6,"G0:0032502", "developmental process",42,11,2.96,0.00147,"BP"

7,"G0O:00551 14", "oxidation-reduction process",728,70,51.36,0.00342,"BP"
8,"G0:0042545", "cell wall modification",10,4,0.71,0.00364,"BP"
9,"G0:0006261","DNA-dependent DNA replication”,6,6,0.42,0.00488,"BP"
10,"GO:0007049","cell cycle",69,15,4.87,0.00491,"BP"

11,"GO:0006269","DNA replication, synthesis of RNA primer”,2,2,0.14,0.00497,"BP"
12,"G0O:0009956", "radial pattern formation",2,2,0.14,0.00497,"BP"
13,"G0O:0006270","DNA replication initiation",2,2,0.14,0.00497,"BP"
14,"G0O:0006275", "regulation of DNA replication”,2,2,0.14,0.00497,"BP"
15,"G0O:0008356", "asymmetric cell division",2,2,0.14,0.00497,"BP"
16,"G0O:0008017","microtubule binding",54,20,3.77,1.9e-10,"MF"
17,"G0O:0003777","microtubule motor activity",42,17,2.94,8.8e-10,"MF"
18,"G0O:0004601","peroxidase activity",89,24,6.22,5e-09, "MF"
19,"G0O:0005507","copper ion binding",31,11,2.17,4.1e-06,"MF"
20,"G0O:0016762","xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...", 19,8,1.33,2.1e-05, "MF"
21,"G0O:0020037","heme binding",234,33,16.36,7.7e-05,"MF"

22,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,30,15.66,0.00041,"MF"
23,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",63,12,4.4,0.0012,"MF"
24,"G0O:0005089","Rho guanyl-nucleotide exchange factor ac...",8,4,0.56,0.00132,"MF"
25,"G0O:0140097", "catalytic activity, acting on DNA",73,13,5.1,0.00146,"MF"
26,"G0O:0003677","DNA binding",668,65,46.7,0.00338,"MF"

27,"G0O:0030599", "pectinesterase activity",10,4,0.7,0.00353,"MF"
28,"G0O:0003896","DNA primase activity",2,2,0.14,0.00488,"MF"

29,"G0O:0009055", "electron transfer activity",86,13,6.01,0.0064,"MF"
30,"G0:0008236", "serine-type peptidase activity",96,14,6.71,0.00657,"MF"
31,"G0O:0005871","kinesin complex",42,17,2.73,1.7e-10,"CC"
32,"G0O:0005618","cell wall",30,12,1.95,1.2e-07,"CC"

33,"GO:0048046","apoplast”, 19,8,1.24,1.1e-05,"CC"
34,"G0O:0000786","nucleosome”,21,7,1.37,0.00023,"CC"
35,"G0:0000796","condensin complex",2,2,0.13,0.00421,"CC"
36,"G0O:0042555","MCM complex",2,2,0.13,0.00421,"CC"

37,"G0O:0005634", "nucleus",448,42,29.15,0.00557,"CC"

154




38,"G0O:0005694","chromosome" 58,15,3.77,0.01837,"CC"
39,"G0.:0044459","plasma membrane part",19,4,1.24,0.03099,"CC"

H. amplexicaulis F1-F3 Arriba
1,"G0:0015979","photosynthesis",49,26,2.27,3.2e-13,"BP"
2,"G0O:0009765","photosynthesis, light harvesting”,14,10,0.65,3.4e-11,"BP"
3,"G0O:0055114", "oxidation-reduction process", 728,59,33.79,8.2e-06,"BP"
4,"GO:0006855", "drug transmembrane transport”,35,6,1.62,0.0049,"BP"
5,"G0O:0015977","carbon fixation",4,2,0.19,0.0121,"BP"

6,"GO:0006091","generation of precursor metabolites and ...",63,16,2.92,0.0213,"BP"
7,"G0O:0098655", "cation transmembrane transport",62,7,2.88,0.0238,"BP"
8,"G0:0015985", "energy coupled proton transport, down el...",14,3,0.65,0.0246,"BP"
9,"G0:0015986","ATP synthesis coupled proton transport”,14,3,0.65,0.0246,"BP"
10,"GO:0017144","drug metabolic process",108,10,5.01,0.0276,"BP"
11,"GO:0006754","ATP biosynthetic process",51,6,2.37,0.0295,"BP"
12,"G0O:0006812","cation transport”,159,13,7.38,0.0328,"BP"

13,"G0O:0009201", "ribonucleoside triphosphate biosynthetic...",53,6,2.46,0.0349, "BP"
14,"GO:0009206", "purine ribonucleoside triphosphate biosy...",53,6,2.46,0.0349,"BP"
15,"G0O:0009142", "nucleoside triphosphate biosynthetic pro...",53,6,2.46,0.0349,"BP"
16,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",171,23,7.14,6e-07,"MF"
17,"G0O:0005506","iron ion binding",172,23,7.18,6.6e-07,"MF"
18,"G0O:0020037","heme binding",234,27,9.77,1.4e-06,"MF"

19,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",16,6,0.67,2.9e-05, "MF"
20,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",21,6,0.88,0.00016, "MF"
21,"G0O:0042132","fructose 1,6-bisphosphate 1-phosphatase ...",5,3,0.21,0.00068,"MF"
22,"G0O:0004185","serine-type carboxypeptidase activity",28,6,1.17,0.00088,"MF"
23,"G0O:0016491","oxidoreductase activity",869,70,36.3,0.00093, "MF"
24,"G0O:0016655", "oxidoreductase activity, acting on NAD(P...",6,3,0.25,0.00131,"MF"
25,"G0O:0003824", "catalytic activity",4391,237,183.41,0.00175,"MF"
26,"G0O:0030246", "carbohydrate binding",96,11,4.01,0.0021,"MF"

27,"G0O:0015297", "antiporter activity",50,7,2.09,0.00443,"MF"
28,"G0O:0015238","drug transmembrane transporter activity",38,6,1.59,0.00452,"MF"
29,"G0O:0016844", "strictosidine synthase activity",3,2,0.13,0.00507,"MF"
30,"G0O:0016830","carbon-carbon lyase activity",45,8,1.88,0.00646, "MF"
31,"GO:0016020","membrane”,1180,78,42.43,9.6e-14,"CC"
32,"G0:0009522","photosystem 1",9,8,0.32,1.3e-06,"CC"

33,"G0:0009538", "photosystem | reaction center",5,4,0.18,7.6e-06,"CC"
34,"G0O:0009523","photosystem 11",19,7,0.68,0.00015,"CC"
35,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex”,15,4,0.54,0.00157,"CC"
36,"G0O:0042651", "thylakoid membrane",18,6,0.65,0.00344,"CC"

37,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane", 17,3,0.61,0.02118,"CC"

H. amplexicaulis F3-F5 Abajo
1,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",88,17,2.77,1.2e-09,"BP"
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2,"G0O:0055114","oxidation-reduction process",728,47,22.93,7.1e-07,"BP"
3,"G0:0030244", "cellulose biosynthetic process",23,6,0.72,5.8e-05,"BP"
4,"G0:0042545", "cell wall modification",10,4,0.32,0.00017,"BP"

5,"G0O:0005975", "carbohydrate metabolic process",357,26,11.25,0.00286,"BP"
6,"G0O.:0006265","DNA topological change”,8,2,0.25,0.02439,"BP"

7,"G0:0005985", "sucrose metabolic process”,9,2,0.28,0.03072,"BP"
8,"G0:0009791","post-embryonic development”,1,1,0.03,0.0315,"BP"
9,"G0:0048580", "regulation of post-embryonic development”,1,1,0.03,0.0315,"BP"
10,"GO:0048581", "negative regulation of post-embryonic de...",1,1,0.03,0.0315,"BP"
11,"GO:0051017","actin filament bundle assembly”,1,1,0.03,0.0315,"BP"
12,"G0:0009908", "flower development”,1,1,0.03,0.0315,"BP"

13,"G0O:0009909", "regulation of flower development”,1,1,0.03,0.0315,"BP"
14,"G0O:2000026", "regulation of multicellular organismal d...",1,1,0.03,0.0315,"BP"
15,"G0O:0003006", "developmental process involved in reprod...",1,1,0.03,0.0315,"BP"
16,"G0O:0020037","heme binding",234,29,7.37,1.8e-10,"MF"
17,"GO:0004601","peroxidase activity",89,17,2.8,1.7e-09,"MF"

18,"G0O:0030599", "pectinesterase activity",10,4,0.31,0.00017,"MF"

19,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos..."224,18,7.05,0.00024,"MF"
20,"GO:0005507", "copper ion binding",31,6,0.98,0.00035, "MF"

21,"GO:0003824", "catalytic activity",4391,193,138.24,4e-04,"MF"

22,"G0:0016760", "cellulose synthase (UDP-forming) activit...",21,5,0.66,4e-04,"MF"
23,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",63,8,1.98,0.00075,"MF"
24,"G0O:0016788", "hydrolase activity, acting on ester bond...",307,23,9.67,0.00217,"MF"
25,"G0O:0009055", "electron transfer activity",86,8,2.71,0.00551,"MF"
26,"G0O:0008725","DNA-3-methyladenine glycosylase activity",4,2,0.13,0.00568, "MF"
27,"G0O:0080019", "fatty-acyl-CoA reductase (alcohol-formin...",4,2,0.13,0.00568, "MF"
28,"G0O:0016705","oxidoreductase activity, acting on paire...",171,12,5.38,0.00764,"MF"
29,"G0O:0005506","iron ion binding",172,12,5.41,0.00799, "MF"

30,"G0:0016899", "oxidoreductase activity, acting on the C...",6,2,0.19,0.01362,"MF"
31,"G0O:0005618","cell wall",30,6,0.85,0.00014,"CC"

32,"G0O:0005856", "cytoskeleton",98,7,2.77,0.01885,"CC"
33,"G0O:0016020","membrane”,1180,42,33.34,0.02031,"CC"

34,"G0:0044430", "cytoskeletal part",89,6,2.51,0.03743,"CC"

35,"G0O:0005576", "extracellular region",29,3,0.82,0.04664,"CC"

36,"G0:0015630", "microtubule cytoskeleton",71,5,2.01,0.04786,"CC"

H. amplexicaulis F3-F5 Arriba

1,"G0O:0006468","protein phosphorylation",797,59,32.85,2.8e-06, "BP"
2,"G0O:0051704","multi-organism process",51,7,2.1,0.0046,"BP"

3,"G0:0009065", "glutamine family amino acid catabolic pr...",3,2,0.12,0.0049,"BP"
4,"G0O:0055085", "transmembrane transport",418,28,17.23,0.0069,"BP"
5,"G0:0009875", "pollen-pistil interaction",48,6,1.98,0.0133,"BP"
6,"G0:0008037","cell recognition”,48,6,1.98,0.0133,"BP"

7,"G0:0048544", "recognition of pollen",48,6,1.98,0.0133,"BP"
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8,"G0:0044706", "multi-multicellular organism process”,48,6,1.98,0.0133,"BP"
9,"G0:0009856", "pollination”,48,6,1.98,0.0133,"BP"

10,"G0O:0000003", "reproduction”,52,6,2.14,0.0192,"BP"
11,"G0O:0022414","reproductive process”,52,6,2.14,0.0192,"BP"

12,"G0O:00551 14", "oxidation-reduction process",728,41,30.01,0.0216,"BP"
13,"G0O:0050832", "defense response to fungus”,1,1,0.04,0.0412,"BP"
14,"G0O:0009767", "photosynthetic electron transport chain",1,1,0.04,0.0412,"BP"
15,"G0O:0009772","photosynthetic electron transport in pho...",1,1,0.04,0.0412,"BP"
16,"GO:0004672","protein kinase activity",795,58,28.38,6.7e-08,"MF"
17,"G0O:0030247", "polysaccharide binding",41,10,1.46,1.2e-06,"MF"
18,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",296,28,10.57,2.1e-06, "MF"
19,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",171,20,6.1,2.6e-06, "MF"
20,"G0O:0005506","iron ion binding",172,19,6.14,1.1e-05,"MF"
21,"GO:0020037","heme binding",234,21,8.35,8.9e-05,"MF"

22,"GO:0005524","ATP binding",1001,56,35.73,0.00034,"MF"
23,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",21,5,0.75,0.00071,"MF"
24,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",16,4,0.57,0.00206, "MF"
25,"G0:0005509", "calcium ion binding",78,8,2.78,0.00643, "MF"
26,"G0:0004611","phosphoenolpyruvate carboxykinase activi...",5,2,0.18,0.01182,"MF"
27,"G0:0033897", "ribonuclease T2 activity",5,2,0.18,0.01182,"MF"
28,"G0:0016892","endoribonuclease activity, producing 3'-...",5,2,0.18,0.01182,"MF"
29,"G0:0016894","endonuclease activity, active with eithe...",5,2,0.18,0.01182,"MF"
30,"G0O:0004497","monooxygenase activity",14,3,0.5,0.01223,"MF"
31,"G0O:0016021","integral component of membrane",525,24,11.01,3.4e-05,"CC"
32,"G0:0016020","membrane", 1180,40,24.75,0.0041,"CC"

H. amplexicaulis F5-F7 Abajo

1,"G0:0030244","cellulose biosynthetic process",23,12,1.14,1.5e-10,"BP"
2,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",357,50,17.71,3.4e-07,"BP"
3,"G0O:0055114","oxidation-reduction process",728,61,36.11,1.7e-05,"BP"
4,"G0O:0006979","response to oxidative stress",88,13,4.36,0.00035,"BP"
5,"G0:0042545", "cell wall modification”,10,4,0.5,0.00098,"BP"

6,"G0O:0006633", "fatty acid biosynthetic process",47,8,2.33,0.00193,"BP"
7,"G0O:0009832", "plant-type cell wall biogenesis",6,3,0.3,0.00216,"BP"
8,"G0:0000226","microtubule cytoskeleton organization",23,5,1.14,0.00467,"BP"
9,"G0O:0007017","microtubule-based process",81,13,4.02,0.00678,"BP"
10,"GO:0000910", "cytokinesis",9,3,0.45,0.00811,"BP"

11,"G0O:0044264", "cellular polysaccharide metabolic proces...",53,17,2.63,0.0128,"BP"
12,"G0O:0048367","shoot system development",4,2,0.2,0.01376,"BP"

13,"G0O:0044036", "cell wall macromolecule metabolic proces...",11,3,0.55,0.01481,"BP"
14,"G0O:0007018", "microtubule-based movement",42,6,2.08,0.01644,"BP"
15,"G0O:0006928","movement of cell or subcellular componen...",42,6,2.08,0.01644,"BP"
16,"G0O:0016760", "cellulose synthase (UDP-forming) activit..."21,12,1,2.4e-11,"MF"
17,"G0O:0020037","heme binding",234,36,11.2,3.2e-10,"MF"
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18,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",224,35,10.72,3.7e-10,"MF"
19,"G0O:0005506","iron ion binding",172,25,8.23,5.5e-07,"MF"

20,"G0O:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",171,23,8.18,6.1e-06,"MF"
21,"G0O:0008017","microtubule binding",54,11,2.58,3.9e-05,"MF"

22,"G0:0010333", "terpene synthase activity",16,6,0.77,6.1e-05,"MF"
23,"G0O:0016747", "transferase activity, transferring acyl! ...",146,19,6.99,6.3e-05, "MF"
24,"G0:0003824", "catalytic activity",4391,288,210.08,6.7e-05,"MF"

25,"G0O:0004601", "peroxidase activity",89,14,4.26,7.5e-05, "MF"

26,"G0O:0030599", "pectinesterase activity",10,4,0.48,0.00086,"MF"
27,"G0O:0004857","enzyme inhibitor activity",35,7,1.67,0.00114,"MF"

28,"G0O:0016757", "transferase activity, transferring glyco...",357,42,17.08,0.00589, "MF"
29,"G0O:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",296,34,14.16,0.0089, "MF"
30,"G0O:0015020", "glucuronosyltransferase activity",10,3,0.48,0.01014,"MF"
31,"G0O:0005618","cell wall",30,7,1.23,0.00015,"CC"

