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Resumen

Evolucion de los genes de regulacion meristematica de la angiosperma holoparébilastyles
boyacensigApodanthaceae)

Las especies de Apodanthaceae presentan una morfologia excepcional dentro de las angiospermas,
ya que son holoparasitasdofiticas, que viven totalmente a expensas de otras plantas con flor, y
gue han perdido la capacidad de fotosintetizar. Esta condicion de parasitismo extremo ha causado la
pérdida total de raices, tallos y hojas, y que el desarrollo vegetativo se r@tfoanacion de un

tejido filamentoso poco diferenciado que entra en contacto directo con el tejido vascular del
hospederolLa fase no criptica ocurre cuando las flores emergen del tallo hospedero y aosplet

ciclo de vida al formar frutos y semillagbles. Este estudio el la evolucion de los linajes de

genes regulatorios de meristemas primamosbriogénesis tempranadiferenciaciéon de células
vasculare®n la holoparasitRilostylesboyacensigApodanthaceae). Esto, mediante bdaqueda

dirigida de genediomdlogosen P. boyacensisa los ya documentados en la especie modelo
Arabidopsighaliana y finalmentesepropone una red genética minima funcional para el desarrollo
vegetativo deen Pilostyles Se generaron cuatro transcriptomas por Fig4 para (a) flores; (b)

frutos deP. boyacensis(c) endoéfito y botones florales jévenes en talleda hospederdalea
cuatrecasasii(Fabaceae)y (d) tallo no infectado deD. cuatrecasasii Como resultado, se
encontraron genegn 10 de las doce familias de genes evaluadas. En total, se encontrd
aproximadamente una tercera parte de los genes conocidos en la especieanmugigdda mayoria

de los pocos que se mantienen en la holoparasita presentaron dominios funcionales conservados. Se
infiere que la reduccion morfolégica vegetativa y embrionaria extremaildstyles est
evolutivamente vinculada cda reduccion de genes expresados como parte dedas genéticas
asociadas a estos procesgsmantienen los modulos de interaccién minimos para el desarrollo del
embrién y los factores de transcripcion asociados al crecimiento del enddfito y a una diferenciacién
vascular incipiente. Los genes asociados al desarrollo de raiz en otras espseiencontraron

siendo expresadpmientras que los relacionados con el inicio de meristemas florales permanecen.
Palabras clave:Holoparasita endofitica, factores de transcripcidén, meristema apical, procambium,

transcriptoma.
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Abstract

Evolution of meristem regulatory genes in the holoparasitic angiospermilostylesboyacensis
(Apodanthacea¢

The species cApodanthaceae have a unigue morphology among angiosperms. They are endophytic
holoparasites that thrive exclusively at the expense of other flowering plants and have lost their
photosynthetic capacity. The extreme parasitic condition has resulted in &t@iops of roots,
shoots, and leaves, leading to a limited vegetative development that forms a filamentous tissue
differentiating poorly and directly contacting the host's vascular tissue. Therymtic phase
commences when flowers emerge from the btesn, eventually producing viable fruits and seeds.
This study investigated the evolution of gene lineages regulating primary meristems, early
embryogenesis and vascular differentiation in the holoparasitic [dastyles boyacensis
(Apodanthaceae). A focused search was conducted to identify homologous geénbsyacensis

that have been documented in the model species Arabidopsis thaliana. Finally, a minimum functional
genetic network folPilostylesdevelopment is proposed. Transcriptomes from four sources were
generated through RN#eq: (a) flowers, (ffruits of P. boyacensiqc) endophyte and young flower

buds on stems of the hoBalea cuatrecasasi{Fabaceae), and (d) uninfected stemsDof
cuatrecasasiiThe results of evaluating the twelve families showed genes from ten families. In total,
Pilostylescontained only about ortbird of the model species' known genes, although most of the
few genes that remain in the holoparasite had conserved functional domains. It is inferred that
Pilostyles extreme vegetative and embryonic morphological reduddievolutionarily linked to a
reduction of expressed genes associated with genetic networks of those processes. The minimum
interaction modules for embryo development and transcription factors linked to endophytic growth
and incipient vascular differentian remain conserved. No genes related to root development were
found expressed, however, genes related to the initiation of floral meristems remain.

Keywords: Apical meristem, endophyticholoparasite, procambium, transcription factors,

transcriptome.
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Figura 1i 1. A-F. Pilostyles boyacensixdfito. A-C, vista general (A) y detalle de las flores (B, C)
flores emergiendo de la hospedddalea cuatrecasasiiD) Flores estaminadas; (E) Flores
carpeladas; (F) frutos; (G) Porcion del tallo sin cortezB.dmiatrecasasique muestra flores de

P. boyacensi€n varias etapas de desarrollo; las fibras blancas corresponden al tejido del floema de
la hospedera. (H) Seccién longitudinal del tallo infectado @ecuatrecasasicon un aumento

(H) bajo, (1) medio y (J) alto que mstean agregaciones irregulares de células parenquiméaticas de
Pilostyles(pp, punteadas) en contacto con el floema de la hospedera (dp). (K) Seccién transversal
del tallo infectado d®. cuatrecasasigue muestra flores d& boyacensign diversas etapas del
desarrollo y crecimiento. (L) Seccién longitudinal de un botén flor&. eyacensigpf) y el

extensor vascular (ex), dentro de la corteza de la hospedera (hc). (M) Seccién longitudinal de una
semillade P. boyacensigon embridn (em).os niumeros (B) en F y G indican los tres tejidos
muestreados para los transcriptomas, de la siguiente maytejaddlmixtoDalea/Pilostyles2,

flores dePilostylesen preantesis; 3utos con semillas deilostyles Barras de escala: {G) 2

mm; (H, I, L) 100um en; (J) 10 pm; (M) 20 JIMlo...iiiiiiiiiee e ee e e e e e e eennes 13

Figura 1i 2. Reconstruccién de Maxima Verosimilitud para el linAJg SCHEL Los valores de
bootstrap> 50 y de probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas amarillas
y rojas indican eventos de duplicacion a nivel de familia y especie especificos, respectivamente.
Abajo a la izquierda, representacion esquematica de los genegcoanétacionados con el

meristema apical del vastago (SAM) y la transicién desde meristema de inflorescencia (IM) a
meristema floral (FM). AbreviaturasRF, AUXIN RECEPTOR FACTOBAM, BARELY ANY
MERISTEM Br: bracteaCLV, CLAVATA L: hoja; LFY, LEAFY, WOX WUSCHEL

HOMEOBOX WUS WUSCHEL Algunos clados estan resaltados en color como sigue: fuccia
Fabaceae, amarillo Salicacea, morado Apodanthaceae, verde Cucurbitaceae, azul Mal\ieae.
Figura 1i 3. Analisis MEME de proteinas WUSCHEL dethaliana Apodanthaceae,

Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae.............coooveeeeee e, 20

Figura 1i 4. Reconstruccion de maxima verosimilitud del linaje/)SCHEELHOMEOBOX 9 Los

valores débootstrap> 50 y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las
estrellas amarillas y rojas indican eventos de duplicacion a nivel de familia y especie especificos,
respectivamente. Los esquemas en la parte inferior izquierda y los colores dddesiguen las
CcoNVENCIONES de 1a FIQUIBZL...........oouiiiiiei e e e e e e e e e an s 22

Figura 1i 5. Reconstrucciéon de Maxima Verosimilitud de linaSRELY ANY MERISTEM3y
CLAVATAL1 Los superclados sin secuencias’destyles boyacensestan colapsados. Los valores
debootstrap>50 y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas
amarillas indican eventos de duplicacién a gran escala o a nivel de familia; las estrellas rojas
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indican eventos de duplicacion especie especificos. Los esquemas en la parte inferior izquierda y
los colores de los clados siguen las convenciones de la Fi@ura l...........cccccccvvvviinnnnnnnnns 24

Figura 1i 6. Reconstruccion de maxinvarosimilituddel linajeAUXIN RESPONSE FACTOR

5/7/19. Los superclados sin secuencias’destyles boyacensistan colapsados. Los valores de
bootstrap> 50 y la probabilidad posterior se muestran por encima de los nodos. Las estrellas
amarillas indican eventos de duplicacion a gran escala o a nivel familiar; las estrellas rojas indican
eventos de duplicacion especie especificos. Los esquemas en iafpadeizquierda y los

colores de los clados siguen las convenciones de la Figura.l............ccccceeeeeei e, 26

Figura 1i 7. Reconstruccién de Maxima Verosimilitud del linaJeAFY. Los esquemas en la parte
inferior izquierda y los colores de los clados siguen las convenciones de la Fura.1......29