32,"G0O:0005576", "extracellular region",29,5,1.19,0.00572,"CC"
33,"G0O:0005871","kinesin complex",42,6,1.73,0.00651,"CC"
34,"G0O:0016020","membrane”,1180,60,48.49,0.01061,"CC"

35,"G0O:0015630", "microtubule cytoskeleton",71,10,2.92,0.02483,"CC"
36,"G0O:0031225","anchored component of membrane",7,2,0.29,0.03067,"CC"
37,"G0:0048046","apoplast”, 19,3,0.78,0.04042,"CC"

38,"G0:0008352", "katanin complex",1,1,0.04,0.0411,"CC"

H. amplexicaulis F5-F7 Arriba

1,"GO:0006468","protein phosphorylation",797,16,7.48,0.002,"BP"
2,"G0:0009733","response to auxin",20,2,0.19,0.015,"BP"

3,"G0:0009690", "cytokinin metabolic process",5,1,0.05,0.046,"BP"

4,"G0O:0034754", "cellular hormone metabolic process",5,1,0.05,0.046,"BP"
16,"GO:0004672","protein kinase activity",795,15,6.31,0.0011,"MF"
17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",171,6,1.36,0.0023,"MF"
18,"G0O:0005506", "iron ion binding",172,6,1.36,0.0023,"MF"

19,"G0O:0020037","heme binding",234,7,1.86,0.0024,"MF"

20,"G0O:0032559", "adenyl ribonucleotide binding",1146,17,9.09,0.0066,"MF"
21,"G0:0030246", "carbohydrate binding",96,4,0.76,0.0069,"MF"
22,"GO:0046429","4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosph...",1,1,0.01,0.0079,"MF"
23,"G0O:0015036", "disulfide oxidoreductase activity",58,3,0.46,0.0108,"MF"
24,"G0:0043168","anion binding",1454,19,11.53,0.0152,"MF"
25,"G0O:0016667","oxidoreductase activity, acting on a sul...",68,3,0.54,0.0165,"MF"
26,"G0O:0005452","inorganic anion exchanger activity”,3,1,0.02,0.0236,"MF"
27,"G0:0043531","ADP binding",146,4,1.16,0.0283,"MF"
28,"G0O:0016668","oxidoreductase activity, acting on a sul...",4,1,0.03,0.0314,"MF"
29,"G0O:0047134","protein-disulfide reductase activity",4,1,0.03,0.0314,"MF"
30,"G0O:0061733","peptide-lysine-N-acetyltransferase activ...",5,1,0.04,0.039, "MF"
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Hoja de datos suplementaria 2: Términos de GO con los valores p mas bajos para OED entre especies. Se
obtuvieron los 15 términos con valores mas bajos para cada categoria: procesos biolégicos (BP), funcion
molecular (MF) y componente celular (CC). Sélo se muestran los términos que superaron el valor de corte (valor
p < 0,05). Para cada término se indica: Identificador, nombre, N° de términos significativos, N° de términos

esperados, valor p y categoria del término, respectivamente.

F1 Abajo A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"GO:0055114", "oxidation-reduction process",495,118,80.06,1.8¢-06,"BP"
2,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,123,90.58,7.5e-05,"BP"
3,"G0:0030244", "cellulose biosynthetic process”,8,6,1.29,0.00037,"BP"
4,"G0O:0048544", "recognition of pollen",23,11,3.72,0.00038,"BP"

5,"G0:0042546", "cell wall biogenesis", 11,7,1.78,0.00051,"BP"

6,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",250,63,40.44,0.0012,"BP"
7,"G0O:0006979", "response to oxidative stress”,60,19,9.7,0.00206,"BP"
8,"G0:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,99,76.51,0.00234,"BP"
9,"G0:0071554", "cell wall organization or biogenesis",30,15,4.85,0.00616,"BP"
10,"GO:0071805", "potassium ion transmembrane transport”,12,6,1.94,0.00674,"BP"
11,"GO:0020037","heme binding",159,57,25.81,8.7e-10,"MF"

12,"G0O:0005506","iron ion binding",118,42,19.15,1.9e-07,"MF"

13,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,38,19.15,1.1e-05,"MF"
14,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",163,48,26.46,1.3e-05,"MF"
15,"GO:0016747", "transferase activity, transferring acyl! ...",104,34,16.88,2.3e-05, "MF"
16,"G0O:0016760", "cellulose synthase (UDP-forming) activit...",7,6,1.14,0.00011,"MF"
17,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",52,19,8.44,3e-04,"MF"
18,"GO:0004672","protein kinase activity",558,120,90.57,0.00037, "MF"
19,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,20,9.41,5e-04,"MF"

20,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,6,1.79,0.00398, "MF"
21,"G0:0016020","membrane",875,140,94.61,1.7e-10,"CC"

22,"G0:0005618","cell wall",21,8,2.27,0.00095,"CC"
23,"G0:0009521","photosystem",21,7,2.27,0.0048,"CC"

24,"G0O:0031224","intrinsic component of membrane",400,57,43.25,0.00896,"CC"
25,"G0O:0005576","extracellular region",18,6,1.95,0.00901,"CC"
26,"G0:0031012","extracellular matrix",2,2,0.22,0.01164,"CC"
27,"G0:0048046","apoplast”,10,4,1.08,0.01647,"CC"

28,"G0O:0031225","anchored component of membrane”,6,3,0.65,0.01944,"CC"
29,"G0O:0016021","integral component of membrane",394,54,42.6,0.02454,"CC"
30,"G0O:0009522","photosystem 1",7,3,0.76,0.03135,"CC"

F1 Arriba A.lanata vs H. amplexicaulis

1,"GO:0006260","DNA replication”,38,11,2.85,6.8e-05,"BP"

2,"G0:0007275", "multicellular organism development",25,7,1.87,0.0018,"BP"
3,"G0:0034622", "cellular protein-containing complex asse..."40,9,3,0.0023,"BP"
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4,"G0:0006281","DNA repair",92,15,6.89,0.0031,"BP"

5,"G0:0006333","chromatin assembly or disassembly",17,5,1.27,0.0067,"BP"
6,"G0O:0071103","DNA conformation change",26,6,1.95,0.0108,"BP"
7,"G0O:0007015","actin filament organization”,19,5,1.42,0.0111,"BP"
8,"G0:0006323","DNA packaging”,19,5,1.42,0.0111,"BP"
9,"G0:0051276","chromosome organization”,68,14,5.1,0.0114,"BP"
10,"G0O:0034314","Arp2/3 complex-mediated actin nucleation",7,3,0.52,0.0116,"BP"
11,"G0O:0043531","ADP binding",86,22,6.94,7.1e-07,"MF"
12,"G0:0003899","DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activi...",30,9,2.42,0.00041,"MF"
13,"G0O:0008137","NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity",4,3,0.32,0.00196,"MF"
14,"G0O:0140097", "catalytic activity, acting on DNA",63,12,5.08,0.00395,"MF"
15,"G0:0003676","nucleic acid binding",950,97,76.63,0.00597,"MF"

16,"G0O:0032559", "adenyl ribonucleotide binding",863,101,69.61,0.0067,"MF"
17,"G0O:0004386", "helicase activity",45,9,3.63,0.00863,"MF"

18,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,4,0.89,0.00873, "MF"
19,"G0O:0003678","DNA helicase activity",31,7,2.5,0.01017,"MF"
20,"G0O:0005524","ATP binding",777,79,62.67,0.01464,"MF"

21,"GO:0005634", "nucleus",379,53,29.94,2.6e-06,"CC"
22,"G0O:0044427","chromosomal part",41,9,3.24,0.0036,"CC"

23,"G0:0043232", "intracellular non-membrane-bounded organ...",253,35,19.98,0.0065,"CC"
24,"GO:0005885","Arp2/3 protein complex”,7,3,0.55,0.0133,"CC"
25,"G0O:0000786","nucleosome”, 15,4,1.18,0.0256,"CC"

26,"G0O:0032993", "protein-DNA complex”,15,4,1.18,0.0256,"CC"
27,"G0O:0000793","condensed chromosome",9,3,0.71,0.0284,"CC"
28,"G0O:0106068","SUMO ligase complex",4,2,0.32,0.0334,"CC"
29,"G0:0030915","Smc5-Smc6 complex",4,2,0.32,0.0334,"CC"

30,"G0:0005685","U1 snANP"4,2,0.32,0.0334,"CC"

F1 Abajo - A. lanata vs R. pilosa

1,"G0O:0055114" "oxidation-reduction process",495,73,40.97,2.2e-07,"BP"
2,"G0:0005975", "carbohydrate metabolic process",250,32,20.69,0.0077,"BP"
3,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",60,11,4.97,0.0091,"BP"
4,"G0O:0006073", "cellular glucan metabolic process",24,6,1.99,0.0115,"BP"
5,"G0:0044042","glucan metabolic process",24,6,1.99,0.0115,"BP"
6,"G0:0044264","cellular polysaccharide metabolic proces...",25,6,2.07,0.0141,"BP"
7,"G0O:0071554", "cell wall organization or biogenesis",30,6,2.48,0.0334,"BP"
8,"G0:0070726","cell wall assembly",4,2,0.33,0.0366,"BP"
9,"G0:0009664","plant-type cell wall organization",4,2,0.33,0.0366,"BP"
10,"GO:0071668", "plant-type cell wall assembly",4,2,0.33,0.0366,"BP"
11,"G0O:0020037","heme binding",159,32,12.93,1e-06,"MF"

12,"G0O:0043531","ADP binding",86,20,6.99,1.2¢-05,"MF"

13,"GO:0005506","iron ion binding",118,24,9.6,2e-05,"MF"

14,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,22,9.6,0.00017,"MF"
15,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...", 163,27,13.25,0.00026,"MF"
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16,"G0O:0004185", "serine-type carboxypeptidase activity",20,7,1.63,0.00068, "MF"
17,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,12,4.72,0.00204,"MF"
18,"G0O:0016491","oxidoreductase activity",595,86,48.38,0.00586, "MF"
19,"G0O:0016762", "xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...",10,4,0.81,0.0061,"MF"
20,"GO:0004097", "catechol oxidase activity",2,2,0.16,0.0066, "MF"
21,"G0O:0016020","membrane",875,75,56.37,0.0012,"CC"

22,"G0O:0048046", "apoplast”, 10,4,0.64,0.0025,"CC"

23,"G0O:0005664","nuclear origin of replication recognitio...",2,2,0.13,0.0041,"CC"
24,"G0:0031225","anchored component of membrane",6,3,0.39,0.0045,"CC"
25,"G0:0005618", "cell wall",21,5,1.35,0.009,"CC"

26,"G0O:0009523", "photosystem 11",14,4,0.9,0.0099,"CC"

F1 Arriba - A. lanata vs R. pilosa

1,"GO:0006468","protein phosphorylation",560,67,43.6,0.00013,"BP"
2,"G0O:0016036", "cellular response to phosphate starvatio..."2,2,0.16,0.00604,"BP"
3,"G0O:0051704","multi-organism process",26,6,2.02,0.0129,"BP"

4,"G0O:0032200", "telomere organization",3,2,0.23,0.0172,"BP"

5,"G0O:0060249", "anatomical structure homeostasis",3,2,0.23,0.0172,"BP"
6,"G0O:0006108","malate metabolic process",3,2,0.23,0.0172,"BP"

7,"G0:0000723", "telomere maintenance",3,2,0.23,0.0172,"BP"

8,"G0:0006952", "defense response”, 14,4,1.09,0.01931,"BP"

9,"G0:0071555","cell wall organization”,14,4,1.09,0.01931,"BP"

10,"G0O:0045229", "external encapsulating structure organiz...",14,4,1.09,0.01931,"BP"
11,"G0O:0030247", "polysaccharide binding",25,9,1.88,4.8e-05,"MF"
12,"GO:0004672","protein kinase activity",558,67,41.9,5e-05, "MF"

13,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,21,8.86,0.00015, "MF"
14,"G0:0043531","ADP binding",86,17,6.46,0.00018,"MF"

15,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",205,29,15.4,0.00062,"MF"
16,"G0O:0005506","iron ion binding",118,17,8.86,0.00664, "MF"

17,"G0O:0032559", "adenyl ribonucleotide binding",863,90,64.81,0.01293, "MF"
18,"G0O:0030554", "adenyl! nucleotide binding",865,90,64.96,0.0137,"MF"
19,"G0O:0008144","drug binding",822,78,61.73,0.01424,"MF"

20,"GO:0046906", "tetrapyrrole binding",159,20,11.94,0.01506, "MF"
21,"GO:0045261","proton-transporting ATP synthase complex...",5,2,0.26,0.024,"CC"
22,"G0:0031225","anchored component of membrane",6,2,0.31,0.035,"CC"
23,"G0:0016020","membrane",875,54,45.59,0.046,"CC"

F1 Abajo - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,141,84.44,1.3e-11,"BP"
2,"G0:0048544", "recognition of pollen",23,14,3.47,6e-07,"BP"

3,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,97,71.32,0.00047,"BP"
4,"G0:0009733","response to auxin",15,8,2.26,0.00062,"BP"

5,"G0:0042546", "cell wall biogenesis”,11,6,1.66,0.00269,"BP"

6,"G0O.0016567", "protein ubiquitination",52,15,7.84,0.00789, "BP"
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7,"G0:0044036", "cell wall macromolecule metabolic proces...",10,5,1.51,0.01001,"BP"
8,"G0:0071554", "cell wall organization or biogenesis",30,13,4.52,0.01601,"BP"
9,"G0:0006508","proteolysis",237,48,35.74,0.01655,"BP"
10,"G0O:0072488","ammonium transmembrane transport",2,2,0.3,0.02271,"BP"
11,"G0O:0004672","protein kinase activity",558,139,81.34,8.9e-12,"MF"
12,"G0:0020037","heme binding",159,48,23.18,2.6e-07,"MF"
13,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,63,35.13,1.2e-06, "MF"
14,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",52,21,7.58,4.6e-06,"MF"
15,"G0O:0005506","iron ion binding",118,36,17.2,6.4e-06,"MF"

16,"G0O:0030247", "polysaccharide binding",25,13,3.64,1.2e-05,"MF"

17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,34,17.2,4.3e-05, "MF"
18,"G0O:0008725","DNA-3-methyladenine glycosylase activity",4,4,0.58,0.00045,"MF"
19,"GO:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",104,27,15.16,0.00153, "MF"
20,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,6,1.6,0.00226, "MF"
21,"G0O:0016020","membrane",875,115,81.37,1.1e-06,"CC"

22,"G0:0016021","integral component of membrane”,394,51,36.64,0.0041,"CC"
23,"G0O:0031012", "extracellular matrix",2,2,0.19,0.0086,"CC"

24,"G0O:0005618", "cell wall",21,5,1.95,0.039,"CC"

25,"G0:0030312", "external encapsulating structure”,21,5,1.95,0.039,"CC"

F1 Arriba - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"GO:0006260","DNA replication”,38,8,2.61,0.0036,"BP"

2,"G0O:0006560","proline metabolic process”,2,2,0.14,0.0047,"BP"

3,"G0O:0006412" "translation",188,22,12.91,0.0089, "BP"

4,"G0:0006281","DNA repair",92,13,6.32,0.0094,"BP"

5,"G0:0071840", "cellular component organization or bioge...",236,26,16.21,0.0101,"BP"
6,"G0:0006325", "chromatin organization”,46,8,3.16,0.0119,"BP"
7,"G0O:0009147","pyrimidine nucleoside triphosphate metab...",3,2,0.21,0.0135,"BP"
8,"G0:0009065", "glutamine family amino acid catabolic pr...",3,2,0.21,0.0135,"BP"
9,"G0:0051276","chromosome organization",68,10,4.67,0.0166,"BP"
10,"GO:0006996", "organelle organization",147,17,10.1,0.0225,"BP"
11,"G0:0043531","ADP binding",86,22,6.23,1.1e-07,"MF"
12,"G0O:0008168","methyltransferase activity",113,18,8.19,0.0012,"MF"
13,"G0O:0008137","NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity",4,3,0.29,0.0014,"MF"
14,"G0O:0003735", "structural constituent of ribosome",121,18,8.77,0.0026, "MF"
15,"G0O:0045300", "acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase a...",5,3,0.36,0.0034,"MF"
16,"G0O:0016645", "oxidoreductase activity, acting on the C...",10,4,0.72,0.004,"MF"
17,"GO:0046983", "protein dimerization activity",85,12,6.16,0.0187,"MF"
18,"G0O:0061733", "peptide-lysine-N-acetyltransferase activ..."4,2,0.29,0.0285, "MF"
19,"G0O:0034212","peptide N-acetyltransferase activity",4,2,0.29,0.0285,"MF"
20,"G0O:0004402","histone acetyltransferase activity",4,2,0.29,0.0285, "MF"
21,"G0O:0005840","ribosome",119,17,8.2,0.0023,"CC"

22,"G0O:0005664","nuclear origin of replication recognitio...",.2,2,0.14,0.0047,"CC"
23,"G0:0005759", "mitochondrial matrix",6,3,0.41,0.0055,"CC"
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24,"G0O:0000793" "condensed chromosome" 9,3,0.62,0.0197,"CC"

25,"G0:0043229", "intracellular organelle”,750,70,51.68,0.0229,"CC"
26,"G0:0043226","organelle",751,70,51.75,0.0236,"CC"
27,"G0:0043228","non-membrane-bounded organelle",253,33,17.43,0.0309,"CC"
28,"G0:0043232", "intracellular non-membrane-bounded organ...",253,33,17.43,0.0309,"CC"
29,"G0O:0005694" "chromosome",50,9,3.45,0.0399,"CC"

30,"G0:0044427", "chromosomal part",41,8,2.83,0.0443,"CC"

F3 Abajo - A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0048544", "recognition of pollen",23,11,3.08,6.7e-05,"BP"
2,"G0O:0055114","oxidation-reduction process",495,95,66.33,7.9¢-05,"BP"
3,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,91,63.38,1e-04,"BP"
4,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,103,75.04,0.00022,"BP"
5,"G0:0071554", "cell wall organization or biogenesis",30,9,4.02,0.01374,"BP"
6,"G0:0009308","amine metabolic process",21,7,2.81,0.01595,"BP"

7,"G0O:0042126", "nitrate metabolic process”,2,2,0.27,0.01793,"BP"

8,"G0:0042128", "nitrate assimilation",2,2,0.27,0.01793,"BP"

9,"G0:2001057", "reactive nitrogen species metabolic proc...",2,2,0.27,0.01793,"BP"
10,"GO:0003006", "developmental process involved in reprod...",2,2,0.27,0.01793,"BP"
11,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,59,31.78,9.1e-07,"MF"
12,"GO:0004672","protein kinase activity",558,102,73.58,0.00021, "MF"
13,"G0O:0020037","heme binding",159,36,20.97,0.00064, "MF"

14,"GO:0005506","iron ion binding",118,28,15.56,0.00117,"MF"

15,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,27,15.56,0.00249,"MF"
16,"G0O:0043565", "sequence-specific DNA binding",149,32,19.65,0.00309, "MF"
17,"G0:0043531","ADP binding",86,21,11.34,0.00321,"MF"

18,"G0:0030247", "polysaccharide binding",25,9,3.3,0.00327, "MF"
19,"GO:0016701","oxidoreductase activity, acting on singl...",22,8,2.9,0.00513, "MF"
20,"G0O:0016702","oxidoreductase activity, acting on singl...",16,6,2.11,0.01278,"MF"
21,"G0O:0031224","intrinsic component of membrane",400,52,37.87,0.0051,"CC"
22,"G0O:0016021","integral component of membrane",394,50,37.3,0.0102,"CC"
23,"G0:0005618","cell wall",21,6,1.99,0.0107,"CC"

24,"G0O:0030312","external encapsulating structure",21,6,1.99,0.0107,"CC"
25,"G0O:0005576", "extracellular region",18,5,1.7,0.0222,"CC"
26,"G0:0016020","membrane",875,102,82.84,0.0295,"CC"

F3 Arriba - A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",60,20,6.32,1.4e-06,"BP"
2,"G0:0006308","DNA catabolic process”,3,3,0.32,0.0012,"BP"
3,"G0:0006259","DNA metabolic process”,139,27,14.65,0.0068,"BP"
4,"G0O:0046942", "carboxylic acid transport”,24,7,2.53,0.0097,"BP"

5,"G0O:0030071", "regulation of mitotic metaphase/anaphase...",5,3,0.53,0.0099,"BP"
6,"G0.0006928","movement of cell or subcellular componen...",37,9,3.9,0.0125,"BP"
7,"G0:0007018","microtubule-based movement",37,9,3.9,0.0125,"BP"
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8,"G0O:0055114", "oxidation-reduction process",495,67,52.16,0.015,"BP"
9,"G0:0034754", "cellular hormone metabolic process",6,3,0.63,0.0182,"BP"
10,"GO:0009690", "cytokinin metabolic process”,6,3,0.63,0.0182,"BP"
11,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,20,6.53,2.4e-06,"MF"
12,"G0:0043531","ADP binding",86,25,9.68,4.8e-06,"MF"

13,"G0:0020037","heme binding",159,36,17.9,2.5e-05,"MF"

14,"G0:0033897", "ribonuclease T2 activity",3,3,0.34,0.0014,"MF"

15,"GO:0016788", "hydrolase activity, acting on ester bond...",240,43,27.02,0.0049, "MF"
16,"G0O:0008184","glycogen phosphorylase activity",2,2,0.23,0.0127,"MF"
17,"G0O:0004519","endonuclease activity",22,9,2.48,0.0146,"MF"

18,"GO:0046943", "carboxylic acid transmembrane transporte...",14,5,1.58,0.015,"MF"
19,"G0O:0015171","amino acid transmembrane transporter act..."”,14,5,1.58,0.015,"MF"
20,"G0O:0005342","organic acid transmembrane transporter a...",14,5,1.58,0.015,"MF"
21,"GO:0005871", "kinesin complex",37,9,3.61,0.0072,"CC"

22,"G0:0030312", "external encapsulating structure",21,5,2.05,0.0465,"CC"
23,"G0O:0005618", "cell wall",21,5,2.05,0.0465,"CC"

F3 Abajo - A. lanata vs R. pilosa

1,"GO:0055114", "oxidation-reduction process",495,104,59.02,5.8¢e-10,"BP"
2,"G0O:0009308","amine metabolic process”,21,8,2.5,0.0019,"BP"

3,"G0O:0042545", "cell wall modification”,10,5,1.19,0.0036,"BP"
4,"G0O:0048367","shoot system development",4,3,0.48,0.0061,"BP"
5,"G0O:0008152","metabolic process",3461,447,412.69,0.0062,"BP"
6,"G0:1901607", "alpha-amino acid biosynthetic process”,31,9,3.7,0.0082,"BP"
7,"G0O:0010817","regulation of hormone levels",8,4,0.95,0.0094,"BP"
8,"G0O:0006568", "tryptophan metabolic process",5,3,0.6,0.014,"BP"
9,"G0:0006586", "indolalkylamine metabolic process",5,3,0.6,0.014,"BP"
10,"G0O:0042430", "indole-containing compound metabolic pro...",5,3,0.6,0.014,"BP"
11,"G0O:0016491","oxidoreductase activity",595,119,70.29,1.4e-06,"MF"
12,"G0O:0020037","heme binding",159,38,18.78,1.2e-05, "MF"

13,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,30,13.94,2.9e-05,"MF"
14,"G0O:0005506","iron ion binding",118,30,13.94,2.9e-05, "MF"
15,"G0O:0016829","lyase activity",81,21,9.57,0.00033,"MF"
16,"G0O:0050662","coenzyme binding",153,30,18.07,0.00325, "MF"
17,"G0O:0030599", "pectinesterase activity",10,5,1.18,0.00343, "MF"
18,"GO:0016746", "transferase activity, transferring acyl ...",132,26,15.59,0.00556, "MF"
19,"GO:0050660", "flavin adenine dinucleotide binding",38,10,4.49,0.01072,"MF"
20,"G0:0030145","manganese ion binding",5,3,0.59,0.01366, "MF"
21,"G0:0005618","cell wall",21,8,1.93,0.00031,"CC"
22,"G0:0005840","ribosome",119,21,10.93,0.0019,"CC"
23,"G0:0009521","photosystem",21,6,1.93,0.00926,"CC"

24,"G0:0015934","large ribosomal subunit",6,3,0.55,0.01237,"CC"
25,"G0:0044391","ribosomal subunit",7,3,0.64,0.0202,"CC"

26,"G0:0009523", "photosystem 11",14,4,1.29,0.03305,"CC"
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F3 Arriba - A. lanata vs R. pilosa

1,"G0O:0006260","DNA replication”,38,10,3.06,0.00062,"BP"

2,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,64,45.1,0.00168,"BP"
3,"G0:0000724","double-strand break repair via homologou..."2,2,0.16,0.00647,"BP"
4,"G0O:0015849","organic acid transport",24,6,1.93,0.01012,"BP"

5,"G0:0046942", "carboxylic acid transport",24,6,1.93,0.01012,"BP"
6,"G0O:0015711","organic anion transport",32,7,2.58,0.01196,"BP"

7,"G0O:0005976", "polysaccharide metabolic process",32,7,2.58,0.01196,"BP"
8,"G0:0003333","amino acid transmembrane transport”,19,5,1.53,0.01489,"BP"
9,"G0O:0006865","amino acid transport”,19,5,1.53,0.01489,"BP"
10,"G0O:0060249","anatomical structure homeostasis”,3,2,0.24,0.01837,"BP"
11,"G0O:0005524","ATP binding",777,89,65.47,0.0011,"MF"

12,"G0O:0043531","ADP binding",86,16,7.25,0.0019,"MF"

13,"G0O:0004672","protein kinase activity",558,65,47.02,0.0036, "MF"
14,"G0O:0030246", "carbohydrate binding",61,12,5.14,0.0043,"MF"
15,"GO:0015171","amino acid transmembrane transporter act..."”,14,5,1.18,0.0044,"MF"
16,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...", 163,24,13.73,0.0047,"MF"
17,"G0O:0030695","GTPase regulator activity",15,5,1.26,0.0061,"MF"
18,"G0O:0016799", "hydrolase activity, hydrolyzing N-glycos...",10,4,0.84,0.0069, "MF"
19,"G0O:0009916","alternative oxidase activity",2,2,0.17,0.0071,"MF"
20,"G0O:0005085", "guanyl-nucleotide exchange factor activi...",11,4,0.93,0.0102,"MF"
21,"G0O:0044427","chromosomal part",41,8,2.85,0.0059,"CC"
22,"G0O:0000793","condensed chromosome”,9,3,0.63,0.0202,"CC"
23,"G0O:0106068","SUMO ligase complex",4,2,0.28,0.0262,"CC"
24,"G0O:0030915","Smc5-Smc6 complex",4,2,0.28,0.0262,"CC"

25,"G0O:0005875", "microtubule associated complex",45,7,3.13,0.0326,"CC"
26,"G0O:0005634","nucleus",379,35,26.33,0.0343,"CC"

27,"G0O:0015630", "microtubule cytoskeleton",56,8,3.89,0.0363,"CC"
28,"G0O:0005871","kinesin complex”,37,6,2.57,0.039,"CC"
29,"G0O:0045261","proton-transporting ATP synthase complex...",5,2,0.35,0.0417,"CC"
30,"GO:0005856", "cytoskeleton”,79,10,5.49,0.0429,"CC"

F3 Abajo - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,86,55.62,9.5e-06, "BP"

2,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,69,46.98,0.00042,"BP"
3,"G0:0048544", "recognition of pollen",23,8,2.28,0.00114,"BP"
4,"G0:0006508","proteolysis",237,35,23.54,0.00973,"BP"

5,"G0:0006020", "inositol metabolic process",2,2,0.2,0.00985,"BP"

6,"G0:0034637", "cellular carbohydrate biosynthetic proce..." 26,7,2.58,0.01122,"BP"
7,"G0O:0016567","protein ubiquitination",52,11,5.17,0.01152,"BP"

8,"G0:0032446", "protein modification by small protein co...",54,11,5.36,0.01524,"BP"
9,"G0:0009070", "serine family amino acid biosynthetic pr...",3,2,0.3,0.02759, "BP"
10,"GO:0006563","L-serine metabolic process”,3,2,0.3,0.02759,"BP"
11,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,46,23.46,4.6e-06, "MF"
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12,"GO:0004672","protein kinase activity",558,85,54.32,1e-05,"MF"
13,"G0:0030247", "polysaccharide binding",25,9,2.43,0.00036, "MF"
14,"G0O:0005506","iron ion binding",118,22,11.49,0.00199, "MF"

15,"G0O:0004190", "aspartic-type endopeptidase activity",52,12,5.06,0.0035,"MF"
16,"G0O:0005509", "calcium ion binding",55,12,5.35,0.00568, "MF"

17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,20,11.49,0.0094,"MF"
18,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,4,1.07,0.01681,"MF"
19,"G0O:0019787", "ubiquitin-like protein transferase activ...",63,12,6.13,0.01687,"MF"
20,"G0O:0030246", "carbohydrate binding",61,17,5.94,0.01879, "MF"
21,"G0O:0031012" "extracellular matrix",2,2,0.15,0.0053,"CC"
22,"G0:0031224","intrinsic component of membrane",400,40,29.36,0.0157,"CC"
23,"G0:0016020","membrane",875,76,64.22,0.0201,"CC"
24,"G0O:0016021","integral component of membrane",394,39,28.92,0.0203,"CC"

F3 Arriba - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0055114" "oxidation-reduction process",495,77,44.52,3.6e-07,"BP"
2,"G0O:0006979","response to oxidative stress",60,19,5.4,5.6e-07,"BP"
3,"G0:0009690", "cytokinin metabolic process”,6,4,0.54,0.00084,"BP"
4,"GO:0006855","drug transmembrane transport”,19,6,1.71,0.00501,"BP"
5,"G0O:0006596", "polyamine biosynthetic process",5,3,0.45,0.00629,"BP"
6,"G0:0097164","ammonium ion metabolic process",5,3,0.45,0.00629,"BP"
7,"G0:0032200", "telomere organization”,3,2,0.27,0.02276,"BP"

8,"G0O:0060249", "anatomical structure homeostasis",3,2,0.27,0.02276,"BP"
9,"G0O:0006308","DNA catabolic process”,3,2,0.27,0.02276,"BP"

10,"G0O:0000723", "telomere maintenance",3,2,0.27,0.02276,"BP"
11,"GO:0020037","heme binding",159,40,15.5,9.7e-09,"MF"
12,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,18,5.66,5.3e-06,"MF"
13,"G0O:0043531","ADP binding",86,19,8.39,0.00049,"MF"

14,"GO:0005506","iron ion binding",118,23,11.51,0.00087,"MF"

15,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,23,11.51,0.00087,"MF"
16,"GO:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",104,21,10.14,0.00089, "MF"
17,"G0O:0019139", "cytokinin dehydrogenase activity",6,4,0.59,0.00114,"MF"
18,"GO:0009055", "electron transfer activity",65,15,6.34,0.00117,"MF"
19,"GO:0050660", "flavin adenine dinucleotide binding”,38,9,3.71,0.00924,"MF"
20,"G0O:0015238","drug transmembrane transporter activity",22,6,2.15,0.01605,"MF"
21,"G0O:0005618","cell wall",21,6,1.47,0.0024,"CC"

22,"G0:0005759","mitochondrial matrix",6,3,0.42,0.0057,"CC"
23,"G0:0048046","apoplast"”,10,3,0.7,0.028,"CC"

F5 Abajo — A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"GO:0006468","protein phosphorylation",560,107,65.52,2.9¢-08, "BP"
2,"G0:0048544","recognition of pollen",23,10,2.69,0.00012,"BP"

3,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,75,55.34,0.00254, "BP"
4,"G0:0005991", "trehalose metabolic process”, 10,5,1.17,0.00328,"BP"
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5,"G0:0005992", "trehalose biosynthetic process",9,4,1.05,0.01441,"BP"
6,"G0O:0046351", "disaccharide biosynthetic process",10,4,1.17,0.02183,"BP"
7,"G0O:0034637", "cellular carbohydrate biosynthetic proce...",26,7,3.04,0.026,"BP"
11,"G0:0043531","ADP binding",86,30,10.72,5.6e-08,"MF"