Figura 2i 1. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farAitgonaute

AGOque incluye 852 secuencias. Los ortlogo®iltestylesse resaltan con color purpura. Los
asteriscos (*) indican los ort6logos Baostylesen clados sin funcién relacionada con
embriogénesis. NiUmeros cerca de las ramas indican valobestdtrapmayores a 50%Algunos

clados estan resaltados en color como sigue: azul Brassicaceae, amarillo Fabaceae, verde

Cucurbitaceae, fuccia APOdantNaCEAE...........ccoeeiiieee e 50
Figura 2i 2. Analisis de dominios y motivos para AGO1 de especies de Brassicaceae,
Apodanthaceae Y CUCUIDITACEAL............ccciiiiiiiiie e 51

Figura 2i 3. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farAiR2/ ERFque
incluye 742 secuencias. OrtélogosRistylesse resaltan con color purpura. NUmeros cerca de
las ramas indican valores Heotstrapmayores a 50%. Colores de los clados como se indicé en la
[0 18] = N B PP PPPPPPPPPPPPP 53
Figura 2i 4. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farribazIP

subfamilia llle incluye 526 secuencias. OrtélogodRilestylesse resaltan con color purpura.
NuUmeros cerca de las ramas indican valordsodéstrapmayores a 50%. Colores de los clados
como Se iINAICO N Ta FIQUIAR ........ooooiiiiii e e e e e 54
Figura 2i 5. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farkibaZIP

subfamilia Ve incluye 936 secuencias. OrtologosRilestylesse resaltan con color purpura.
Numeros cerca de las ramas indican valordsodéstrapmayores a 50%. Colores de los clados
comoO S INAICO €N 1A FIGUIBT. ...t e e 55
Figura 2i 6. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la fanti@Xque

incluye 591 secuencias. Ort6logosRimstylesse resaltan con color purpura. Nimeros cerca de
las ramas indican valores Heotstrapmayores a 50%. Colores de los clados como se indic6 en la
o 18] = N B PP PPPPPPPPPPPP 57
Figura 2i 7. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farRilque

incluye 782 secuencias. Ort6logosRimstylesse resaltan con color purpura. Nimeros cerca de
las ramas indican valores Heotstrapmayores a 50%. Colores de los clados como se indic6 en la
T T = U O 58
Figura 2i 8. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la subfaRMEque
incluye 177 secuencias. OrtélogosRistylesse resaltan con color purpura. NUmeros cerca de
las ramas indican valores Heotstrapmayores a 50%. Colores de los clados como se indic6 en la
T T 1= U O S 59
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Figura 2i 9. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la subfa@Rdque
incluye 309 secuencias. OrtélogosRikstylesse resaltan con color purpura. NUmeros cerca de
las ramas indican valores Heotstrapmayores a 50%. Colores de los clados como se indic6 en la
FIQUIA Z L.ttt 60
Figura 3i 1. Resumen de factores y otras proteinas asociadas al desarvdteb&iopsishaliana

Se incluyen los siguientes estadios: embrion desde la primera division cigotica hasta el estadio
globular temprano, meristema apical de vastago (SAM), meristema apical de raiz (RAM),
procambium, diferenciacion de elementos del floema y xilema y el sraddtoral. Los genes
encontrados expresados en algun estadio de desarr8lldeyacensise resaltan en purpura. Las
flechas verdes indican interaccionesrdgulacion positiva, mientras que las lineas rojas con final
cerrado interaccion de regulacién negativa, basadas en lo reportadb&iopsisWUSCHEL
RELATED HOMEOBOXWOX(WOX2 WOX4 WOX5 WOX8 WOX9, WUSCHEL(WUYS,
CLAVATA3/ESHRELATED CLE (CLE8 CLE4Q CLEA41], CLE44, CLAVATA3CLV3), PIN-
FORMED PIN (PIN1, PIN7), RECEPTORLIKE PROTEIN KINASERPK (RPK1, RPK2),
PLETHORAPLT (PLT12,3,4), ARGONAUTEAGO (AGO], AGO10Q, ARABIDOPSIS

THALIANA MERISTEM LAYERATML1), PROTODERMAL FACTOR®DF2),

HOMEODOMAIN LEUCINE ZIPPER CLASS (HD-ZIP IIl), TOPLESSTPL), AUXIN
RESPONSE FACTQRRF(ARF5/MP, ARF7, ARF9 ARF19, TARGET OF MONOPTEROS 7
(TMO7), CLAVATALCLV]), BARELY ANY MERISTENMBAM (BAM1i 3), AINTEGUMENTA

(ANT), LEAFY(LFY), ARABIDOPSIS CRINKLYACR4, PHLOEM INTERCALATED WITH
XYLEM(PXY), ALTERED PHLOEM DEVELOPMENRPL), NAC domaircontaining NAC
(NAC39 NAC45 NAC83 NAC86 NAC102, VASCULAR RELATED NAC DOMAINND1i 5),

MYB domaircontainingy MYB(MYB46 MYB83 MYBL10J. .......oooviiiiiiieeeeieicee e, 88
Figura 3i 2. Modelo hipotético de presencia e interaccién de genes asociados al desarrollo en
PilostylesboyacensisSe incluyen los siguientes estadios: embrién desde la primera divisién
cigotica hasta seis células, endoéfito, meristema floral, procambium y diferenciacion de elementos
del floema y xilema (diagramas basados en las fotografias o ilustraciones de E@0O8J$3, Fig.

19; A.D. Gonzéalezt al.,2020,P. Fig. 1 L, J; F. Gonzéalez & Pabdora, 2017P. Fig 1 K, Fig.

5 N.; Kuijt et al.,1985,P. Fig. 4; Rutherford, 197®. Fig. 48).Pibo-genesWUSCHEL

RELATED HOMEOBOXWOX(WOX4 WOX9 WOX13, RECEPTORLIKE PROTEIN KINASE

2 (RPK2, PIN-FORMED 11(PIN11), PLETHORA 3PLT3, ARGONAUTEAGO (AGO],

AGO10Q, REVOLUTAREV), AINTEGUMENTAANT), AUXIN RESPONSE FACTORARF?),
BARELY ANY MERISTEM(BAMY), LEAFY(LFY), PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM
(PXY), ALTERED PHLOEM DEVELOPMEN(MPRPL), NAC domaircontaining NAC(NAC43
NAC37 NAC86 NAC83 NAC86, MYB domaircontaining MYB(MYB8J.............euuvvviinnnnns 90
Figura 3i 3. Amplificacién los genes8VOXdeP. boyacensipor RT-PCR cualitativaDNI: D.
cuatrecasasino infectada; PbEj+D: enddfito joven Beboyacensien tallo deD. cuatrecasasji
PbE+D: enddfito d®. boyacensien tallo deD. cuatrecasasjiPbFI: flores en preantesis Be
boyacensisPbFr: frutos dé. boyacensisSe utiliz6ACTINA(ACTIN) como control interno. El
control negativo de reaccion cruzada con el hospedero fue Dalea cuatrecasasii no infectada (DNI) y
el control negativo de reaccidén agua (CRas fotografias son la referencia del tipo de tejido
utilizado, nétese la diferenciatee PbEj y PbE, este ultimo presenta abundantes botones (vistos
como ampollas verdes) bajo la cortezdadea mientras que PbEj fue tomado a un centimetro
hacia la region distal de la rama donde no son aun visibles los botones bajo la corteza. 92
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| ntroduccion

El parasitismo ha evolucionado de manera independiente en 12 érdenes de angiospermas. Esta forma
de vida ocurre en alrededor de 4500 especigda¢as con flor (Barkmaet al.,2007; Nickrent,

2020). Dependiendo de los requerimientos nutricionales y fotosintéticos, las angiospermas pardsitas
pueden agruparse en tres categorias: hemiparasitas facultativas, hemiparasitas obligadas y
holoparasitas (Westwoaat al.,2010). Las primeras pueden desarrollar su ciclo de vida de manera
independiente, pero bajo condiciones ambientales especificas pueden usar un hospedero para la
obtencién de agua y minerales. Las dos ultimas son plantas parésitas obligeglsieren de un
hospedero para completar su ciclo de vida. En el caso de las hemiparasitas obligadas, estas pueden
realizar fotosintesis y obtienen agua/minerales del hospedero, mientras que las holoparasitas carecen
de la maquinaria encargada de la $ttesis por lo que dependen enteramente de su hospedero para

su nutricion. Estas particularidades en su nutricion generan modificaciones morfol6gicas extremas

en comparacion con las fotosintéticas.

En general, las angiospermas desarrollan meristemas primarios, secundarios e intercalares durante
su crecimiento postmbrionario. Estos crecen de manera coordinada para la formacién y el
crecimiento de raiz y vastago, este ultimo diferenciado en ejs)tplfilomas (hojas, bracteas,
sépalos, pétalos, estambres y carpelos). Un subgrupo de holoparasitas (Apodanthaceae
(Cucurbitales), Mitrastemonaceae (Ericales), Cytinaceae (Malvales), Rafflesiaceae (Malpjghiales)
Tristerix aphyllus (Loranthaceae)yYiscun minimumy Arceuthobiumsp (Santalaceae), conocido

como las holoendoparasitas, se destaca por su morfologia considerablemente atipica, ya que una
parte de la planta, llamado el enddfito, crece internamente en los tejidos de la planta hospedera, de

la cual solamente emergen las aestitas reproductivas o exofito (Heidgrgensen, 2008).