12,"GO:0004672","protein kinase activity",558,108,69.57,7.1e-07,"MF"
13,"G0:0030247","polysaccharide binding",25,10,3.12,0.00048, "MF"
14,"G0O:0016891","endoribonuclease activity, producing 5'-...",10,5,1.25,0.00437,"MF"
15,"G0O:0005516", "calmodulin binding",19,7,2.37,0.00592, "MF"

16,"G0O:0046983", "protein dimerization activity",85,19,10.6,0.00738,"MF"
17,"GO:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,43,30.05,0.00867, "MF"
18,"G0O:0008144","drug binding",822,124,102.48,0.0096 1, "MF"

19,"G0:0032559", "adeny! ribonucleotide binding",863,145,107.59,0.01014,"MF"
20,"G0:0030554","adenyl nucleotide binding",865,145,107.84,0.01097,"MF"
21,"G0O:0016459","myosin complex",5,3,0.45,0.0063,"CC"

22,"G0:0071944","cell periphery",61,11,5.5,0.0177,"CC"

23,"G0:0017053", "transcriptional repressor complex”,3,2,0.27,0.0228,"CC"

F5 Arriba - A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0055114" "oxidation-reduction process",495,96,63.23,5.9¢e-06, "BP"
2,"G0O:0006979","response to oxidative stress",60,21,7.66,7.4e-06,"BP"
3,"G0O:0006108","malate metabolic process",3,3,0.38,0.0021,"BP"
4,"G0O:0046942","carboxylic acid transport",24,8,3.07,0.0076,"BP"
5,"G0:0009733","response to auxin",15,6,1.92,0.0076,"BP"

6,"G0:0006259","DNA metabolic process",139,27,17.76,0.0155,"BP"

7,"G0:0015977", "carbon fixation",2,2,0.26,0.0163,"BP"

8,"G0:0015980", "energy derivation by oxidation of organi...",9,4,1.15,0.0196, "BP"
9,"G0:0045333", "cellular respiration”,9,4,1.15,0.0196,"BP"

10,"GO:0006865","amino acid transport”,19,6,2.43,0.0265,"BP"
11,"G0O:0020037","heme binding",159,45,20.4,1.1e-07,"MF"
12,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,20,7.44,1.8e-05,"MF"

13,"G0O:0005506","iron ion binding",118,28,15.14,0.00075, "MF"

14,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,27,15.14,0.00166,"MF"
15,"G0O:0033897", "ribonuclease T2 activity",3,3,0.38,0.0021,"MF"
16,"GO:0015171","amino acid transmembrane transporter act...", 14,6,1.8,0.00526,"MF"
17,"G0O:0016788", "hydrolase activity, acting on ester bond...",240,46,30.79,0.00995,"MF"
18,"G0O:0016655", "oxidoreductase activity, acting on NAD(P...",8,4,1.03,0.01227,"MF"
19,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",12,5,1.54,0.01249,"MF"
20,"GO:0008964","phosphoenolpyruvate carboxylase activity",2,2,0.26,0.01644,"MF"
21,"G0:0000786","nucleosome”, 15,6,1.76,0.0048,"CC"

F5 Abajo — A. lanata vs R. pilosa
1,"GO:0055114", "oxidation-reduction process",495,70,48.5,0.00064,"BP"
2,"G0:1901607", "alpha-amino acid biosynthetic process",31,9,3.04,0.00217,"BP"
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3,"G0O:0007018" "microtubule-based movement",37,9,3.63,0.00787,"BP"
4,"GO:0006568", "tryptophan metabolic process”,5,3,0.49,0.00804,"BP"
5,"G0O:0071555", "cell wall organization”,14,5,1.37,0.00836,"BP"

6,"G0:0048366", "leaf development",2,2,0.2,0.00958,"BP"

7,"G0:0042545", "cell wall modification",10,4,0.98,0.01182,"BP"

8,"G0:0009084", "glutamine family amino acid biosynthetic...",6,3,0.59,0.01491,"BP"
9,"G0O:0008152", "metabolic process",3461,363,339.13,0.01684,"BP"
10,"GO:0009067", "aspartate family amino acid biosynthetic...",7,3,0.69,0.02422,"BP"
11,"G0O:0043531","ADP binding",86,23,8.84,1.1e-05,"MF"
12,"G0O:0050662","coenzyme binding",153,27,15.72,0.0033,"MF"

13,"G0:0003824", "catalytic activity",3286,375,337.63,0.0047,"MF"
14,"G0O:0003774","motor activity",42,10,4.32,0.0086, "MF"

15,"GO:0016741", "transferase activity, transferring one-c...",119,21,12.23,0.0091,"MF"
16,"G0O:0030145","manganese ion binding",5,3,0.51,0.0092,"MF"

17,"GO:0008168", "methyltransferase activity",113,20,11.61,0.0104,"MF"
18,"GO:0004097", "catechol oxidase activity",2,2,0.21,0.0105,"MF"
19,"G0O:0008839","4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reducta...",2,2,0.21,0.0105, "MF"
20,"G0O:0003942","N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reduct..."2,2,0.21,0.0105,"MF"
21,"G0O:0005871","kinesin complex",37,9,3.09,0.0025,"CC"

22,"G0:0005618","cell wall",21,6,1.75,0.0058,"CC"

23,"G0O:0032040", "small-subunit processome",7,3,0.58,0.0155,"CC"
24,"G0O:0030684", "preribosome",9,3,0.75,0.0329,"CC"

F5 Arriba - A. lanata vs R. pilosa

1,"G0O:0009733","response to auxin”,15,7,1.72,0.00072,"BP"

2,"G0:0046942", "carboxylic acid transport",24,8,2.76,0.00398, "BP"

3,"GO:0006570", "tyrosine metabolic process",4,3,0.46,0.00553,"BP"
4,"G0O:0048523","negative regulation of cellular process",19,6,2.18,0.0164,"BP"
5,"GO:0006865","amino acid transport",19,6,2.18,0.0164,"BP"

6,"G0:0003333","amino acid transmembrane transport",19,6,2.18,0.0164,"BP"
7,"GO:0006508", "proteolysis",237,38,27.25,0.01916,"BP"

8,"GO:0055085", "transmembrane transport",294,45,33.81,0.02463,"BP"
9,"G0:1905039", "carboxylic acid transmembrane transport”,21,6,2.41,0.0269, "BP"
10,"GO:1903825","organic acid transmembrane transport",21,6,2.41,0.0269,"BP"
11,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",205,41,23.14,0.00016,"MF"
12,"G0O:0020037","heme binding",159,32,17.95,0.00072, "MF"

13,"GO:0015171","amino acid transmembrane transporter act...",14,6,1.58,0.00274,"MF"
14,"G0O:0005506","iron ion binding",118,24,13.32,0.00277,"MF"

15,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,24,13.32,0.00277,"MF"
16,"GO:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,41,27.21,0.00431,"MF"
17,"G0O:0030247","polysaccharide binding",25,8,2.82,0.00475,"MF"

18,"G0O:0005215", "transporter activity",323,54,36.46,0.01099, "MF"
19,"G0O:0004809","tRNA (guanine-N2-)-methyltransferase act...",.2,2,0.23,0.01273,"MF"
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20,"G0O:0009916", "alternative oxidase activity",2,2,0.23,0.01273,"MF"
21,"G0O:0016020","membrane”,875,103,87.25,0.0079,"CC"
22,"G0O:0005576", "extracellular region",18,5,1.79,0.0272,"CC"

F5 Abajo - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"GO:0006468","protein phosphorylation",560,109,63.27,8.2¢e-10,"BP"
2,"G0O:0048544", "recognition of pollen",23,10,2.6,9e-05,"BP"

3,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,75,563.44,0.00094, "BP"
4,"G0O:0072488","ammonium transmembrane transport”,2,2,0.23,0.01274,"BP"
5,"G0:0015696","ammonium transport”,2,2,0.23,0.01274,"BP"
6,"G0O:0009733","response to auxin",15,5,1.69,0.02067,"BP"

7,"G0O:0009725", "response to hormone",32,8,3.62,0.02269, "BP"
8,"G0:0009719","response to endogenous stimulus”,32,8,3.62,0.02269, "BP"
9,"GO:0016567", "protein ubiquitination",52,11,5.87,0.02793,"BP"

10,"GO:0070647", "protein modification by small protein co...",60,12,6.78,0.03335,"BP"
11,"GO:0004672","protein kinase activity",558,109,62.36,7.8e-10,"MF"
12,"G0:0030247","polysaccharide binding",25,15,2.79,5.1e-09, "MF"
13,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,51,26.93,3.5e-06, "MF"
14,"GO:0005524","ATP binding",777,113,86.83,0.0012,"MF"

15,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,5,1.23,0.0045,"MF"

16,"G0O:0016682", "oxidoreductase activity, acting on diphe...",4,3,0.45,0.0051,"MF"
17,"G0O:0008519","ammonium transmembrane transporter activ...",2,2,0.22,0.0125,"MF"
18,"G0O:0009916", "alternative oxidase activity",2,2,0.22,0.0125,"MF"

19,"G0:0043565", "sequence-specific DNA binding",149,26,16.65,0.0134,"MF"
20,"G0:0005509", "calcium ion binding",55,12,6.15,0.0164,"MF"
21,"G0O:0016020","membrane",875,86,69.61,0.0027,"CC"

F5 Arriba - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",60,20,6.31,1.4e-06,"BP"
2,"G0:0055114" "oxidation-reduction process",495,81,52.05,1.4e-05,"BP"
3,"GO:0006412","translation",188,38,19.77,4.2e-05,"BP"
4,"G0:0046131","pyrimidine ribonucleoside metabolic proc...",3,3,0.32,0.0012,"BP"
5,"G0:0009148","pyrimidine nucleoside triphosphate biosy..."2,2,0.21,0.011,"BP"
6,"G0:0046051","UTP metabolic process",2,2,0.21,0.011,"BP"
7,"G0:0006228","UTP biosynthetic process",2,2,0.21,0.011,"BP"
8,"G0:0006241","CTP biosynthetic process",2,2,0.21,0.011,"BP"
9,"G0:0046036","CTP metabolic process”,2,2,0.21,0.011,"BP"

10,"G0O:0009220", "pyrimidine ribonucleotide biosynthetic p...",2,2,0.21,0.011,"BP"
11,"G0O:0020037","heme binding",159,41,17.38,7.9e-08,"MF"

12,"G0O:0003735", "structural constituent of ribosome”,121,31,13.22,3.6e-06,"MF"
13,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,19,6.34,6.4e-06,"MF"

14,"G0O:0005506", "iron ion binding",118,26,12.9,0.00033,"MF"

15,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,24,12.9,0.00179,"MF"
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16,"G0O:0004550", "nucleoside diphosphate kinase activity",2,2,0.22,0.01193,"MF"
17,"G0:0030983","mismatched DNA binding",10,4,1.09,0.01732,"MF"
18,"GO:0016741", "transferase activity, transferring one-c...",119,21,13.01,0.01748,"MF"
19,"G0:0043531","ADP binding",86,16,9.4,0.02243,"MF"

20,"G0O:0016798","hydrolase activity, acting on glycosyl b...",177,28,19.34,0.02742,"MF"
21,"G0O:0005840", "ribosome",119,30,11.33,1.7e-07,"CC"

22,"G0:1990204", "oxidoreductase complex”,14,5,1.33,0.0073,"CC"

23,"G0O:0005759" "mitochondrial matrix",6,3,0.57,0.0137,"CC"
24,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex",11,4,1.05,0.0154,"CC"
25,"G0O:0042651", "thylakoid membrane”,13,4,1.24,0.0286,"CC"

26,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane”,13,4,1.24,0.0286,"CC"
27,"G0O:0009523","photosystem 1I",14,4,1.33,0.0372,"CC"

28,"G0O:0009521", "photosystem”,21,5,2,0.0427,"CC"

F7 Abajo - A. lanata vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0006468","protein phosphorylation",560,107,78.55,0.00022,"BP"
2,"G0O:0048544", "recognition of pollen",23,9,3.23,0.00258, "BP"

3,"G0:0044264", "cellular polysaccharide metabolic proces..." 25,9,3.51,0.00497,"BP"
4,"G0O:0006073","cellular glucan metabolic process",24,8,3.37,0.0133,"BP"
5,"G0:0044042","glucan metabolic process",24,8,3.37,0.0133,"BP"
6,"G0:0015748","organophosphate ester transport”,8,4,1.12,0.01681,"BP"
7,"G0:0015914","phospholipid transport",8,4,1.12,0.01681,"BP"

8,"G0:0034637", "cellular carbohydrate biosynthetic proce...",26,8,3.65,0.02191,"BP"
9,"G0:0015969", "guanosine tetraphosphate metabolic proce...",5,3,0.7,0.02205,"BP"
10,"G0O:0034035", "purine ribonucleoside bisphosphate metab...",5,3,0.7,0.02205,"BP"
11,"G0:0043531","ADP binding",86,32,12.9,3e-07,"MF"

12,"G0O:0005524","ATP binding",777,153,116.58,8.9e-05,"MF"

13,"G0O:0030247", "polysaccharide binding",25,12,3.75,9.5e-05, "MF"
14,"GO:0004672","protein kinase activity",558,108,83.72,0.002,"MF"
15,"G0O:0003774","motor activity",42,14,6.3,0.0023,"MF"

16,"G0O:0042626","ATPase activity, coupled to transmembran...",32,11,4.8,0.0051,"MF"
17,"G0O:0016891","endoribonuclease activity, producing 5'-...",10,5,1.5,0.0098, "MF"
18,"G0O:0008017","microtubule binding",49,14,7.35,0.0107,"MF"
19,"G0O:0003917","DNA topoisomerase type | activity",4,3,0.6,0.012,"MF"
20,"G0O:0015631","tubulin binding",50,14,7.5,0.0129, "MF"

21,"G0O:0016459","myosin complex",5,4,0.61,0.00098,"CC"

22,"G0O:0071944","cell periphery",61,16,7.45,0.00181,"CC"
23,"G0:0005871","kinesin complex",37,10,4.52,0.0105,"CC"

24,"G0O:0005875", "microtubule associated complex",45,11,5.5,0.01614,"CC"
25,"G0:0030684","preribosome",9,4,1.1,0.01658,"CC"
26,"G0:0048046","apoplast”,10,4,1.22,0.02503,"CC"

27,"G0O:0015630", "microtubule cytoskeleton",56,12,6.84,0.03336,"CC"
28,"G0O:0030312","external encapsulating structure",21,6,2.56,0.03452,"CC"
29,"G0:0005618","cell wall",21,6,2.56,0.03452,"CC"
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30,"G0O:0017053", "transcriptional repressor complex”,3,2,0.37,0.04097,"CC"

F7 Arriba - A. lanata vs H. amplexicaulis
1,"G0:0015979","photosynthesis",35,16,5.16,0.00039, "BP"

2,"G0:0003333","amino acid transmembrane transport”,19,9,2.8,0.00072,"BP"
3,"G0:0009765", "photosynthesis, light harvesting”,10,5,1.47,0.00909, "BP"
4,"G0O:0050801" "ion homeostasis" 4,3,0.59,0.01136,"BP"

5,"G0O:0006873","cellular ion homeostasis” 4,3,0.59,0.01136,"BP"
6,"GO:0006950","response to stress”,210,43,30.96,0.01308,"BP"

7,"G0O:0009733", "response to auxin”,15,6,2.21,0.01533,"BP"

8,"G0:0015977","carbon fixation",2,2,0.29,0.02171,"BP"

9,"G0:0006333","chromatin assembly or disassembly",17,6,2.51,0.02924,"BP"
10,"GO:1901136", "carbohydrate derivative catabolic proces...",13,5,1.92,0.03172,"BP"
11,"GO:0015171","amino acid transmembrane transporter act...", 14,9,1.96,2.1e-05,"MF"
12,"G0:0020037","heme binding",159,42,22.29,2.2e-05,"MF"

13,"GO:0016758", "transferase activity, transferring hexos...",205,48,28.74,0.00016, "MF"
14,"G0O:0005506","iron ion binding",118,31,16.55,0.00029, "MF"

15,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,29,16.55,0.00142,"MF"
16,"G0O:0008171","O-methyltransferase activity",12,6,1.68,0.00324,"MF"
17,"G0O:0016655", "oxidoreductase activity, acting on NAD(P...",8,4,1.12,0.01681,"MF"
18,"G0O:0008964", "phosphoenolpyruvate carboxylase activity",2,2,0.28,0.01964,"MF"
19,"G0O:0005088","Ras guanyl-nucleotide exchange factor ac...",6,3,0.84,0.03954, "MF"
20,"G0:0005089","Rho guanyl-nucleotide exchange factor ac...",6,3,0.84,0.03954, "MF"
21,"GO:0000786","nucleosome”, 15,8,2.14,4e-04,"CC"

22,"G0O:0009538","photosystem | reaction center”,5,4,0.71,0.0018,"CC"
23,"G0O:0009521", "photosystem",21,11,3,0.0038,"CC"

24,"G0O:0009522", "photosystem 1",7,6,1,0.0198,"CC"

25,"G0O:0042651", "thylakoid membrane”, 13,5,1.86,0.0277,"CC"

26,"G0O:0009523", "photosystem 11",14,5,2,0.0382,"CC"

F7 Abajo — A. lanata vs R. pilosa

1,"G0O:0007018","microtubule-based movement",37,16,5.31,1.8e-05,"BP"
2,"G0:1901607","alpha-amino acid biosynthetic process",31,13,4.45,0.00017,"BP"
3,"G0O:0006073","cellular glucan metabolic process",24,11,3.45,0.00021,"BP"
4,"G0O:0055114","oxidation-reduction process",495,95,71.09,0.00103,"BP"
5,"G0:0009073","aromatic amino acid family biosynthetic ...",18,8,2.59,0.002,"BP"
6,"GO:0009066", "aspartate family amino acid metabolic pr...",8,5,1.15,0.00231,"BP"
7,"G0O:0006979", "response to oxidative stress",60,16,8.62,0.00868,"BP"
8,"G0O:0000105", "histidine biosynthetic process",7,4,1.01,0.01029,"BP"
9,"G0:0052803", "imidazole-containing compound metabolic ...",7,4,1.01,0.01029,"BP"
10,"GO:0006547", "histidine metabolic process",7,4,1.01,0.01029,"BP"
11,"G0O:0008017","microtubule binding",49,21,7.26,1.9e-06,"MF"
12,"G0:0043531","ADP binding",86,30,12.75,2.6e-06, "MF"

13,"G0O:0003777", "microtubule motor activity",37,16,5.48,2.8e-05,"MF"
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14,"G0:0003824", "catalytic activity",3286,561,487.09,0.00011,"MF"
15,"GO:0016762", "xyloglucan:xyloglucosyl transferase acti...", 10,6,1.48,0.00128, "MF"
16,"G0O:0005524","ATP binding",777,144,115.18,0.00139,"MF"
17,"G0O:0008168","methyltransferase activity",113,29,16.75,0.00166, "MF"
18,"G0O:0003774","motor activity",42,20,6.23,0.00202, "MF"

19,"G0O:0047262", "polygalacturonate 4-alpha-galacturonosyl...",15,7,2.22,0.00332,"MF"
20,"GO:0004601","peroxidase activity",58,17,8.6,0.00341,"MF"

21,"G0O:0005871", "kinesin complex",37,16,4.39,1.2e-06,"CC"

22,"G0O:0005618", "cell wall",21,9,2.49,0.00032,"CC"

23,"G0O:0048046", "apoplast”, 10,6,1.19,0.00036,"CC"

24,"G0O:0016459","myosin complex",5,4,0.59,0.00088,"CC"

25,"G0:0032040", "small-subunit processome”, 7,4,0.83,0.00507,"CC"
26,"G0O:0017053", "transcriptional repressor complex”,3,2,0.36,0.03883,"CC"

F7 Arriba - A. lanata vs R. pilosa
1,"G0O:0003333","amino acid transmembrane transport”,19,7,2.33,0.0053,"BP"
2,"G0O:0006570","tyrosine metabolic process",4,3,0.49,0.0066,"BP"
3,"G0O:0016036", "cellular response to phosphate starvatio...",2,2,0.24,0.015,"BP"
4,"G0O:0009267","cellular response to starvation”,2,2,0.24,0.015,"BP"
5,"G0:0015977", "carbon fixation",2,2,0.24,0.015,"BP"
6,"G0:0042594", "response to starvation",2,2,0.24,0.015,"BP"
7,"G0:0018904", "ether metabolic process", 18,6,2.2,0.0166,"BP"
8,"G0:0006662","glycerol ether metabolic process",18,6,2.2,0.0166,"BP"
9,"G0:0032501", "multicellular organismal process",48,11,56.87,0.0272,"BP"
10,"G0O:0009733", "response to auxin”,15,5,1.84,0.0284,"BP"
11,"G0O:0005506", "iron ion binding",118,26,14.42,0.0018,"MF"
12,"G0O:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,26,14.42,0.0018,"MF"
13,"G0O:0015171","amino acid transmembrane transporter act...",14,6,1.71,0.0041,"MF"
14,"G0O:0020037","heme binding",159,31,19.43,0.0051,"MF"
15,"G0O:0015035", "protein disulfide oxidoreductase activit...",40,11,4.89,0.0069,"MF"
16,"G0O:0004809","tRNA (guanine-N2-)-methyltransferase act...",2,2,0.24,0.0149,"MF"
17,"G0O:0008964", "phosphoenolpyruvate carboxylase activity”,2,2,0.24,0.0149,"MF"
18,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,41,29.45,0.0162,"MF"
19,"G0O:0140110", "transcription regulator activity",253,42,30.92,0.0222, "MF"
20,"G0O:0017048","Rho GTPase binding",6,3,0.73,0.0274,"MF"
21,"G0:0000786","nucleosome”, 15,6,1.62,0.0032,"CC"
22,"G0O:0044421","extracellular region part",4,3,0.43,0.0046,"CC"
23,"G0O:0005615","extracellular space”,2,2,0.22,0.0116,"CC"
24,"G0:0009523","photosystem II",14,5,1.51,0.0124,"CC"
25,"G0:0005634","nucleus",379,52,40.98,0.027,"CC"

F7 Abajo — R. pilosa vs H. amplexicaulis
1,"GO:0006468","protein phosphorylation",560,84,53.37,5.9e-06, "BP"
2,"G0:0048544", "recognition of pollen",23,8,2.19,0.00086,"BP"
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3,"G0O:0006355", "regulation of transcription, DNA-templat...",473,63,45.08,0.00275,"BP"
4,"G0O:0000070", "mitotic sister chromatid segregation”,8,4,0.76,0.00417,"BP"
5,"G0:0005992", "trehalose biosynthetic process",9,4,0.86,0.00695,"BP"
6,"G0O:0016567","protein ubiquitination",52,10,4.96,0.02278,"BP"

7,"G0:0006260","DNA replication”,38,8,3.62,0.02413,"BP"

8,"G0O:0070647","protein modification by small protein co...",60,11,5.72,0.02427,"BP"
9,"G0O:0009070", "serine family amino acid biosynthetic pr...",3,2,0.29,0.02547,"BP"
10,"GO:0006563","L-serine metabolic process”,3,2,0.29,0.02547,"BP"
11,"GO:0004672","protein kinase activity",558,84,54.14,1.6e-05,"MF"

12,"G0O:0030247", "polysaccharide binding",25,10,2.43,5.8e-05, "MF"
13,"G0O:0003700","DNA-binding transcription factor activit...",241,40,23.38,0.00044, "MF"
14,"G0O:0010333", "terpene synthase activity",11,5,1.07,0.00238, "MF"
15,"G0O:0005524","ATP binding",777,98,75.39,0.00267,"MF"

16,"G0O:0043531","ADP binding",86,16,8.34,0.00773, "MF"

17,"GO:0005506","iron ion binding",118,20,11.45,0.00907, "MF"

18,"G0O:0009916", "alternative oxidase activity",2,2,0.19,0.0094,"MF"

19,"G0O:0005509", "calcium ion binding",55,11,5.34,0.01494,"MF"
20,"G0O:0003677","DNA binding",540,67,52.39,0.01811,"MF"
21,"G0O:0016020","membrane",875,72,61.76,0.036,"CC"

F7 Arriba - R. pilosa vs H. amplexicaulis

1,"G0O:0055114" "oxidation-reduction process",495,91,59.13,6.2e-06, "BP"
2,"G0O:0006979","response to oxidative stress",60,19,7.17,3.9e-05,"BP"
3,"G0:0071555", "cell wall organization",14,6,1.67,0.0036,"BP"

4,"G0O:0006525", "arginine metabolic process”,5,3,0.6,0.0141,"BP"
5,"G0:0008643","carbohydrate transport",5,3,0.6,0.0141,"BP"
6,"G0O:0006952","defense response”, 14,5,1.67,0.019,"BP"

7,"G0O:0042545", "cell wall modification",10,4,1.19,0.0234,"BP"
8,"G0:0008152","metabolic process",3461,439,413.46,0.0235, "BP"

9,"G0:0006633", "fatty acid biosynthetic process”,32,8,3.82,0.0307,"BP"
10,"G0O:0009308","amine metabolic process",21,6,2.51,0.0318,"BP"
11,"GO:0020037","heme binding",159,44,19.51,8.7e-08,"MF"

12,"G0O:0005506","iron ion binding",118,30,14.48,5.9e-05, "MF"
13,"G0O:0004601","peroxidase activity",58,18,7.12,0.00012,"MF"

14,"G0O:0003824", "catalytic activity",3286,476,403.22,0.00021,"MF"

15,"G0O:0005507", "copper ion binding",18,8,2.21,7e-04,"MF"

16,"G0O:0004553", "hydrolase activity, hydrolyzing O-glycos...",163,37,20,0.00097, "MF"
17,"GO:0016705", "oxidoreductase activity, acting on paire...",118,26,14.48,0.00188,"MF"
18,"G0O:0008168","methyltransferase activity",113,25,13.87,0.00215, "MF"
19,"GO:0016747", "transferase activity, transferring acyl ...",104,23,12.76,0.00319,"MF"
20,"G0O:0004650","polygalacturonase activity",7,4,0.86,0.0058, "MF"
21,"G0:0005618","cell wall",21,7,2,0.0023,"CC"

22,"G0:0031225","anchored component of membrane”,6,3,0.57,0.0137,"CC"
23,"G0:0044430", "cytoskeletal part",71,13,6.76,0.014,"CC"
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24,"G0O:0009654","photosystem Il oxygen evolving complex”,11,4,1.05,0.0154,"CC"
25,"G0O:0005871", "kinesin complex”,37,8,3.52,0.0199,"CC"

26,"G0O:0005875", "microtubule associated complex",45,9,4.29,0.0227,"CC"
27,"G0:0031226","intrinsic component of plasma membrane”,3,2,0.29,0.0254,"CC"
28,"G0:0042651", "thylakoid membrane”,13,4,1.24,0.0286,"CC"

29,"G0:0019898", "extrinsic component of membrane”,13,4,1.24,0.0286,"CC"
30,"G0:0043228","non-membrane-bounded organelle”,253,33,24.1,0.0293,"CC"

Hoja de datos suplementaria 3: Lista de ortogrupos asociadas a procesos del desarrollo.

Fotorrespiracion

Ortogrupo
0G0000295
0G0000378

0G0000783

0G0000964
0G0001962
0G0002384
0G0003519
0G0003992

0G0004041
0G0004061
0G0004294

0G0004978
0G0005385

0G0005556

0G0006771
0G0007574
0G0007822
0G0008057
0G0010248
0G0012065
0G0012541
0G0000516
0G0011137

0G0001049

Ortdlogo anotado

Sobic.001G065600.1.p,Sobic.006G220500.1.p,Sobic.002G374700

.1.p,Sobic.006G220600.3.p

Sobic.004G247000.1.p,Sobic.001G116400.2.p,Sobic.001G451500

.1.p
Sobic.005G042000.1.p,Sevir.3G319300.1.p
Sobic.008G039900.1.p
Sobic.007G226800.1.p,Sobic.002G233700.1.p
Sobic.005G113300.1.p,Sobic.008G144800.1.p
Sobic.007G213700.1.p

Sobic.004G055700.2.p

Sobic.003G373600.1.p, GRMZM2G113959_P01
Sobic.003G152900.1.p
Sobic.001G097100.3.p

GRMZM2G024823_P02,Sobic.001G288900.1.p
Sobic.006G220800.1.p

Sobic.009G004100.1.p

Sobic.004G001300.1.p
Sobic.006G130300.1.p
Sobic.008G062500.1.p
Sobic.001G283000.1.p
Sobic.001G007000.1.p
Sobic.008G112300.1.p
Sobic.002G006600.1.p
Sobic.004G011566.1.p,Sobic.010G274500.2.p
Sobic.010G024600.1.p

Sobic.003G258800.1.p

Anotacion

Aldolase-type TIM barrel family protein

glutamine synthase clone
R1,glutamine synthase clone F11
ribulose bisphosphate carboxylase
small chain 1A

glycine decarboxylase P-protein 2
dicarboxylate transport 2.1

serine hydroxymethyltransferase 4
alanine:glyoxylate aminotransferase

Single hybrid motif superfamily protein

serine hydroxymethyltransferase
7,serine hydroxymethyltransferase 6
mitochondrial lipoamide
dehydrogenase 1

serine transhydroxymethyltransferase
1

Mitochondrial substrate carrier family
protein

Glycine cleavage T-protein family

P-loop containing nucleoside
triphosphate hydrolases superfamily
protein

hydroxypyruvate reductase
2-phosphoglycolate phosphatase 1
Single hybrid motif superfamily protein
membrane protein,putative
2-phosphoglycolate phosphatase 2
dicarboxylate transporter 1
glutamate:glyoxylate aminotransferase
catalase 1,catalase 2

Glycine cleavage T-protein family

NADH-dependent glutamate synthase
1
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Ciclo de CBB

Ortogrupo  Ortdlogo anotado Anotacion
0OG0000622 Sobic.010G188300.1.p,Sobic.003G393900.1.p Aldolase superfamily protein

Sobic.009G183700.1.p,Sevir.5G354000.2.p,Sobic.010G22180 Phosphoglycerate kinase family
0G0000741 ; .