Las Apodanthaceae constan de dos géner&8 gspeciesLa especie del género monotipico
Apodanthegparasita principalmente especies de Salicaceae, Cannabaceae, Burseraceae y Meliaceae.
Por su parte, el géneRilostylesestd compuesto por 12 especies que parasitan exclusivamente a
miembros de la familia Fabaceae. La distribucion geografica de la familia Apodanthaceae incluye

regiones del Norte Centre y Sur América, Africa Oriental, Oriente Medio y sureste de Australia
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lo que lleva a suponer que se trata un linaje de origen gondw&eitat & Renner; 2014Heide
Jaorgensen, 200&onzélez & PabéiMora, 2014 OrtegaGonzalezet al.,2020) En Colombia se
han registrado tres especies de esta famjEndanthes caseariag Pilostylescf. blanchetiien
localidades por debajo de los 1500 m de altitud, lyoyacensispor encima de 2000 Gonzalez
& PabénrMora, 2014).

En las especies deilostyleshe han desarrollado investigaciones principalmente sobre anatomia,
desarrollo y morfologia floral de algunas especies (Bletrel.,2004; Brasil, 2010; Gonzélez &
PabdénMora, 2017; Groppet al., 2007; Kuijt, 1969; Meijer, 1993; Rutherford, 1970; Vattimo,
1971). Las especies de este género prasdioi@s unisexuales y un perianto con piezas libres
distribuidas en espiral. En el centro de la flor se forma una columna con un disco carnoso subapical,
rodeada por un nectario basal. En cuanto a las flamgeladas, el disco actia como estigma, el
ovario es unilocular y la placentacion es difusa. Las flores estaminadas forman dos o tres anillos con
varios sacos polinicos sésiles, justo bajo el disco de la columna (Bellot & Renner, 2014; Gonzélez
& PabénMora, 2017).

Los frutos son bayas con numerosas (>100) semillas pequefias (< 0,5 mm), las cuales presentan una
sola capa de esclereidas de pared gruesa rodeando al endosperma. Estas células secretan hacia el
exterior de la semilla una sustancia glutinosa caractertiicgénero (Gonzéalez & Pabdifora,

2014, 2017; Rutherford, 1970). El endosperma esta formado por una o dos capas celulares y el
embrién esta reducido a ocho células y sin cotiledones diferenciados (Bouman & Meijer, 1994;
Gonzalez & Pab6iMora, 2017; Johril992; Rutherford, 1970). El enddéfito se muestra como células

con citoplasma denso y ndcleos grandes formando hileras parenquimaticas con de grosor variable
gue crecen paralelamente al floema secundario de la hospedera. A partir de las cuales sesgeneran lo
botones florales y |l os fAextensoreso que <crecen
parénquima con traqueidas centrales (Amaral & Ceccantini, 2011; Endriss, 1902f KLjjt985;

Rutherford, 1970Q)Estasespecies de holoparasitas endofiticasecen de raices, tallos y hojas,

debido a que modifican extremadamente la organizacion meristemética candnica del vastago y la
raiz de las espermatofitas, lo que implica que su desarrollo no sigue los procesos de la mayoria de

angiospermas.

Arabidopsisthaliana (Brassicaceae) ha sido la especie modelo para las investigaciones sobre el
desarrollo de la arquitectura del cormo en angiospermas. El crecimiento y diferenciacién de células
en las plantulas ocurre por la actividad de dos meristemas primarios aplaiésastago (SAM)

y el de la raiz (RAM). Cada uno de estos meristemas consta de un centro de organizacion (o centro

h
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quiescente en el RAM), alrededor del cual se organiza una serie de células madre, las cuales se
dividen y forman distintos tejidos (Sparks$ al., 2013). Durante el desarrollo embrionario se
especifica el patrén de crecimiento apibakal con la formacién de los meristemas apicales.
También se determina el patrén radial de desarrollo de tejidos mediante las regiones del @;otoderm
meristema fundamental y procambium (Hetal.,2015).

Desde el estado embrionario globular temprano se especifica la hipofisis, la cual en el estado globular
tardio da lugar a una célula apical en forma de lente que sera la fundadora del centro quiescente del
RAM; y por otra parte a una célula basal que foéntas células madre de la columnela (Palovaara

et al.,2013). La especificaciéon del SAM ocurre en el estado globular, en la regién opuesta al RAM.

El procambium se ubica a lo largo del eje apizal y se extiende a los cotiledones en el embrién,
cuandda planta crece este eje es remplazado por el cambium vascular un meristema lateral (Rybel
et al.,2016).

El SAM tiene una estructura conocida como tthticgpus, la cual se divide en tres zonas (central,
periférica y medular), y en tres capas (L1, la capa mas externa; L2, que se divide anticlinalmente; y
L3 o cuerpo, que se divide en todas las direcciona®)apa L1 corresponde al protodermientras

que la L2 y parte la L3 forman meristema fundamental, del cuerpo también se produciran los tejidos
vasculares. El centro de organizacion (células que no se dividen) se ubica en el centro de confluencia
de las tes zonas y se encarga de mantener la propiedad de células madre de las que la rodean
(Gaillochet & Lohmann, 2015; Sparks al.,2013). Alrededor del centro organizacional se ubican
células madre, las cuales se dividen a una tasa baja y pasan a la zona periférica donde la division
celular es activa y terminadesplazandose lateralmentas célulasproducto de estas divisiones
seranintegradas en algun 6rgano lateral (p.ej. hojas e inflorescencias) o haran parte de los tejidos
vasculares centrales de lapla si se incorporan la zona de costilla (Gaillochet & Lohmann, 2015;
Sparkset al.,2013).

De forma similar, las células del centro quiescente del RAM no se dividen ni se diferencian de las
células madre a su alrededor. EI RAM se divide en una zona meristematica, una de elongacién y una
de diferenciacion. En la primera se originan los tiposlasds; las células madre ubicadas bajo el
centro quiescente dan lugar a la columnela de la cofia, las células madre laterales inferiores darén
lugar a la cofia lateral y a la epidermis. Otro conjunto de células madre laterales mas internas daran
lugar a lacorteza y la endodermis; finalmente las células sobre el centro quiescente formaran el eje

vascular de la planta formando el periciclo, protoxilema, procambium y protofloema (Cedetrholm
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al., 2012). En la zona de alargamiento los tejidos crecen mediante division activa, para luego
diferenciarse (p.ej. formacién de pelos radiculares) en la zona de diferenciacion.

El crecimiento y diferenciacion celular en tejidos y 6rganos es controlado en los meristemas por una

serie de factores de transcripcion, moléculas de sefializacion y hormonas como auxinas, citoquininas

y giberelinas que interactian en redes de regulacitinggéCederholnetal.,2 0 1 2 ; Gugomar c 6 h
al., 2005). Investigaciones en monocotiledéneas han confirmado que en general los genes y vias
primarias para la determinacion y mantenimiento de los meristemas de vastago y raiz se mantienen
entre especies, pdo que parecen conservados en angiospermas (@eals, 2010). Estas vias
conservadas sirven como candidatas para estudiar las bases genéticas responsables del plan corporal
altamente modificado de las plantas holoparasitas endofiticas.

La adquisicion de la polaridad del zigoto hasta el estado de embrién globular depende de la expresion
secuencial y diferencial de varios factores de transcripcion de la faMUJ@CHELRELATED
HOMEOBOX(WOX comoWOX2 WOX8y WOX9 DespuéWWUSCHEL(WUS y WOX5seran los

gue marquen los centros de organizacion del futuro meristema apical y del centro quiescente del
meristema radicular respectivamente (Palovaaral., 2013). La formacién del protodeoesta
marcada por la expresion ddMERISTEMLAYER1 (AtML1) y PROTODERMALFACTOR2

(PDF2); mientras que la separacion de meristema fundamental y procambium involucra a
ARGONAUTE10(AGO10Q, SHORTROOT (SHR, TARGET OF MONOPTEROSGMO5 y
SCARECROW $CR (Hoveet al.,2015).