0.1.p protein,phosphoglycerate kinase
0OG0000759 Sobic.003G172800.2.p ribulose-bisphosphate carboxylases
0G0000783  Sobic.005G042000.1.p,Sevir.3G319300.1.p gﬁg}gsf/\b’s”ms"”am carboxylase small
OG0000861 Sobic.008G053200.1.p,Sobic.005G056400.1.p fructose-bisphosphate aldolase 2
0OG0001568 Sobic.005G231600.1.p rubisco activase
0OG0001652 Sobic.001G003100.1.p,Sobic.009G098100.1.p chaperonin-60alpha
0G0002203  Sobic.004G002200.1.p,Sobic.010G011200.1.p TCP-1/cpn60 chaperonin family

protein,chaperonin 60 beta
0G0002237 Sobic.006G034300.1.p,Sobic.010G023700.1.p Transketolase
0OG0003654 Sobic.004G272100.1.p phosphoribulokinase
. glyceraldehyde 3-phosphate
0G0004555 Sobic.006G105900.1.p dehydrogenase A subunit 2
OG0005782 Sobic.001G425400.1.p high cyclic electron flow 1
OG0006166 Sobic.003G359100.1.p sedoheptulose-bisphosphatase
0G0007543 Sobic.003G096000.2.p Aldolase superfamily protein
0G0007618 GRMZM2G480850_PO1 CP12 domain-containing protein 1
OG0008019 Sobic.002G277100.1.p triosephosphate isomerase
0OG0010329 Sobic.001G236800.1.p phosphoglycerate kinase 1
0G0010691  Sobic.001G069000.1.p NagB/RpiA/CoA transferase-like
superfamily protein
0G0012267 Sobic.006G248700.2.p P-loop containing nug/eOSIde 'trlphosphate
hydrolases superfamily protein
0G0012671 Sobic.002G051100.1.p gr’gfeslﬁ 5-phosphate isomerase,type A
0G0014845 Sobic.001G519800.1.p 9lyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase B subunit
Fotosintesis
Ortogrupo Ortdlogo anotado Anotacion
light-harvesting chlorophyll B-binding protein 3,light-
Sobic.002G339200.2.p,Sobic.002G289100.1.p,Sobic harvesting chlorophyll-protein complex Il subunit
OG0000081  .002G288300.1.p,Sobic.009G234600.1.p,GRMZM2G Bf1,photosystem Il light harvesting complex gene
105518_PO1 B1B2,photosystem Il light harvesting complex gene
2.1
0G0000278 Sobic.010G160700.1.p,Sobic.003G301800.1.p,Sobic phosphoenolpyruvate carboxylase
.004G106900.1.p 2,phosphoenolpyruvate carboxylase 3
0OG0000783  Sobic.005G042000.1.p,Sevir.3G319300.1.p ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1A
OG0000861  Sobic.008G053200.1.p,Sobic.005G056400.1.p fructose-bisphosphate aldolase 2
0OG0001093  Sobic.002G052100.1.p,Sobic.002G052000.2.p Chlorophyll A-B binding family protein
OG0001136  Sobic.007G065500.1.p,Sobic.002G322000.2.p glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2
0OG0001317  Sobic.003G367500.1.p,Sobic.009G152700.1.p Inositol monophosphatase family protein
OG0001553  Sobic.003G234500.1.p carbonic anhydrase 2
0OG0001568  Sobic.005G231600.1.p rubisco activase
0G0001652  Sobic.001G003100.1.p,Sobic.009G098100.1.p chaperonin-60alpha

175




0G0001703

0G0001724

0G0001725
0G0001814

0G0002054
0G0002068
0G0002204
0G0002462

0G0002475

0G0002605
0G0003214

0G0003469

0G0003574

0G0003592
0G0003643
0G0003792
0G0003966
0G0003992
0G0004318
0G0004496
0G0004520

0G0004555

0G0004571
0G0004614
0G0004657
0G0004918
0G0005003
0G0005295
0G0005335
0G0005399
0G0005402
0G0005462

0G0005771
0G0005782
0G0005886

0G0005896
0G0005907
0G0006162

0G0006224

Sobic.002G026300.1.p,Sobic.002G160300.1.p

Sobic.002G330500.1.p,Sevir.2G354200.1.p,Sobic.00

9G137700.1.p
Sobic.003G055300.1.p,Sobic.002G414400.1.p
Sobic.004G238500.1.p,Sobic.003G122100.1.p

Sobic.010G005500.1.p
Sobic.001G005200.2.p
Sobic.009G132900.1.p
Sevir.2G035400.1.p,Sobic.002G033400.1.p

Sobic.008G088821.1.p,Sobic.009G246400.1.p

Sobic.007G071500.1.p
Sobic.008G051000.1.p

Sobic.008G063500.1.p

Sobic.004G056400.1.p

Sobic.003G313000.1.p
Sobic.001G046900.1.p
Sobic.008G004800.1.p
Sobic.002G329600.1.p
Sobic.004G055700.2.p
Sobic.002G338000.1.p
Sobic.010G184600.1.p
Sobic.001G079500.1.p

Sobic.006G105900.1.p

Sobic.007G023300.1.p
Sobic.004G261800.1.p
Sobic.009G143100.1.p
Sobic.004G193400.1.p
Sobic.003G370000.1.p
Sobic.002G352100.1.p
GRMZM2G451224_P01,Sobic.009G229700.1.p
Sobic.006G264900.1.p
Sobic.010G229400.1.p
Sobic.004G023400.1.p

Sobic.007G136900.1.p
Sobic.001G425400.1.p
Sobic.001G417200.1.p

Sobic.002G242000.1.p
Sobic.010G101600.1.p
Sobic.001G394400.1.p

Sobic.002G047400.1.p

Phosphofructokinase family protein

isopentenyl pyrophosphate:dimethylally!
pyrophosphate isomerase 2,isopenteny!
diphosphate isomerase 1

photosystem Il subunit X

Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
family protein

ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 2
PGR5-LIKE A
pyruvate orthophosphate dikinase

root FNR 2

solanesyl diphosphate synthase 1,solanesy!
diphosphate synthase 2

photosystem Il subunit R

magnesium chelatase i2

photosystem | reaction center subunit PSI-

N, chloroplast,putative / PSI-N,putative (PSAN)
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of
plastid 2

photosystem Il reaction center W

photosystem | subunit D-2

ferritin 4

photosystem Il subunit Q-2

Single hybrid motif superfamily protein

light harvesting complex photosystem Il

Plant haem oxygenase (decyclizing) family protein

salt tolerance zinc finger

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A
subunit 2

photosystem Il BY

Phosphofructokinase family protein
photosynthetic electron transfer C
Photosystem Il 5 kD protein

Chlorophyll A-B binding family protein
photosystem | light harvesting complex gene 2
photosystem | subunit H2

geranyl diphosphate synthase 1

low psii accumulation2

light-harvesting chlorophyll-protein complex |
subunit A4

high cyclic electron flow 1

ATPase,F0 complex,subunit
B/B\',bacterial/chloroplast

photosystem | subunit G
Phosphofructokinase family protein
phytochrome B

protein containing PDZ domain,a K-box domain,and
a TPR region
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0G0006250
0G0006426
0G0006664
0G0006730
0G0006771
0G0006822

0G0006924

0G0006949

0G0006989
0G0007358
0G0007437
0G0007507
0G0007618
0G0007652
0G0007822
0G0007870
0G0008135
0G0008169
0G0008260
0G0008816
0G0008830
0G0009019
0G0009148
0G0009162
0G0009555
0G0009577

0G0009639

0G0009902
0G0010329
0G0010635
0G0010691

0G0010890

0G0011043
0Goo11222
0G0011330
0G0011719
0GO0011754

0G0011853

0G0011875
0G0011917

GRMZM2G043109_PO1
Sobic.010G241000.1.p
Sobic.001G179100.1.p
Sobic.002G033800.1.p
Sobic.004G001300.1.p
Sobic.006G016900.1.p

Sobic.004G126000.1.p

Sobic.004G227200.1.p

Sobic.001G289500.1.p
Sobic.001G041800.1.p
Sobic.002G119500.3.p
Sobic.004G336200.1.p
GRMZM2G480850_PO01
Sobic.004G191200.1.p
Sobic.008G062500.1.p
Sobic.001G087100.1.p
Sobic.003G110100.1.p
Sobic.004G235200.1.p
Sobic.004G151600.1.p
Sobic.007G027000.1.p
Sobic.008G179900.1.p
Sobic.009G225600.1.p
Sobic.001G078000.1.p
Sobic.001G070500.1.p
Sobic.003G203000.1.p
Sobic.002G316700.1.p

Sobic.003G221700.1.p

Sobic.009G137000.1.p
Sobic.001G236800.1.p
Sobic.009G219100.1.p
Sobic.001G069000.1.p

Sobic.010G277600.1.p

Sobic.003G433900.1.p
Sobic.010G027200.1.p
Sobic.007G212400.2.p
Sobic.005G087000.1.p
Sobic.006G214700.1.p

Sobic.006G162200.1.p

Sobic.006G084500.1.p
Sobic.002G198600.1.p

dicarboxylate diiron protein,putative (Crd1)
photosystem Il subunit O-2

post-illumination chlorophyll fluorescence increase
one helix protein

hydroxypyruvate reductase

cysteine synthase C1

Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase
family protein

ferredoxin/thioredoxin reductase subunit A (variable
subunit) 2

pfkB-like carbohydrate kinase family protein
ALBINA 1

photosystem | subunit E-2

CLP protease proteolytic subunit 6
CP12 domain-containing protein 1
PsbQ-like 2

Single hybrid motif superfamily protein
phytochrome C

O-acetylserine (thiol) lyase B

ATP synthase delta-subunit gene
FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase

O-acetylserine (thiol) lyase (OAS-TL) isoform A1
2Fe-2S ferredoxin-like superfamily protein
cytochrome b6f complex subunit (petM),putative
photosystem | subunit F

one-helix protein 2

ATPase,F1 complex,gamma subunit protein

Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il reaction
center PsbP family protein

FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein
phosphoglycerate kinase 1
STT7 homolog STN7

NagB/RpiA/CoA transferase-like superfamily protein
photosystem Il stability/assembly factor,chloroplast
(HCF136)

NAD(P)H:plastoquinone dehydrogenase complex
subunit O

CLP protease proteolytic subunit 2
Mog1/PsbP/DUF 1795-like photosystem Il reaction
center PsbP family protein

light harvesting complex of photosystem Il 5
Arabidopsis thaliana protein of unknown function
(DUF794)

subunit NDH-M of NAD(P)H:plastoquinone
dehydrogenase complex

Photosystem Il reaction center PsbP family protein

inorganic carbon transport protein-related
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Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem Il reaction

0G0011936  Sobic.009G130800.1.p center PsbP family protein

0G0012017  Sobic.001G347800.1.p heme oxygenase 2

0G0012212  Sobic.002G159100.1.p Chlorophyll A-B binding family protein

0G0012267  Sobic.006G248700.2.p Zy’c‘j’r‘;‘,’a‘;‘;’gﬁ%’gfg ;fl’fgsr’odtg”’;’ Iphosphate

0G0012298  Sobic.010G189300.1.p photosystem | light harvesting complex gene 3

0G0012301  Sobic.003G328200.1.p Mog1/ P;f;;{%gg 2?01’,’6"5, photosystem il reaction

0G0012377  Sobic.002G215000.2.p photosystem | light harvesting complex gene 6

0G0012444  Sobic.002G030200.1.p photosystem Il subunit P-1

0G0012496  Sobic.002G305700.1.p NDH-dependent cyclic electron flow 1

0OG0012671  Sobic.002G051100.1.p Ribose 5-phosphate isomerase,type A protein

0G0013713  Sobic.006G073500.1.p photosystem | subunit O

OG0013743  Sobic.001G415400.1.p PsbP-like protein 2

0G0014227  Sobic.004G056900.1.p photosystem | light harvesting complex gene 1

0G0014374  Sobic.003G052500.1.p photosystem | subunit |

0G0015229 GRMZMZ2G384988 P01 ATP synthase subunit beta

OGO016280 _ Sobic.003G378600.1.p NADPquinone or simiar compound as acoeptor
Ciclo C4

Ortogrupo Ortdélogo anotado Anotacion

0G0000342 iogézgg%ggggiog 1.p, Sobic.006G276700.2.p,Sob pyrophosphorylase 3,pyrophosphorylase 4

0OG0000495 Sobic.009G108700.1.p,Sobic.009G069600.1.p NADP-malic enzyme 4,NADP-malic enzyme 3

0G0001149 Sobic.002G375800.1.p alanine aminotransferase 2

0G0001553 Sobic.003G234500.1.p carbonic anhydrase 2

0G0002204 Sobic.009G132900.1.p pyruvate orthophosphate dikinase

0G0002332 Sobic.002G159900.2.p rGeIIL;ct:gge—6—phosphate/phospha te translocator-

0G0002544 Sobic.003G431900.1.p,Sobic.009G124000.1.p Protein of unknown function (DUF3411)

0G0002658 Sobic.003G002300.1.p rGeIIL;ct:gge—6—phosphate/phosphate translocator-

0G0002688  Sobic.003G050800.1.p,Sobic.009G062500.1.p rGeI/L; cose -6-phosphate/phosphate translocator-

0G0003087 Sobic.009G240700.1.p Lactate/malate dehydrogenase family protein

0G0003499 Sobic.004G219900.1.p phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 1

0OG0003989 Sobic.007G166200.1.p lactate/malate dehydrogenase family protein

0G0004015 Sobic.002G324400.1.p PPDK regulatory protein

0G0004441 Sobic.003G236800.1.p Sodium Bile acid symporter family

0G0005162 Sobic.007G137600.1.p malate dehydrogenase

OG0005953 Sobic.001G432800.1.p phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

0G0006181 Sobic.007G113600.2.p adenylate kinase family protein

0OG0006537 Sobic.004G165000.1.p Sodium Bile acid symporter family

0OG0009009 Sobic.002G309400.1.p NAD-dependent malic enzyme 1
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0G0011845

Sobic.001G201700.1.p

NAD-dependent malic enzyme 2

0G0012060 Sobic.002G385700.2.p malate dehydrogenase
0G0012294 Sobic.004G331700.1.p aspartate aminotransferase 5
0G0012980 Sobic.004G311100.1.p pyrophosphorylase 6
0G0015176 Sobic.004G338000.1.p phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 1
0G0000278 Sobic.010G160700.1.p,Sobic.003G301800.1.p,Sob phosphoenolpyruvate carboxylase
ic.004G106900.1.p 2,phosphoenolpyruvate carboxylase 3
0G0014652 Sobic.003G100600.1.p phosphoenolipyruvate carboxylase 4
Desarrollo de HV
Ortogrupo Ortdlogo anotado Anotacion
GRMZM2G157596_P01,Sobic.001G040800 . . . ,
0Go00oo210 1.p, GRMZM2G357399 P01 ADP-ribosylation factor A1E,ADP-ribosylation factor A1F
Sobic.010G051000.1.p,Sobic.004G240900. . . . .
0G0000398 1.9, Sobic.005G025900.1.p Auxin efflux carrier family protein
0G0001588 gc;)b/c.oogezw 000.1.p,S0bic.004G122000.  pt0in of unknown function (DUF502),like COV 1
0G0001885 ‘?Zblc' 005G017500.2.p, Sobic.008G023401. GRAS family transcription factor
Sobic.008G168100.1.p,Sobic.001G157400. Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding
0G0001978 g ~ !
1.p START domain-containing protein
0G0002523 .19(;)b/c. 070G229000.1.p, Sobic.004G051900. auxin response factor 6,auxin response factor 8
0G0002834 ~1S(;)b/c. 002G260700.1.p,Sobic.007G189100. ARF GTPase-activating protein
0G0003287  Sobic.002G249200.1.p Auxin efflux carrier family protein
0G0003523  Sobic.001G537300.2.p Homeobox-/eqcme Zipper family protein / lipid-binding
START domain-containing protein
0OG0003915  Sobic.002G357800.1.p GRAS family transcription factor
0G0007241  Sobic.003G336100.2.p Auxin efflux carrier family protein
0G0008202  Sobic.002G108800.1.p Auxin efflux carrier family protein
0G0010840  Sobic.003G028300.1.p Homeobox—leqc:ne Zipper family _prote/n / lipid-binding
START domain-containing protein
OGO0011147  Sobic.004G210900.1.p Auxin efflux carrier family protein
0OG0012068  Sobic.002G342800.1.p GRAS family transcription factor
0G0012184  Sobic.004G058700.1.p Homeodomain-like superfamily protein
. Transcriptional factor B3 family protein / auxin-responsive
0G0014246  Sobic.006G255300.1.p tactor AUX/IAA-related
0G0014482  Sobic.007G038000.1.p Leucine-rich repeat protein kinase family protein
0G0015235  Sobic.006G182000.1.p transcription factor-related
0OG0018305  Sobic.003G235800.1.p Auxin efflux carrier family protein

Expansion de la pared celular

Ortogrupo

0G0000032

Ortdlogo anotado

Anotacion

Sobic.007G166500.1.p,Sobic.003G059900.1.p,Sobic
.003G111800.1.p,Sobic.003G338801.1.p,Sobic.004
G238801.1.p,Sobic.001G033300.1.p,Sobic.004G120

expansin A16,expansin A17,expansin A1,expansin
A4,expansin 11
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0G0000053

0G0000659
0G0000722

0G0000729

0G0000748
0G0000825

0G0000891

0G0000901
0G0001549

0G0001800

0G0001858
0G0002073
0G0002195
0G0002217
0G0002300

0G0002366

0G0002682
0G0002884

0G0003056

0G0003091

0G0003234
0G0003338

0G0003588

0G0003789
0G0003825
0G0004375
0G0004508
0G0004519

0G0004544

0G0005055
0G0005161
0G0005363

0G0005510

0G0005762
0G0006148

000.1.p,Sobic.006G031900.1.p,Sobic.001G499900.1
.p,Sobic.001G499800.1.p

Sobic.001G301000.1.p,Sobic.001G542100.1.p,GRM
ZM2G703152_P02,Sobic.001G155600.3.p,Sobic.00