En centro de organizacién del SAM se expr@#dS que mantiene el meristema induciendo la
division de las células madre, estas a su vez producen el péptido corto CLAVATA3 de la familia
CLE quien a través de la union a homodimeros de CLAVATAL o heterodimero CLAVATA2
(CLV2)/CORYNE (CRN) regulan negativanten la expresion dewUS en un bucle de
retroalimentacion que mantiene procesos de division y diferenciacion celular en un fino balance
(Gaillochet & Lohmann, 2015). Adicionalmente la proteina trasportaBtd®ID1 (PIN1) se
encarga del flujo de auxinas en el meristema y dicho flujo determina las regiones de organizacién de

|l os -rganos | aterales como hojas e inflorescencia

La diferenciacion marcada de la hipofisis durante el desarrollo embrionario requiere de la posicion
polarizada especifica en la membrana del transpar@del@uxinaPINOID1 (PIN1), el factor de
trascripcion de respuesta a ausiMONOPTEROSARFIMP) y el factor TMO?7) (Cederholmet

al., 2012). En cuanto al desarrollo p@shbrionario de raiz, las células del centro quiescente

expresan el factor de transcripci®OX5 que promueve la division celular, pero restringe la
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diferenciacion celularWWOX5es a su vez controlado por el complejo recei@ABIDOPSIS
CRINKLY4(ACR4 expresado por las células de la columnela y regula negativam&vi@xa

cuando se une al péptido seGaAAVATAZESRRELATEDA40 (CLE40 producido en las células de

la columnela ya diferenciadas (Gaillochet & Lohmann, 2015). El trasporte de auxina en el RAM se
ve mediado por ubicacion especifica en las membranas de las PIN1/2/3/4 y 7 generando un gradiente

de auxina hacia el centro del ms¢eema (Bennett & Scheres, 2010).

El estudio de genes del desarrollo en holoparésitas endofiticas no ha sido ampliamente abordado.
Existen reportes de expresion de genes de identidad de 6rganos florales en especies de Rafflesiaceae
(Amini et al.,2019; Nikolovet al.,2013; Ramamoorthgt al.,2013). Sin embargo, a la fecha aun

no se conocen las rutas genéticas de las embriogénesis implicadas en la diferenciacién de los
meristemas apicales (RAM y SAM) y las fases fgysbronariasprevias a la floracion.

Este estudio tuvo como objetivo la reconstruccion de la evolucion de los linajes de genes regulatorios
de meristemas primarioactivos en la holoparasitRilostyles boyacensis(Apodanthaceae), y
compararlos con las secuencias ortélogas de la especie modbldopsisthaliana especies de
Cucurbitales y otrassidas con el fin de identificar una red genética minima funcional responsable

del desarrollo vegetativo en un caso de holoparasitismo. Esto mediante los objetivos especificos: (1)
Aislar e identifcar los genes dB. boyacensigjue en otras especies disidas en particularA.
thaliana(Brassicaceaef;ucumissativusy Citrullus lanatus(Cucurbitales), han sido asociados con

la regulacion de meristemas primarios de raiz y vastago. (2) Generar analisis filogenéticos para cada
una de las familias de genes asociadas con la regulaciéon de meristemas primarios de raiz y vastago
en résidas con el fin de identificar los ortdlogos déh boyacensis(3) Evaluar el grado de
conservatividad en cuanto al nUmero de copias y la variacion en secuencias codificantes de cada gen
candidato erP. boyacensigon el fin de identificar cambios exclusivos con respecto a especies de
Cucurbitales no parésitas. (4) Determinar la expressfraciotemporale los genes asociados con

la regulacion de meristemas primarios en el enddfito, en botones florales emergentes, frutos y
embriones dé>. boyacensis(5) Proponer un modelo de red funcional minima para el desarrollo

vegetativo dd°. boyacensigon base en literatura y los genes detectados en este estudio.

Dada la forma de vida holoendoparasitica y la extrema reduccién de los 6rganos vegetativos de
Pilostylesboyacensisse espera gues genes que regulan los meristemas primarios estén reducidos
tanto en nUmero como en estructura con respecto a otras eudicotiledoneas, y que exhiban secuencias
altamente divergentes. También es de esperar que solo unos geEsYestén intactos y

representen la red genética minima conservada de transicion vegetativa a floral en una
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eudicotiledénea holoparéasita endofitica. Dado que algunos genes asociados con la regulacion de
meristemas primarios también pueden ser necesarios para el desarrollo floral (estructuras que si estan
presentes), se espera que algunos de estos genes searabtaagn nimero de copias y exhiban

en sus secuencias mayor simditu
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Pilostylesboyacensig¢Apodanthaceae

1.1 Resumen

La familia Apodanthaceae comprende dos génefgmdanthesy Pilostyled y 12 especies
endoparasitas, todas ellas carentes de meristemas apicales de raices y vastago, tallo y hojas. Su fase
vegetativa se reduce a un enddfito similananicelio formado por hebras de células de parénquima

gue estan en estrecho contacto con la vasculatura de la planta hospedera. Estas plantas se hacen
evidentes solo cuando sus diminutas flores gregarias emergen rompiendo la corteza del hospedero.
La falta e meristemas vegetativos contrasta fuertemente con la formacién tipica de sus meristemas
florales. La especjePilostylesboyacensisproporciona un sistema adecuado para investigar la
evolucion de genes relacionados con el merigtemuna planta corldres endoparasitas sin un

tipico meristema apical de vastago. Se generaron transcriptomas de dos etapas diferentes del
desarrollo del parasito (botones florakes preantesiy frutos), asi como una muestra mixta que
comprende las enddfitas y botones florales en crecimiento de la parasita y tejidos de su hospedera,
Dalea cuatrecasasi{Fabaceae). Evaluamos especificamente el niumero de copias y dominios
conservacion para las famili#$USCHELHOMEOBOX LRRRLK-IX-ay CLE relacionadas con el
mantenimiento deheristema apical de vastago (SAM, por sus siglas en ingles), asi como las familias
ARFYy LFY responsables de la identidad del meristema fl8saéncontraron eRilostylescinco de

los 11 genes candnicos responsables del mantenimiento de SAM y la determinacion del destino floral
objetivo de este estudi®. boyacensianuestra al menos un transcrito con todos los dominios
funcionales conservados paBaM1, WUS WOX9 ARF7y LFY. No se encontraron otros genes
implicadosen este procesde acuerdo con la red regudda candnica, incluidofARF5 ARF19

BAM2 BAM3 CLV1y CLV3 En conclusion, el estilo de vida endopéies de Apodanthaceae

parece correlacionarse con una reduta@dstancial en la maquinaria transcriptomica vinculada al

SAM, mientras que los genes involucrados en la iniciacion floral se han mantenido intactos.

Palabras calve:AUXIN RESPONSE FACTORBARELY ANY MERISTEMIlantas holoparésitas,
LEAFY, meristema apical de vasta§gUSCHEL

1.2 Introduccioén

El plan corporal basico en las plantas vasculares resulta esencialmente de la actividad de dos
meristemas primarios que forman raices (meriat@pical de la raiz, RAM) y vastago (merisgem
apical del vastago, SAM). Estos meristemas se establecen durante la embriogénesis temprana y se

mantienen durante el crecimiento de las plantas mediante complejas redes de regulacién genética
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(Haet al.,2010) En las angiospermas, el SAM forma fitbmeros con filomas fotosintéticos antes de
su transicion floral. Se conocen varios gemescontrolan la actividad meristematica del vastago.
En Arabidopsisthalianael gen dda familia WOX WUSCHEL(WUS mantienda pluripotencia y

la tasa de division celulgiGaillochet & Lohmann, 2015)A su vez, esta proteina induce la
produccion del péptido corto CLAVATA3 (CLV3, un miembro de la fam@iBAVATA 3/ESR
related CLE), que se une al receptor CLAVATAL (CLV1, subfamilieUCIN-RICH REPEAT
RECEPTORLIKE KINASE Ixa, LRRRLK-1X-a) desencadenando la regulacion negativatlss

lo que conduce a la diferenciacion celular en la periferia del 82aillochet & Lohmann, 2015)

Este bucle de retroalimentacién mantiene un equilinitre la division celular y la diferenciacion,

y se ve reforzado por la accién de los recept®BARELY ANY MERISTEM 1-3 (BAM1, BAM2,

BAM3; miembros deLRRRLK-IX-a). Los receptoreBAM se expresan en la periferia del campo
meristematico, donde capturan otros péptidos de la familia CLE producidos en los flancos, y evitan
la diferenciacién completa de las células meristeméticas por el efdatdateccion déos péptidos

CLE por CLAVATAL (DeYoung & Clark, 2008)Ademas, se ha demostrado dgJSCHEL
HOMEOBOX 9QWOX9 otro miembro de la famili®VOX mantiene la division celular activa en el
SAM, la iniciacién de los primordios foliares y la identidad del meriaigdena raiz en las primeras
etapas del crecimiento de las plantildaeckeret al.,2004; X. Wuet al.,2005) Asi, los mutantes
wox9 desarrollanun SAM aplanado y con células diferenciadas, asi como la detencion del
crecimiento de la raiz primar{&. Wu et al., 2005) WOX9regula positivamente la expreside

WUS y también responde a la regulacion negativa de QXV3Vu et al.,2005)

Las hormonas también juegan un papel clave en la generacién de érganos a partir del SAM. Altas
concentraciones de auxina en los flancos del SAM son cruciales gasagbllo de filoms ya que

las proteinas inducidas por auxina/inBedcético (Aux/IAA interactian corel factor AUXIN
RESPONSE FACTOR(BRFFMONOPTEROSun miembro de ldamilia ARF) (Korasicket al.,

2014) ARF5es reprimido por IAA12/BODENLOS,; tal represion puede ser antagonizada por altas
concentraciones de auxina que desencadenan la degradacion de la proteina inducida por I1AA
(Chandler, 2016)Por lo tanto, es necesario un aumento de auxina en los flancos del meristema de
inflorescencia (IM) paréiberar aARF5 que puede inducir directamentefactor LEAFY (LFY) el
cualespecificeel destino deneristenafloral (Denayet al.,2017; Yamaguchet al.,2013) Ademas,

tanto ARF5como ARF7 son funcionalmente redundantes en el desarrolipatedn apicabasal
embrionario y el crecimiento celular dependiente de auxina (Haedtlk, 2004). También los

paralogos estrechamente relaciona@lB§7y ARF19odrian inducir la expresion d€Yy regula
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positivanente aPLETHORA3(Chandler & Werr, 2015; TayleFeepleset al.,2016) LFY por su
parte promuevda transcripcionde APETALAL1(AP1) (Wagner, 1999)formando un bucle de
retroalimentacion positiva responsable de la identidad del meristema EBMlhace parte de
complejos proteicos que activan a los genes MAD$ de clase B, C y E, que en Ultima instancia

controlan la identidad de los érganos flordlsls & Kaufmann, 2017)

Las angiospermas parasitas han evolucionado independientemente al menos {Rickess,

2020) Las hemiparésitas todavia son capaces de fotosintetizar y adquirir agua y minerales de la
planta hospedera. Las holoparasitas, en cambio, carecen completamente de 6érganos fotosintéticos y
dependen de la hospedera para suplir sus requerimientos nuteisiorell estilo de vida se asocia

con variaciones del plan corporal tipico en respuesta a la completa dependencia para desarrollarse y
nutrirse de una hospederLa reduccion mas draméatica ocurre en plantas endoparasitas, que no
forman raices, tallos u hojdbleideJargensen, 2008pu fase vegetativa se reduce a hebras de
células de parénquima dentro de la hospedera y sus Unicas estructuras visibles son las flores y los
frutos una vez han salido de los tejidos de la hospedera. Las flores con frecuencia conservan un
perianto modificdo, asi como un androceo y un gineceo completamente funciqhidake
Jargensen, 2008; Nikolat al.,2013) Aqui, nos centramoseuno de esos extraordinarios linajes
deendoparasitas, Apodanthaceae. La familia comprende 12 especies en dos fpodarghey
Pilostyles(Bellot & Renner, 2014)Mientras que la Unica especie del primer género parasita a
miembros Salicaceae y esta restringida al Nuevo Mundo, los miemtPdestglescrecen en varios

linajes de fabaceas en América, Africa, el Cercano Oriente y Augthalie-Agudeloet al.,2019;

Bellot & Renner, 2014; Gonzalez & Pabtora, 2014b, 2014a).as especies deilostylestienen

un embrién reducidde 8-10 células, y no se sabe si durante la embriogénesis temprana ocurre la
formacion de un RAM o SAMGonzalez & PabéMora, 2017; Rutherford, 1970Fl enddfito

consiste en hebras de células que estan en estrecho contac® ejes/asculaesde la hospedera
(Figural-1 H-J). La transicion &a fase reproductiva ocurre dentro de la hospedera pasando por la
formacion de un meristemde inflorescencia (IM) sin bracteas que pasa rapiddéea un meristema

floral (FM). Las flores rompen gradualmente la corteza de la hospedera y emergen en preantesis
(Amaral & Ceccantini, 2011; Blarest al., 2004; Brasil, 2010; Gonzalez & Pabbtora, 2017;

Heide Jgrgensen, 2008)os 6rganos emergentes se denominan exdfiggufal-1 A-F). La falta

de meristemas vegetativos reconocibles en estas plantas contrasta fuertemente con la formacion

tipica de los meristemas floral@sgura 1 K, L), lo que plantea un sistema adecuado para estudiar
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la evolucion de los genes relacionados con los meristemas y la interaccion entre meristema

vegetativo y florales b largode las angiospermas

Figura 1i 1. A-F. Pilostylesboyacensigxdfito. A-C, vista general (A) y detalle de las flores (B, C)
flores emergiendo déa hospederaDalea cuatrecasasii(D) Flores estaminadas; (Ejores
carpeladas; (F) frutos; (G) Porcién del tallo sin cortezB.dmiatrecasasigue muestra flores de
boyacensien varias etapas de desarrollo; las fibras blancas corresponden al tejido del floema de la
hospedera. (H) Seccion longitudinal del tallo infectado Decuatrecasasicon un aumentgH)

bajo, (I) medio y (J) alto que muestran agregaciones irregulares de células parengquimaticas de
Pilostyles(pp, punteadas) en contacto con el floema de la hospedera (dp). (K) Seccidn transversal
del tallo infectado d®. cuatrecasasigue muestra flores de boyacensi€n diversas etapaslde
desarrollo y crecimento. (L) Seccion longitudinal de un botén floral Heboyacensiqpf) y el
extensor vascular (ex), dentro de la corteza de la hospedera (hc). (M) Seccién longitudinal de una
semillade P. boyacensicon embrién (em).os nimeros (:B) en F y G indican los tres tejidos
muestreados para los transcriptomas, de la siguiente manépdd mixto DaleaPilostyles 2,

flores dePilostylesen preantesis; &utos con semillas deilostyles Barras de escala: {G) 2 mm;

(H, I, L) 100 pm en; (J) 10 um; (M) 20m.
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Este estudio gener6 por primera vez transcriptomas de tres eslifeli@stesdel desarrollo de la
endoparasit®ilostylesboyacensistejido endofiticode P. boyacensigl interior del tallo ddalea
cuatrecasasji botones floraledisectados y frutos jévenes y maduros Rleboyacensis Se
identificaron un conjunto de genes implicados en la regulacién de meristemas apicales de vastago y
florales Proporcionando una lista de genes relacionados con estos meristefgastylesy
analizamos su evolucion en un amplio muestreo de angiospermas. En conjunto, la reduccion
sustancial de la red genética reguladora del SAM afecta solo a la formacion de meristemas primarios,
mientras que la asociada mlicio del meristema floral permanece intacta. Los pocos genes
meristematicos asociados al SAM encontrados podrian estar siendo reclutados funcionalmente para
el desarrollo de flores, frutos y embriogénesis temprana, como lo indica su expresion en las flores y

frutos deP. boyacensis

1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Material vegetal

Se recolectaron tres tipos de muestras que abarcan todo el ciclo de VidandeparasiteP.
boyacensis(1) tejido endofitico dé>. boyacensicreciendo al interior del tallo de la hospedera
Dalea cuatrecasasi{en adelante denominado PbEHBigura 1-1 G); (2) floresen preangesis
individuales dé. boyacensigjue ya emergieron de la hospedera (en adelante llamada&igbf,

1-1 C); y (3) frutos jovenes y maduros con semilladPdboyacensigen adelante llamados PbFr,
Figural-1 F). Estas muestras se recolectaron en matorrales xerdfilos alrededor de Villa de Leyva
(Boyacda, Colombia) para la extraccion total de AFMNostylesboyacensisvoucher FG 4518, y
Dalea cuatrecasaswoucher FG 4519, ambos depositadm COL). Los tejidos se congelaron en

campo y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta que se realiz6 la extraccion de ARN.

1.3.2 Extraccién de ARN, secuenciacion y ensamblaje de transcriptomas

Se utilizo el protocolo TRIzoE Reagent (Invitrogen) para la extraccion de ARN total con las
modificaciones utilizadas por Pab®fora et al. (2012) EI ARN total se resuspendié en 1 ml de
etanol al 100% y se envid a secuenciacion pacrggeninc. El andlisis polRNA-seq se realizé
utilizando el kit de construccion déreriasTrusegmRNA (lllumina) y se secuencié con el equipo

HiSeq2000 [ittps://www.illumina.cony. La limpieza de las lecturas se realiz6 con un umbral de

calidad de Q30 y una longitud de lectura minima de 70 pb, se excluyersimdbstons El


https://www.illumina.com/
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ensamblaje deontigsse realizo utilizando el software Trinity V2.5Grabherret al.,2011)con la
corfiguracion predeterminada y con la opcion de eliminacién de adaptadores por TRIMMOMATIC.

Las métricas de ensamblaje se resumen €abiial-1.