4G294500.1.p,Sobic.001G301300.1.p,Sobic.001G15

5700.5.p

Sobic.009G002600.1.p,Sobic.009G002500.1.p,Sobic

.009G002400.2.p
Sobic.010G246600.1.p,Sobic.010G246400.1.p

Sobic.002G370300.1.p,Sobic.006G172000.1.p,Sobic

.003G292100.1.p,Sobic.009G203200.1.p
Sobic.003G094800.1.p,Sobic.003G384800.3.p

Sobic.009G194200.1.p,Sobic.001G075600.1.p
GRMZM2G128876_P02,Sobic.007G090436.1.p

Sobic.005G176100.1.p,Sobic.003G087900.1.p
Sevir.1G122100.1.p

GRMZM2G349428_P01,Sobic.003G445000.1.p,Sevi

r.5G475800.1.p,Sobic.009G013700.1.p
Sobic.001G284600.1.p

Sobic.001G089100.3.p
Sobic.003G148400.1.p,Sobic.002G416000.1.p
Sobic.002G237900.1.p
Sobic.001G414650.1.p,Sobic.003G348800.1.p

Sobic.003G304600.1.p,Sobic.001G173300.1.p

Sobic.001G026800.1.p,Sobic.002G090400.1.p
Sobic.009G060400.1.p,Sobic.003G052400.1.p

Sobic.001G063500.1.p

Sobic.001G086000.1.p

Sobic.002G049000.1.p,GRMZM2G170934_P01
Sobic.009G243500.1.p,Sobic.003G232600.1.p

Sobic.010G197300.1.p,Sobic.004G075900.1.p

Sobic.003G142100.1.p,Sobic.010G152900.1.p
Sobic.003G223100.1.p
Sobic.006G014400.1.p
Sobic.006G097900.1.p
Sobic.001G027800.2.p

Sobic.003G082700.1.p

Sobic.005G110436.1.p
Sobic.009G055900.1.p
Sobic.003G041300.1.p

Sobic.009G111000.2.p

Sobic.006G168900.1.p
Sobic.005G211500.1.p

expansin B2,expansin B4

polygalacturonase inhibiting protein 1

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase family
protein

Pectin lyase-like superfamily protein

Pectinacetylesterase family protein

Cellulose-synthase-like C12

xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
25,Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
family protein

Mannose-6-phosphate isomerase,type |
fucosyltransferase 1

Pectinacetylesterase family protein

endoxyloglucan transferase A3
Glycosyl! hydrolase family protein
pectin methylesterase 2
cellulose synthase like E1

UDP-glucuronic acid decarboxylase 1
reversibly glycosylated polypeptide 1,reversibly
glycosylated polypeptide 2

Pectin lyase-like superfamily protein

Protein of unknown function (DUF1421)

FASCICLIN-like arabinogalactan protein 17
precursor

COBRA-like extracellular glycosyl-phosphatidy!
inositol-anchored protein family

FRIGIDA-like protein
Pectin lyase-like superfamily protein

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein,cellulose synthase-like A02

beta-xylosidase 2,beta-D-xylosidase 4
Pectin lyase-like superfamily protein
Pectin lyase-like superfamily protein
fucosyltransferase 1

Glycosyl! hydrolase superfamily protein

glycosyl hydrolase family 10 protein / carbohydrate-
binding domain-containing protein

Glycosyl! hydrolase family protein
FASCICLIN-like arabinogalactan 2
FRIGIDA-like protein

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
superfamily

hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
beta-xylosidase 2
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0G0006323
0G0007028
0G0007656
0G0007869
0G0008003
0G0008059
0G0008215

0G0008259

0G0008713
0G0008762

0G0008878

0G0009225
0G0009344

0G0010160

0G0010467
0G0010544
0G0010643
0G0010669
0G0010753
0G0011075
0G0011236
0G0011772
0G0011773

0G0011888
0G0011955
0G0012524

0Go0012527
0G0013222
0G0013231

0G0013630
0G0013734
0G0013751
0G0013888

0G0013985
0G0014053
0G0014339
0G0014434
0G0014668
0G0014819

Sobic.004G227900.1.p
Sobic.009G157300.1.p
Sobic.002G302000.1.p
Sobic.004G308200.1.p
Sobic.001G297000.1.p
Sobic.003G017400.1.p
Sobic.003G252700.1.p

Sobic.004G129400.1.p,Sobic.003G005400.1.p

Sobic.006G191700.1.p
AC200493.4_FGP001

Sobic.004G151400.1.p

Sobic.001G330500.1.p
Sobic.001G050500.1.p

Sobic.002G385800.1.p

Sobic.002G214900.1.p
Sobic.002G271200.1.p
Sobic.003G442300.1.p
Sobic.003G294900.2.p
Sobic.002G068800.1.p
Sobic.002G154600.1.p
Sobic.003G299000.1.p
Sobic.003G331000.1.p
Sobic.004G047400.2.p

Sobic.009G026101.1.p
Sobic.001G436100.1.p
Sobic.001G409100.1.p

Sobic.007G137400.1.p
Sobic.002G343600.1.p
Sobic.004G237800.1.p

Sobic.006G186300.2.p
Sobic.004G296100.1.p
Sobic.004G233700.1.p
Sobic.004G308400.1.p

Sobic.009G231100.1.p
Sobic.003G247000.1.p
Sobic.003G376900.1.p
Sobic.004G113900.1.p
Sobic.010G071300.1.p
Sobic.006G235600.1.p

expansin B3

Glycosyl! hydrolase family protein

xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 32
fucosyltransferase 1

hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
phosphoglucosamine mutase-related

Protein of unknown function (DUF1421)
Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor

superfamily,pectin methylesterase PCR fragment F

expansin A13

Glycosyl! hydrolase family protein

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

polygalacturonase inhibiting protein 1

Galactosyltransferase family protein

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

Pectin lyase-like superfamily protein
UDP-D-glucose/UDP-D-galactose 4-epimerase 1
UDP-D-apiose/UDP-D-xylose synthase 2

Galactosyltransferase family protein
FASCICLIN-like arabinogalactan 2
Protein of unknown function (DUF1421)
Exostosin family protein

Sugar isomerase (SIS) family protein

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

UDP-D-glucuronate 4-epimerase 2

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein
Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

Leucine-rich repeat (LRR) family protein

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

FASCICLIN-like arabinogalactan protein 8
hydroxyproline-rich glycoprotein family protein
Glycosyl! hydrolase family protein

fucosyltransferase 1

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

Glycosyl! hydrolase superfamily protein

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
superfamily

Pectin lyase-like superfamily protein

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
superfamily

beta-D-xylosidase 4
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0G0016022
0G0016240
0G0016301
0G0016544

0G0016597

0G0016856
0G0016873
0G0017049

0G0017075

0G0017208
0G0017357
0G0017394
0G0018076
0G0018417

0G0018418
0G0018439

Sobic.009G070500.1.p
Sobic.003G321200.1.p
Sobic.002G333800.1.p
Sobic.004G254300.1.p

Sobic.002G430700.1.p

Sobic.006G204500.1.p
Sobic.004G269400.1.p
Sobic.004G308600.1.p

Sobic.004G238700.1.p

Sobic.007G146200.1.p
Sobic.001G179400.1.p
Sobic.010G092400.1.p
Sobic.001G521850.1.p
Sobic.010G246500.1.p

Sobic.002G324100.1.p
Sobic.005G110460.1.p

Leucine-rich repeat (LRR) family protein
methylesterase PCR A
cellulose-synthase like D2

FASCICLIN-like arabinogalactan 2

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

Pectinacetylesterase family protein
Pectinacetylesterase family protein

fucosyltransferase 1

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

Plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
superfamily

xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 9

Nucleotide-diphospho-sugar transferases
superfamily protein

FASCICLIN-like arabinogalactan-protein 10

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase family
protein

xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 8
Glycosyl! hydrolase family protein

Biosintesis de suberina

Ortogrupo
0G0000296

0G0000610
0G0004343

0G0004648

0G0005527
0G0006046
0G0006384
0G0008734
0G0013822
0G0014877
0G0016849

Ortologo anotado

Sobic.002G134100.1.p,Sobic.007G170100.2.p,Sobic
.007G170800.1.p,Sobic.008G076300.1.p,Sobic.004
G060700.1.p

Sobic.010G055300.2.p,Sobic.008G015000.1.p
Sobic.001G450100.1.p

Sobic.006G177000.1.p

Sobic.009G022000.1.p
Sobic.010G202600.1.p
Sobic.003G387300.1.p
Sobic.003G348100.1.p
Sobic.003G220000.1.p
Sobic.009G122300.1.p
Sobic.001G413700.1.p

Anotacion

fatty acid reductase 1,fatty acid reductase 4
cytochrome P450,family 94,subfamily D,polypeptide
2

cytochrome P450,family 94,subfamily D,polypeptide
2
cytochrome P450,family 86,subfamily A,polypeptide
4

ABC-2 type transporter family protein
RING/U-box superfamily protein

ABC-2 type transporter family protein
ABC-2 type transporter family protein
ABC-2 type transporter family protein
ABC-2 type transporter family protein
ABC-2 type transporter family protein

Biosintesis de lignina

Ortogrupo
0G0000109

Ortdlogo anotado

Sobic.002G416700.1.p,Sobic.001G328100.1.p,Sob
ic.005G011500.1.p,Sobic.002G357000.1.p

Anotacion

Peroxidase superfamily protein
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0G0000128

0G0000132

0G0000135
0G0000152
0G0000186
0G0000231

0G0000248

0G0000279
0G0000308
0G0000319
0G0000386
0G0000389
0G0000438
0G0000474

0G0000475

0G0000482

0G0000508

0G0000514
0G0000526
0G0000572

0G0000586
0G0000628

0G0000633

0G0000639
0G0000770

0G0000830
0G0000888
0G0000951

0G0001188
0G0001258

0G0001393

Sobic.005G045600.1.p,Sobic.009G197400.1.p,Sob
ic.001G246650.1.p,Sobic.009G197600.4.p,Sobic.0
09G197000.1.p,GRMZM2G017557_PO1
Sobic.005G127000.1.p, GRMZM2G085661_P01,So
bic.003G089600.1.p,Sobic.007G003500.1.p,Sobic.
007G003900.1.p
Sobic.006G227400.1.p,Sobic.006G226400.1.p,Sob
ic.006G227800.2.p
Sobic.002G216500.1.p,Sobic.001G364400.1.p,Sob
ic.002G044200.1.p,Sobic.007G044900.1.p
Sobic.009G162800.1.p,Sobic.003G352700.1.p,Sob
ic.003G353200.1.p,Sobic.001G422300.1.p
Sobic.007G076000.2.p,Sobic.002G195700.1.p,Sob
ic.002G195600.1.p,Sevir.2G207100.1.p
Sobic.004G068600.2.p,Sobic.004G068900.1.p,Sev
ir.1G058501.1.p,Sobic.004G068800.1.p,Sevir.7G2
89901.1.p
Sobic.002G205500.1.p,Sobic.002G075500.1.p,Sob
ic.001G045700.1.p
Sobic.004G069700.2.p,GRMZM2G397402_P01,Se
vir.2G102300.2.p
GRMZM2G536099_P02,Sobic.002G250100.2.p,So
bic.002G250000.4.p

Sevir.6G183100.1.p,Sobic.007G152500.1.p

Sobic.007G099400.1.p,Sobic.002G079500.1.p,Sob
ic.008G061401.1.p
Sobic.001G012000.1.p,Sevir.4G248800.1.p,Sobic.
001G018600.1.p,Sobic.008G058500.1.p
Sobic.002G040400.1.p,Sobic.002G040500.1.p,Sob
ic.008G136500.1.p

Sobic.006G145700.1.p,Sobic.006G146000.1.p

Sobic.004G006400.1.p, Sobic.003G076700.1.p,Sev
ir.9G394900.1.p

Sobic.008G109800.2.p, GRMZM2G090980_P01,So
bic.010G072200.2.p
Sobic.001G192200.1.p,Sobic.005G149600.1.p,Sob
ic.001G044100.1.p

Sobic.001G176000.1.p
Sobic.003G010000.2.p,Sobic.003G009700.1.p,Sob
ic.003G010300.1.p,Sobic.003G009900.1.p

Sobic.001G235500.1.p,Sobic.002G065700.1.p
GRMZMZ2G172826_P01,Sobic.002G190300.1.p

Sevir.1G168100.1.p,Sobic.002G108400.1.p

Sobic.001G338900.1.p

Sobic.010G161900.1.p,Sobic.010G161800.1.p

Sobic.009G033600.1.p,Sobic.003G151600.1.p,Sev
ir.3G054100.1.p

Sobic.009G162500.1.p,Sobic.004G200800.1.p

Sobic.004G106100.1.p,Sobic.010G161700.1.p,Sob
ic.004G105700.1.p

Sobic.001G195200.1.p
Sobic.003G121000.1.p,Sobic.003G121100.1.p

Sobic.006G122000.1.p,Sobic.006G121600.1.p

O-methyltransferase family protein

cytochrome P450,family 71,subfamily A,polypeptide
22,subfamily B,polypeptide 37,polypeptide
25,polypeptide 34

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
Cytochrome P450 superfamily protein

laccase 17,laccase 2

cinnamyl alcohol dehydrogenase 9,elicitor-activated
gene 3-1

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide
2,family 76,subfamily C,polypeptide 4,polypeptide
13,polypeptide 34

Cellulose synthase family protein

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide
37,subfamily A,polypeptide 13,polypeptide 24

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
cytochrome P450,family 76,subfamily C,polypeptide
4,polypeptide 1

O-methyltransferase family protein

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide 34

Cytochrome P450 superfamily protein

beta glucosidase 46,beta-glucosidase 47

Cytochrome P450 superfamily protein,cytochrome
P450,family 89,subfamily A,polypeptide 5,family
87,polypeptide 6

cinnamyl-alcohol dehydrogenase

cytochrome P450,family 76,subfamily C,polypeptide
4,polypeptide 1

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide 2

cytochrome P450,family 71,subfamily A,polypeptide
25,polypeptide 22

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide
37,polypeptide 34

cytochrome P450,family 71,subfamily A,polypeptide
22,subfamily B,polypeptide 2

cytochrome P450,family 76,subfamily C,polypeptide
3,polypeptide 4

cytochrome P450,family 71 subfamily B,polypeptide 7

Peroxidase superfamily protein

S-adenosylmethionine synthetase 1,S-
adenosylmethionine synthetase family protein

Cytochrome P450 superfamily protein
Peroxidase superfamily protein

cytochrome P450,family 87,subfamily A,polypeptide 6

Peroxidase superfamily protein

cytochrome P450,family 71,subfamily A,polypeptide
25,polypeptide 26
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0G0001709
0G0001730
0G0001787
0G0001843
0G0001894
0G0001907
0G0002036
0G0002059

0G0002118

0G0002217
0G0002317

0G0002572
0G0002657
0G0002830

0G0002887
0G0003560

0G0003565

0G0003743
0G0003762
0G0003866
0G0004167
0G0004226
0G0004242

0G0004487

0G0004502
0G0005320
0G0005873
0G0005960
0G0006433

0G0006698

0G0007037
0G0007305
0G0007508
0G0007666
0G0008165
0G0008973
0G0009302
0G0009906
0GO0011554
0G0012091

Sobic.007G063300.1.p,Sobic.010G195800.1.p
Sobic.002G126600.1.p,Sobic.003G337400.1.p
Sobic.001G137900.1.p
Sobic.009G196800.1.p
Sobic.004G235900.1.p
Sobic.005G224300.1.p
Sobic.001G369500.1.p
Sobic.001G196300.1.p

Sobic.002G272700.1.p,Sobic.007G179750.1.p

Sobic.002G237900.1.p
Sobic.010G203500.1.p

Sevir.7G287000.1.p,Sobic.008G107200.1.p
Sobic.003G233200.2.p,Sobic.009G243400.1.p
Sobic.001G336200.1.p,Sobic.002G367600.1.p

Sobic.008G014000.1.p
Sobic.002G183700.1.p

Sobic.008G021200.1.p

Sobic.001G037900.1.p,Sobic.001G037800.2.p
Sobic.003G327800.1.p
GRMZM2G050076_P04
Sobic.004G273800.1.p
Sobic.010G171800.1.p
GRMZM2G015232_PO1

GRMZM2G158342_P01,Sobic.007G178500.1.p

Sobic.006G014700.1.p

Sevir.9G007100.1.p
Sobic.007G059100.1.p,Sobic.001G456650.1.p
GRMZM2G177424_PO01
Sobic.006G146200.1.p

Sobic.004G071000.1.p

Sobic.001G270200.1.p
Sobic.002G146000.1.p
Sobic.006G199800.1.p
Sobic.001G360700.1.p
Sobic.003G341500.1.p
Sobic.007G047300.1.p
Sobic.002G000400.1.p
Sobic.003G357600.1.p
Sobic.004G007500.1.p
Sobic.004G065600.1.p

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
cinnamate-4-hydroxylase

cytochrome P450,family 87,subfamily A,polypeptide 6
cytochrome P450,family 71,subfamily A,polypeptide 25
Laccase/Diphenol oxidase family protein
O-methyltransferase family protein

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide 36

ferulic acid 5-hydroxylase 1

cytochrome p450 78a9,cytochrome P450,family
78,subfamily A,polypeptide 6

cellulose synthase like E1

cytochrome P450,family 71 subfamily B,polypeptide 7
cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide
36,polypeptide 37

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

cytochrome P450,family 78,subfamily A,polypeptide
5,polypeptide 10
O-methyltransferase 1

Cupredoxin superfamily protein

vacuolar ATP synthase subunit C (VATC) / V-ATPase
C subunit / vacuolar proton pump C subunit (DET3)

NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
cytochrome P450,family 98,subfamily A,polypeptide 3
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
myb domain protein 63

Plant L-ascorbate oxidase

cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide 34
cytochrome P450,family 706,subfamily A,polypeptide
4,polypeptide 6

cinnamyl alcohol dehydrogenase 9

cytochrome P450,family 87,subfamily A,polypeptide 6
O-methyltransferase 1

O-methyltransferase family protein

beta glucosidase 46

GroES-like zinc-binding alcohol dehydrogenase family
protein

cytochrome P450,family 87,subfamily A,polypeptide 6
cinnamoyl coa reductase 1

myb domain protein 63

Cytochrome P450 superfamily protein

laccase 5

O-methyltransferase 1

cytochrome P450,family 93,subfamily D,polypeptide 1
laccase 12

hydroperoxide lyase 1

cinnamoyl coa reductase 1
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0G0012424
0G0012503

0G0012895
0G0013717
0G0014122
0G0014919
0G0016137
0G0016301
0G0016501
0G0016731
0G0016893
0G0017142
0G0017252
0G0017371
0G0018544

Sobic.003G410500.1.p
Sobic.007G043200.1.p

Sobic.007G050600.1.p
Sobic.001G254800.1.p
Sobic.002G220500.1.p
Sobic.008G014200.1.p
Sobic.004G105200.1.p
Sobic.002G333800.1.p
Sobic.010G231600.1.p
Sobic.004G105100.1.p
Sobic.001G199400.1.p
Sobic.003G183300.1.p
Sobic.008G125700.1.p
Sobic.006G066400.1.p
Sobic.002G110100.1.p

Aldolase-type TIM barrel family protein

S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferases superfamily protein

cellulose synthase-like D3

cytochrome P450,family 78,subfamily A,polypeptide 7
cytochrome P450,family 76,subfamily C,polypeptide 4
cytochrome P450,family 87,subfamily A,polypeptide 9
Peroxidase superfamily protein

cellulose-synthase like D2

cytochrome P450,family 77,subfamily B,polypeptide 1
Peroxidase superfamily protein

Cupredoxin superfamily protein

Peroxidase superfamily protein

cellulose synthase-like D5

cytochrome P450,family 77,subfamily A,polypeptide 4
cytochrome P450,family 71,subfamily B,polypeptide 34

Biosintesis de celulosa

Ortogrupo

0G0000052

0G0000057

0G0000100

0G0000113
0G0000124
0G0000153
0G0000211

0G0000213

0G0000236

0G0000279
0G0000304

0G0000307

0G0000314
0G0000575

Ortdlogo anotado

Sobic.002G177600.1.p,Sevir.8G255001.1.p,GRM
ZM2G354621_P02,GRMZM2G392176_P01,GR
MZM2G332280 P01
Sobic.005G220740.1.p,Sevir.8G167900.1.p,Sevir
.8G024912.1.p, GRMZM2G388776_P01,Sobic.00
3G265701.1.p
Sobic.003G067600.1.p,Sobic.010G274700.1.p,S
0bic.003G069950. 1.p,Sobic.003G070025.1.p,So
bic.002G075000.1.p
Sobic.010G028501.1.p,Sobic.007G149700.1.p,S
obic.001G277500.2.p,Sobic.010G028600.1.p
GRMZM2G350793_P01,Sobic.005G205100.1.p,
Sevir.4G241800.1.p
GRMZM2G155837_P02,Sevir.2G100500.1.p,Sob
ic.006G215400.1.p
Sobic.005G038800.2.p,Sobic.004G214900.1.p,S
0bic.009G040175.1.p

Sevir.8G052700.1.p,Sobic.005G057700.1.p,Sevir
.8G052500.1.p,Sobic.005G057600.1.p

Sobic.009G019000.1.p,Sevir.5G015601.1.p, GRM
ZM2G179270_P01,Sevir.2G325432.1.p,GRMZM
5G823832_P01,Sevir.3G369420.1.p
Sobic.002G205500.1.p,Sobic.002G075500.1.p,S
0bic.001G045700.1.p
Sevir.1G082000.1.p,Sobic.004G045000.1.p,Sobi
€.004G045100.1.p,Sobic.004G045500.1.p
Sobic.001G446400.1.p,Sobic.009G259500.1.p,S
0bic.001G074000.1.p,Sobic.010G267700.1.p

Sobic.010G241500.1.p,Sevir.1G083200.1.p
GRMzZM2G175848_PO01

Anotacion

Leucine-rich repeat protein kinase family protein,Leucine-
rich repeat transmembrane protein kinase protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein,Leucine-
rich receptor-like protein kinase family protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
S-locus lectin protein kinase family protein,cysteine-rich
RLK (RECEPTOR:-like protein kinase) 23

Leucine-rich repeat protein kinase family protein

Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase

Leucine-rich repeat protein kinase family protein,Leucine-
rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat transmembrane protein
kinase,Leucine-rich repeat protein kinase family
protein,EF-TU receptor

S-locus lectin protein kinase family protein

Cellulose synthase family protein

receptor like protein 2,Leucine-rich receptor-like protein
kinase family protein

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
cellulose synthase family protein
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0G0000585

0G0000648
0G0000758
0G0000877
0G0000908
0G0000949
0G0001085
0G0001090
0G0001170

0G0001192
0G0001240

0G0001313
0G0001486
0G0001664

0G0001803
0G0001888
0G0001890
0G0002061

0G0002113

0G0002134
0G0002217
0G0002283

0G0002290
0G0002295

0G0002366
0G0002379
0G0002383

0G0002550
0G0002635

0G0002865

0G0002917

0G0003098
0G0003232
0G0003248
0G0003254
0G0003379
0G0003724

Sobic.002G077400.1.p,Sevir.6G176650.1.p,Sevir
.2G032000.1.p

Sobic.004G091300.1.p,Sevir.1G036307.1.p

Sobic.006G000600.1.p,Sobic.009G175600.1.p,S
0bic.003G336700.1.p

Sobic.006G030600.2.p,Sobic.006G030300.1.p

Sobic.004G189900.1.p,Sobic.006G104500.1.p,S
0bic.007G059600.1.p

Sobic.005G187700.1.p,GRMZM2G389948_P01

Sobic.010G067200.2.p,Sobic.010G067400.1.p,G
RMZM2G428370_P01

Sobic.006G228700.1.p

Sobic.003G445900.1.p,Sevir.8G020475.1.p,Sobi
¢.005G001100.1.p

Sobic.005G004900.1.p
Sobic.006G012900.1.p,Sobic.002G117500.1.p

Sobic.008G060700.1.p

GRMZMZ2G015406_P01,Sobic.005G131600.2.p

Sobic.001G406700.1.p,Sevir.9G444400.1.p,Sobi
¢.002G429800.1.p

Sobic.008G083300.1.p
Sobic.001G223550.1.p
Sobic.006G080700.2.p
Sobic.002G176700.1.p,Sobic.002G176500.1.p

Sobic.004G099700.1.p

AC217401.3_FGPO003,Sobic.004G128200.3.p
Sobic.002G237900.1.p
Sobic.002G376100.1.p,Sobic.001G346100.1.p

Sobic.008G003600.1.p
Sobic.002G334100.1.p

Sobic.003G304600.1.p,Sobic.001G173300.1.p
Sobic.009G177400.1.p
Sobic.001G480800.1.p,Sobic.001G261400.2.p

Sobic.001G038200.1.p,Sobic.001G038300.1.p
Sobic.005G034100.1.p

Sobic.008G060000.1.p

Sobic.005G182400.1.p

Sobic.003G336900.1.p,Sobic.009G175100.1.p
Sobic.001G395700.1.p,Sobic.001G395600.2.p
Sobic.001G306800.1.p
Sobic.008G186300.1.p
Sobic.010G120800.1.p
Sobic.007G212000.1.p,Sobic.001G265700.1.p

Protein kinase family protein with leucine-rich repeat
domain,Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase
family protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein

somatic embryogenesis receptor-like kinase 1,somatic
embryogenesis receptor-like kinase 2

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Malectin/receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein

TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 34

UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

Protein kinase family protein with leucine-rich repeat
domain

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Plant protein of unknown function (DUF828)

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat fransmembrane protein kinase
cellulose synthase-like B4

Leucine-rich repeat fransmembrane protein kinase

Protein kinase family protein with leucine-rich repeat
domain

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family
protein

cellulose synthase like E1

STRUBBELIG-receptor family 6,STRUBBELIG-receptor
family 7

Plant protein of unknown function (DUF828)

cellulose synthase-like D5

reversibly glycosylated polypeptide 1,reversibly
glycosylated polypeptide 2

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
STRUBBELIG-receptor family 7,STRUBBELIG-receptor
family 6

TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 33

Plant protein of unknown function (DUF828)

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family
protein
leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family
protein

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 6

Plant protein of unknown function (DUF828)
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
PEP1 receptor 2
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0G0003797
0G0004035
0G0004148

0G0004201

0G0004387
0G0004421
0G0004537
0G0004608
0G0004990
0G0005111
0G0005322

0G0005329

0G0005350
0G0005524
0G0005534
0G0005797
0G0006062
0G0006152

0G0006447

0G0006462
0G0006514

0G0007756

0G0008097

0G0008792
0G0009044
0G0009081
0G0010400
0G0010888
0G0011085
0G0011209
0G0011379
0G0011399
0G0011420
0G0011509
0G0011529
0G0011680

0G0011790

0G0012011
0G0012156
0G0012669

Sobic.006G262400.1.p,Sobic.006G262700.1.p

Sobic.001G455000.1.p
Sobic.002G131400.1.p

Sobic.003G291600.1.p

Sobic.002G155400.1.p
Sobic.010G199700.1.p
Sobic.006G134700.1.p
Sobic.001G462200.1.p
Sobic.008G006800.1.p
Sobic.005G111000.1.p
Sobic.003G002100.1.p

Sobic.008G186400.1.p

Sobic.009G105000.1.p
Sobic.010G077000.1.p
Sobic.008G074500.1.p
Sobic.004G248100.1.p
Sobic.006G127400.1.p
Sobic.005G033000.1.p

Sobic.002G075900.1.p

Sobic.007G144600.1.p
Sobic.003G442500.1.p

Sobic.009G203600.1.p

Sobic.006G116200.1.p

Sobic.001G116600.1.p,Sevir.9G117300.1.p

Sobic.004G104800.1.p
Sobic.003G051100.1.p
Sobic.003G020600.1.p
Sobic.007G113300.1.p
Sobic.008G190000.1.p
Sobic.003G277900.1.p
Sobic.003G368400.1.p
Sobic.009G138200.1.p
Sobic.005G084100.1.p
Sobic.002G074000.1.p
Sobic.006G140000.1.p
Sobic.007G150000.1.p

Sobic.003G083500.1.p

Sobic.002G239700.1.p
Sobic.006G187000.1.p
Sobic.004G222100.1.p

phytosulfokin receptor 1
Glycosyl hydrolases family 31 protein

mannosyltransferase family protein

Protein kinase family protein with leucine-rich repeat
domain

BRI1 like

STRUBBELIG-receptor family 8

Six-hairpin glycosidases superfamily protein
ADP-glucose pyrophosphorylase family protein
inflorescence meristem receptor-like kinase 2
transmembrane kinase 1

HAESA-like 1

Leucine-rich repeat fransmembrane protein kinase family

protein
Plant protein of unknown function (DUF828)

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
glycosyl hydrolase 9B1

Leucine-rich repeat protein kinase family protein

ribose-5-phosphate isomerase 2

dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein
glycosyltransferase 48kDa subunit family protein

PEP1 receptor 1

cellulose synthase like G3

Protein kinase family protein with leucine-rich repeat
domain

Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family
protein

receptor-like kinase 1

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
NSP-interacting kinase 3

TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 37
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
BAKT-interacting receptor-like kinase 1
BAKT-interacting receptor-like kinase 1
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein

TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 16

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase family
protein

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
phytosulfokin receptor 1
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0G0012671
0G0012895
0G0012923
0G0012988
0G0013023
0G0013026
0G0013692
0G0013758
0G0013835
0G0013913
0G0013915
0G0014069
0G0014158
0G0014317
0G0014318
0G0014378
0G0014482
0G0014542
0G0014587
0G0014599
0G0014613
0G0014677
0G0015323
0G0016004
0G0016073

0G0016215

0G0016301
0G0016365
0G0016384
0G0016488
0G0016530
0G0016682
0G0016782
0G0016983
0G0016994
0G0017109
0G0017158
0G0017252
0G0017266

Sobic.002G051100.1.p
Sobic.007G050600.1.p
Sobic.003G375800.1.p
Sobic.001G384500.1.p
Sobic.002G419200.1.p
Sobic.001G425700.1.p
Sobic.004G012200.1.p
Sobic.002G009900.1.p
Sobic.002G383100.1.p
Sobic.010G020600.1.p
Sobic.009G061400.1.p
Sobic.007G019600.1.p
Sobic.005G091000.1.p
Sobic.001G274400.1.p
Sobic.007G115400.1.p
Sobic.009G079300.1.p
Sobic.007G038000.1.p
Sobic.001G113800.1.p
Sobic.002G308200.1.p
Sobic.002G363400.1.p
Sobic.001G407000.1.p
Sobic.002G341200.1.p
Sobic.003G432000.1.p
Sobic.002G032500.1.p
Sobic.004G078500.1.p

Sobic.004G008600.1.p

Sobic.002G333800.1.p
Sobic.007G142900.1.p
Sobic.010G078300.1.p
Sobic.003G174700.1.p
Sobic.001G038400.1.p
Sobic.002G006100.1.p
Sobic.002G035600.1.p
Sobic.010G024500.1.p
Sobic.001G381100.1.p
Sobic.006G217900.1.p
Sobic.009G174100.1.p
Sobic.008G125700.1.p
Sobic.003G338200.1.p

Ribose 5-phosphate isomerase,type A protein
cellulose synthase-like D3

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
phytosulfokin receptor 1

receptor-like protein kinase 2

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
ERECTA-like 2

Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
BRI1-like 2

HAESA-like 1

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
transmembrane kinase 1

Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
Leucine-rich repeat protein kinase family protein

Plant protein of unknown function (DUF828)
STRUBBELIG-receptor family 3

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein

STRUBBELIG-receptor family 8

Leucine-rich repeat fransmembrane protein kinase family
protein

cellulose-synthase like D2

Leucine-rich repeat protein kinase family protein

Plant protein of unknown function (DUF828)
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 34
phytosylfokine-alpha receptor 2

Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein
Leucine-rich repeat protein kinase family protein
cellulose synthase-like D5

Leucine-rich repeat protein kinase family protein
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