Tabla 1-1. Estadisticas de los transcriptomas PbE+D, PbFI y. PbFr

PbE+D PbFI PbFr
Numero de lecturas pareadas bruta 72535272 50851360 64546194

Numero decontigs 321853 177935 147327

Longitud media detontig 644 592 867
Contigmas grande 12072 16382 13560

Contigmas corto 201 201 201

N50 1009 850 1554

L50 57252 29037 24532

% GC 43388 42,07 435

1.3.3 Identificacion de geneshomélogosasociados con la regulacion de

los meristemas apicales de vastago y floral
Los genes can6nicdRF5 ARF7, ARF19 BAM1, BAM2 BAM3 CLV1, CLV3 LFY, WOX9y WUS
implicados en el mantenimiento del SAM y de la iniciacion del meristema florAtadndopsis
thaliana fueronextraidosde TAIR (TheArabidopsisinformation Resource, Poole, 2007). Luego,
se utilizaron para buscdromoélogosen el transcriptoma dPilostylesthurberi (disponible en
OneKP; Matascet al.,2014)asi como en otros miembros de Cucurbitales, incluidos los genomas
deCucumissativug(disponible en Phytozome; Goodstetral.,2012) Citrullus lanatusy Cucurbita
maxima(disponibleen Cucurbit Genomics Database; Zhena@l.,2019) Estas secuencias fueron
compiladas y procesadas para mantener exclusivamente las secuencias codificantes (CDS). Se utiliz6
una matriz completa para cada linaje deegenmo consulta en los transcriptomagdboyacensis
y Dalea cuatrecasasiescritos anteriormente. Lagdnguedas BLAST se realizaron utilizandoeun
valuede 1x1@ y 1x10°°. Los genes aislados @ boyacensidian sido depositados ante el NCBI
bajo los nimeros de acceso GenBank MN9484RB46537.

Las secuenciasncontradagn los tredranscriptomas deilostylesse sometieron a BLASTN en
GenBankNCBI. Se realizaron dos busquedas para identificdriteson mayor similitud en la base
de datos y evaluar su afinidad taxondmica preliminar. La primera busqueda se realiz sin ningln

filtro taxondmico. Agui, todas las secuenciasPilestylesque sebuscaon mostraron sukits con
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mayor identidad con genes de varios taxones en Malpighiales. La segunda busqueda se realizd
teniendo en cuenta filtros taxondmicos, proporcionando asi el marco para asignar preliminarmente
cada secuencia B. boyacensi® Dalea cuatrecasasiiEsto es particularmente importante para
aquellas secuencias obtenidas del transcriptoma mixto hosypedésito. Los genes se asignaron
preliminarmente &. boyacensiguando las busquedas BLAST dieron como resultado valores altos

de identidad y cobertura con secuencias de miembros de Cucurbitales (donde Apodanthaceae esta
actualmente circunscrita) y Malpighiales (donde la primera busqueda arrojé mas resultados). Por
otro lado, los genes se asignaroi.acuatrecasasiisi los hits con mayor identidad y cobertura
coincidian con secuencias de Fabaceae (familia de la hospedera). Se utilizaron bisquedas BLAST
en SwissProt (plantas subbase) para determinar si las secuentiaglas correspondian al gen de

interés.

1.3.4 Caracterizacion de genes ortologos asociados a la regulacion del
meristema apical de vastago y meristema floral

Para explorar la evolucién de los genes de interés, se compilaron cinco matrices independientes para

ARF5/7/19, CLV1/BAMs LFY, WOX9y WUS Estas matrices incluian todas las secuencias aisladas

de los tres transcriptomas descritos anteriormente, asi como secuencias canGhiabgldpsis

thalianay otras angiospermas basales seleccionadas, monocotiledéneas, résidadag.asstas

secuencias fueron extraidas del GenBank, Hardwood Genomics Project

(https://lwww.hardwoodgenomics.org) Phytozome y ORelkos CDS se identificaron utilizando

TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en la

plataforma GalaxyAfgan et al.,2018) La lista completa de cédigos de las secuencias utilizadas

estan en |Jablal-S1.

Las secuencias se compilaron utilizando Bioédill, 1999)y se alinearon en dos pasos: una
primera alineacion seguida de un analisis filogenético para identificar clados principales dentro de
grandes grupos de genes coAR®F, BAMy CLV; y una segunda alineacion refinada guiada por la
similitud de secuencias encontrada entre grupos taxonémicos estrechamente relacionados para cada
familia de genes. Los alineamientos se realizaron utilizando el servidor MAFFT (Katoh & Standley,
2013) implenentando la estragiia EINS-1, una penalizacion de aperturagigpsde -2 y offsetde

0.5 para la mayoria de los genes, excepto W8y WOX9 donde se utilizé un valor de apertura

de gaps-3. Para la segunda fase de alineacion, se utilizé la funcién de fusién de MAFFT para
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compilar los conjuntos de datos mas pequefios en una sola matriz por familia de genes

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/merge.html).

Para encontrar el modelo evolutivo que mejor se ablaptcada matriz, se utiliz6 ModelTeNG
(Darribaet al.,2019)dando como resultado el modelo GTR+G para todas las familias de genes. Los
analisis filogenéticos se llevaron a cabo mediante dos enfoques. Piuidaima Verosimilitud

usando RaxMEHPC2 (Stamatakiset al., 2008) con 5001000 bootstrapy todos los demas
parametros por defecto. En segundo lugar, se aplicé inferencia bayesiana utilizando MrBayes 3.2.7a
(Ronquistet al., 2012) con dos corrida independientes con cuatro cadenas, convergencia entre
corridas evaluadas mediante el promedio de la desviacién estandar de frecuencias divididas por
debajo de 0.0lpurrrin del 25% para obtener un &rbol de consenso rpayoria Algunas
caracteristicas se ajustaron para cada linaje de genes, de la siguiente manafdSpaktOX9 se
ejecutaron tres millones de generaciones con una frecuencia de muestreo de 300Y, =6

millones de generaciones con una frecuencia de muestreo de 500Lpar8 AM 30 millones de
generaciones con una frecuencia de muestra de 3000; yAR&a/7/19 ocho millones de
generaciones con una frecuencia de muestreo de 250. Los homélogosdella trichopoda

fueron elegidos como grupo externo en la mayoria de los analisis filogenéticos con dos excepciones;
FLOEMA PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEMXY) de A. thalianase utiliz6 como grupo
externo en la familibkRRRLK-1X-A, dado que es anteriala duplicacionCLV/BAM(Bryanet al.,

2012)y ARF2de Physcomitrella patense utiliz6 como grupo exterren la familiaARF5/7/19ya

gue precede a la division ddRF5y ARF719 (Finetet al.,2013) Los software utilizados para la
basqueda del modelo evolutivo, el analisidviixima Verosimilitudy de inferencia bayesiana se
ejecutaron eila plataformaCIPRES Science Gatew@Mliller et al.,2010) Los arboles resultantes

fueron visualizados y editados usando FigTree v(Ra4nbaut, 2006)

Se utilizaron matricede aminoacids no alineads generadas en BioedHall, 1999)para buscar

motivos proteicos con el programa MEME Suitétf://memesuite.org/tools/memeusando los

siguientes parametros: distribucién de motivos por sitio: cero o uno por secuencia; numero maximo
de motivos: 50;dngitudminimadel motivo: 7; bngitudméximadel motivo: 150, y todos los demas
parametros predeterminados. Las secuencias seleccionadas, incluttsBilastylesboyacensis

P. thurberi, Arabidopsisthaliana Cucurbitaceae, Salicaceae, Euphorbiaceae y Fabaceae, se
sometieron a andlisis MEME con el objetivo de identificar dominios y motivos exclusivos de

Apodanthaceae. Se incluyeron secuenciaf\@idopsisthaliana para comparar los dominios
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canonicos reportados para esos genes. Las secuencias de Cucurbitales se incluyeron ya que
Apodanthaceae es actualmente un miembro de este orden. Finalmente, se incluyeron proteinas
Salicaceae y Euphorbiaceae (Malpighiales) debido a la alta similitud éritos BLAST con las
secuencias dBilostyles Para confirmar los motivos exclusivos de Apodanthaceae se analiz6 con
MEME las matrices expandidas de aminoacidos (en el castJdaWOX9y LFY) o parciales (para
CLV/IBAMy ARF57/19).

1.4 Resultados

Se identificaron ortélogode PilostylesboyacensiparaARF7, BAM1, LFY y WOX9a partir de los

tres transcriptomas. El ort6logUSse encontr6 solo en el transcriptoma PbFI. Los ort6logos de
ARF5 ARF19 BAM2 BAM3 CLV], CLV3no se encontraron en ninguno de los tres transcriptomas
(Tabla1-2). CLE22y CLE3 ambos homélogos dELE, solo se encontraron en el transcriptoma
PbE+D. Su tamafo de CDS oscila entre Z85 nt, y probablemente pertenecdd. auatrecasasiji

ya que ambas secuencias muestran altas identidad82%)0y coberturas (9800%) con varios

homologos de Fabaceae.

1.4.1 Subfamilias WUSCHELYy WUSCHEL HOMEOBOX 9

La reconstruccién filogenética de los geWddSCHEL(WUS fue en su mayoria consistente con las
relaciones sistematicas de los grupos de angiospermas muestreados. La Unica excepciéon fue la
extrafia posicién de los homdlogos de monocotiledoneas dentsordigidas, probablemente debido

al fenomeno de atraccion de ramas largas o sitios convergentes. Los homolodsisladese
agruparon por familia; asi, se recuperan clados de Apodanthaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae y Salickpaal-2). Los homoélogos d&/US

son en su mayoria genes de copia Unica, exceptduplic&ionesencontrads en Argemone
mexicana(Papaveraceaefucurbitamaxima(Cucurbitaceag Gossypium raimondijMalvaceag,

Juglans regia(Juglandacege Linum usitatissimum(Linacea®, Populus trichocarpay Salix
purpurea(SalicaceaefFigural-2, Figural-S1). La mayoria des duplic&ionesparecen ser especie
especifies, excepto en Salicaceae, donde la duplicacion es anterisealaciome Populus/Salix
(Figural-2).

Los doshomologos d@ilostyleshoyacensi®VUSestan estrechamente relacionados con la secuencia

Unica recuperada de thurberi (bootstragprobabilidad posterior BS/PP, 100/Lps homdlogos
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WUSde ambas especies Bdostylesestan, a su vez, agrupados con secuenci&s ldaatus C.
sativusy C. maxima(Cucurbitaceae) (BS/PP, 85Higural-2).

Figura 1i 2. Reconstruccién dMaxima Verosimilitudparael linaje WUSCHEL Los valores déootstrap>

50 y de probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas amarillas y rojas indican eventos
de duplicacién a nivel de familia y especie especificos, respectivamente. Abajo a la izquierda, representacion
esquematica de los genes cands relacionados con el meristeapical del vastago (SAM) y la transicion

desde meristema de inflorescencia (IM) a meristema floral (FM). AbrevialdRis AUXIN RECEPTOR
FACTOR BAM, BARELY ANY MERISTEMBr: bractea;CLV, CLAVATA L: hoja; LFY, LEAFY, WOX
WUSCHEL HOMEOBOXWUS WUSCHEL Algunos clados estan resaltados en color como sfgaeia
Fabaceaeamarillo Salicacea, morado Apodanthaceae, verde Cucurbitaceae, azul Melvacea

Amborella trichopoda (AmtrW)
o Drimys winteri (DrwiW)

— Austrobaileya scandens (AuscW)
85/0 Aquilegia coerulea ( choW

- 100/1 Papaver somniferum (PasoW)

Argemone mexicana (ArmeW1)
97/1 81/ 70/0.7 Argemone mexicana (ArmeW2)
Asterids
Vitis vinifera (ViviW)
100/1 1 Ka/anchoe laxiflora (KalaW)
51/0.92 L Kalanchoe fedtschenkoi (KafeW)

Prunus persica (PrpeW)

100/1—Juglans regia (JureW?2)
92/1 Juglans regia (JureW1)
IA—E-dFabaceae

80/0.
Croton tiglium (CotiW) |
Ricinus communis (RICOW Euphorbiaceae

Apodanthaceae

SAM Staphylea trifolia SttrW
2 00/1 Pilostyles thurberi (PithW)
b, b |‘ 4”P/’Iosty/es boyacensis (PiboW1)
I 85/1 99/1L Pjlostyles boyacensis (PiboW2)

100/ Cucumis sativus (CusaW)
Citrullus lanatus (CilaW) :
L] _ECucurbita maxima (CumaW2) Cucurbitaceae
60/0.9 Cucurbita maxima (CumaW 1)

Gossypium raimondii (GoraW1)
Theobroma cacao (ThcaW)

Gossypium raimondii (GoraW2)
Edgeworthia papyrifera (EdpaW)

Carica dpa1paya CapaW)

Brassicaceae

Hypericum perforatum (HypeW)

Linaceae

Eucalyptus grandis (EugrW)

] Monocots

Malvaceae

70/0.96
92/1

0.3
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Los doscontigsencontrados eR. boyacensigueron recuperados del transcriptoma PbFIl. Estos dos
difieren en 10 bases y una insercion de cuatro bases que extiende el marco de lectura en 38
aminoacidos hacia el 3' en una de las variantes (PibBW2ra1-S2). El andlisis MEME muestra

que el dominio Homeobox (dominio de unién al ADN), el motivo LELXL WUS y el motivo TLXLFP
WOX1 se conservan en PiboW2, mientras que PiboW1 carece del motivo LELXL MfuEa(l-

3; Tablal-2). El unico transcrito encontraén el transcriptomde P. thurberimuestra un codén de

parada prematuro y sdélo conserva el dominio Homeobox. Nuestros analisis MEME no identificaron

motivos adicionales exclusivos para Apodanthaceae o Cucurbitaceae.

Figura 1i3. Andlisis MEME de proteinas WUSCHEL de. Ahaliana Apodanthaceae,
Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae.
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La filogenia de los geneSWVUSCHEL HOMEOBOX ,9WOX9 recupera los homdélogos
monocotiledonea y eudicotiledénea con soportes 884>, 86/0.98 y 70/tespectivamente). Sin
embargo, las relaciones esperadas dentro de los homdlogos de eudicotiledéneas no se recuperan
(Figural-4). Se detectaron duplicaciones especificas de la familia en Brassicaceae, resultando en los
cladosWOX8 y WOX9asi como en Crassulaceae, Poaceae y Salicatigaea(-4, Figural-S3).

Se detectaron duplicaciones especie especific& Braxima Gossypium raimondiil. regia, L.
usitatissimumMusa acuminataP. boyacensisP. thurberi, Phaseolus vulgarig Staphylea trifolia
(Figural-4, Figural-S3).
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Tabla 1-2. Genes buscados mediante BLAST en los tres transcriptomea3. #eyacensis
examinadosLos asteriscos simples (*) indican secuenciaprdéeinas que carecen de uno o mas
motivos en comparacion con las proteinas canonicas. El asterisco doble (**) indica CDS incompleto.
(-): transcrito no encontrada.

Familia de genes Gen PbE+D PbFI PbFr
H *
wus |- pibow? :
WUSCHELrelated homebox . "
(WOX) . Pibow9 1 .
WOX9 | Pibow9 2 Pibow9 2 Pibow9 2
Pibow9 3
CLAVATA 3/ESRelated(CLE) | CLV3 - - -
CLV1 - - -
PiboBAM1_2*
LEUCINERICH REPEAT . . . — .
RECEPTORLIKE KINASE IXa, BAM1 | PiboBAM1 1| PiboBAM2 1 P!boBAMZ_Z*
(LRRRLK-IX-a) PiboBAM2_3
BAM2 - - -
BAM3 - - -
ARF5 - - -
. PiboARF7 2*
* —
AUXIN RE?:F?F')\'SE FACTOR  ARF7 | PiboARF7 2¢ E,:Egﬁ';';%* PiboARF7 3*
— PiboARF7 4*
ARF19 - - -
. PiboLFY1 PiboLFY1
*
LEAFY LFY | PiboLFY3 PiboLFY?2 PiboLFY2

Todoslos homélogos dePilostylesse agrupan con los gend80X9de Cucurbitaceaen ambas
reconstrucciones filogenéticaB/PP, 39/0.99Figura 1-S3). En el caso d@. boyacensisse
detectaron tres variantes B#oWOX9 todas las cuales estaban cerca de una de las dos copias
encontradas eP. thurberi(Pithw9 1, BS/PP, 100/Figural-4). La variantd®iboW9 2 se encontr6

en los tres transcriptomas, mientras que las otras dos variantes solo se aislaron del transcriptoma
PbFI deP. boyacensiskEl analisis MEME mostré un motivo -drminal MASSN, el dominio
Homeobox, y el motivo @erminal VFIN/ LQOxG WOX8, presente en todas las secuencias. La Unica
excepcion se detectd en la variaRi®oW9 1, que carece del motivo-t€rminal VFIN/LOXG
WOX8 (Figural-S4; Tabla1-2). Se encontraron dos motivos especificos de Apodanthaceae y un
motivo especifico de Cucurbitace&égural-S4) en un conjunto de datos que incluia 88 secuencias
representativas de. thaliana, Apodanthaceae, Cucurbitaceae, Salicaceae y Euphorbiaceae (datos

no mostrados).



22 Evolucién de los genes de regulacién meristemética de la angiosperma holoj

Pilostylesboyacensi¢Apodanthaceae

Figura 1i 4. Reconstruccién de méxima verosiiitl del linajeWUSCHEEHOMEOBOX 9 Los
valores déootstrap> 50 y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas
amarillas y rojas indican eventos de duplicaciébn a nivel de familia y especie especificos,
respectivamente. Los esquemas en la parte inferior izquidaacolores de los cladegguen las

convenciones de la Figuta2.

Amborella trichopoda (AmtrW9)

86/0.98
— I Monocots

100/1 _ELinum usitatissimum (LiusW9_2)
Linum usitatissimum (LiusW9_1)

_| 100/
Crassulaceae
- 52/0.%< :

— | Asterids

100/1 Papaver somniferum (PasoW9)
93/1 | I-Papaver setigerum (PaseW9)
Aquilegia coerulea (AqcoW9)
Vitis vinifera (ViviW9)
Staphylea trifolia (SttrW9_2)
Staphylea trifolia (SttrW9_1)
Fabaceae
Prunus persica (PrpeW9)

Juglans regia (JureW9_2)
Juglans regia (JureW9_1)

70 Malvaceae

Ricinus communis (Ricow9) | Euphorbiaceae

10074 Pilostyles boyacensis (PiboW9_1)
- 10071 Pilostyles boyacensis (PiboW9_3)
/1 pilostyles boyacensis (PiboW9._2) Apodanthaceae
Pilostyles thurberi (PithW9_1)

Pilostyles thurberi (PithW9_2)

100/1 Cucumis sativus (CusaW9)
Citrullus lanatus (CilaW9)
Cucurbita maxima (CumaW9_2)
Cucurbita maxima (CumaW9_1)

©

100/1

Cucurbitaceae

Carica papaya (CapaW9)
Eucalyptus grandis (EugrW9)
il Brassicaceae WOX9

100! =" Brassicaceae WOX8

Edgeworthia papyrifera (EdpaW?9)

0.2

1.4.2 Subfamilia LEUCINE-RICH REPEAT RECEPTORLIKE KINASE
IX-a

La reconstruccion filogenética de la subfamilRR RLK-1X-arecupero cuatro clados grand&sv1

(BS/PP, 84/0.6)f BAM1/2(BS/PR, 16/-), BAM3(BS/PR 88/1) y BAM3like (BS/PR 65/1) (Figura

1-5, Figural-S5). Amborella trichopody especies de Ranunculales tienen homoélogos en cada uno
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de los cuatro clados, lo que sugiere que las duplicaciones ocurrieron antes de la diversificacion de
todas las angiospermas. Sin embargo, en 49 de las 74 especies solo detectamos genes de dos o tres
clados, lo que apunta a una expresion heterogénea dedtse genes en diferentes taxones. La
reconstruccion délaxima Verosimilituddel subclad@LAVATAles en su mayoria consistente con

las relaciones filogenéticas de los grupos de angiospermas muestreados, ya que el @irvdlogo

deA. trichopodase agrup@on los genes muestreadosedelicotiledoneabasales y los homdlogos

de astéridasestan separados de Igenes désidas Figura 1-S5). Los representant&3LV1 de
Brassicaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae y Salicaceae forman
clados bhien soportadod-igura 1-S5). Se detectaron duplicaciones localesQle/1 en D.

cuatrecasasjiG. raimondii, Kalanchoe laxifloraL. usitatissimumPrunus persicy Salicaceae

El clado formado poBAM3y BAM3like fue recuperado en ambos analisis (BS/PP, 67/1). El
subclado similar 8AM3 incluye secuencias d& trichopoda monocotiledéneas representativas
(Musa acuminatpy eudicotledénea basales (RanunculaleBjgura complementarida-S5). Los
homélogosde astéridasy rosidasforman dos clados separados; dentro de este Ultimo, recuperamos
cinco variantes del transcriptoma PbE+D asignado mediante BLAilea cuatrecasasiiFigura

1-S5). La reconstruccion filogenétiddAM3refleja las relaciones taxondémicas entre los grupos de
angiospermas muestread@igura 1-S5). El subcladdBAM3 recupera duplicaciones a nivel de
familia en Fabaceae y Salicaceae, asi como duplicaciones especies espedifiopa delladonna

Brassica rapaD. cuatrecasasiy L. usitatissimun{Figural-S5).

La reconstruccion deviaxima Verosimilitud de los genesBAM1/2 incluye el muestreo de
gimnospermas y angiospermas, y al igual que en analisis anteriores, es consistente con las relaciones
filogenéticas de los taxones muestreados, con la excepcion de la posicion de los genes
monocotiledoneas cerca de las secuerdgdsucalyptus grandigMyrtaceae) Figural-5). Dentro

de las eudicotiledéneas, la mayoria de los genesstiridasse agrupan BS/PP, 97/0.94
Duplicaciones a nivel de familiar se encontraron en Apodantha&ae 1(2), Brassicaceae
(BAMY/2), Linaceae, 8paveraceae y Poaceae. Se detectaron duplicaciones especie especificas en
Amaranthus hypochondriacuBegoniasp., Chenopodium quingaCladrastis lutea C. maxima

Digitalis purpurea G. raimondii, L. usitatissimumLinum perenngLonicerajaponicg Medicago
truncatula Orobanche fasciculatey S trifolia (Figura 1-S5). Las especies de Salicaceae y
Euphorbiaceae muestran sélo una copia BRIEBM1/2 (Figura 1-S5). Los homodlogos de

Apodanthaceae se mostraron hermanos de los genes de Salicaceae, Euphorbiaceae y Linaceae, pero
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los valores de soporte son baj@&S(PP, 35/0.6,7Figura 1-S5). Los homdlogo8AM1/2 de P.
boyacensisgruparon junto con los die thurberi (BS/PP, 100/1Figural-5).

El analisis MEME para secuencias seleccionadas BpaM1/2 detectd cuatro regiones ricas en
leucina, dos de las cuales se identificaron utilizando Pfam como LRR4 y LRR8 (ambas del dominio
extracelular). Ademas, dos motivos coincidian con los dominios quinasa (correspondientes al
dominio citoplasmético). LagariantesPiboBAML1 2, PiboBAM2_2 PiboBAM2_3de PbFr deP.
boyacensiy CusaBAM11 carecen de lanitad del dominio quinasa (FiguraSb; Tablal-2). Sin
embargo,PiboBAM1_laisladas de PbE+D, FiboBAM2_1lidentificadas erel transcriptoma de

PbFI, asi como CusaBAM12, mostraron dominios completos (FiguraSé; Tabla 12). No se
encontraron motivos exclusivos para Apodanthaceae, Cucurbitaceae o Cucurbitales.

1.4.3 Subfamilia AUXIN RESPONSE FACTOR 7

La reconstruccion filogenética de los linajes del g&RF5/7/19 recuper6 cinco clados
correspondientes ARF7A (BS/PR 99/1)), ARF7B (BS/PP 61/099)), ARF5(BS/PPR, 68/0.88)),
ARF7/19D (BS/PP, 97/1) WRF7-E (BS/PP, 921, Figura 16). Los homdlogos para trichopoda

y Austrobaileya scanderse encontraron en cuatro y tres de los cinco clados, respectivamente
(Figura 1S7). Esto sugiere que las duplicaciones ocurrieron antes de la radiaciéon de todas las
angiospermas. La filogenia de los gedRF7#A y ARF7B es consistente con las relaciones
filogenéticas de los taxones muestreados. DentARKE-A no se detectaron duplicaciones a nivel

de familia. Sélo se encontraron duplicaciones especie especifidasraxicanal. perenne O.

fasciculata Papaver somniferum Papaver setigerur(Figura 1S7).

Dentro deARF7-B probablemente ocurrié una duplicacion a gran escala en eudicotiledoneas
centrales, ya que hay dos clados que contienen representantes de astéridas y rosidas (Salicaceae y
Malvaceae). Sin embargo, uno de los dos clados también incluyé homélogos de &rassica
Fabaceae y Cucurbitaceae. Ademas, se encontraron duplicaciones especie especfficas en
mexicanaA. scandensCastanea pumilas. raymondii L. japonicg M. acuminata O. fasciculata

P. setigerumy P. somniferun{Figura :S7).

Figura 1i 5. Reconstruccion ddlaxima Verosimilitudde linajesBARELY ANY MERISTEM3y
CLAVATAL1 Los superclados sin secuenciadestylesboyacensigstan colapsados. Los valores
debootstrap>50y la probabilidad posterior se muestran encima de los nodos. Las estrellas amarillas

indican eventos de duplicacién a gran escala o a nivel de familia; las estrellas rojas indican eventos
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de duplicacion especie especificos. Los esquemas en la parte inferior izguedalores de los
cladossiguen las convenciones de la Figia.

Amborella trichopoda Phloem Intercalated with Xylem (AmtrPXY)
88/1
o LW e ] BAM3
—y BAM3-like
CLV1
954 Picea abies (PiabBAM1_1)

Picea abies (PiabBAM1_2)

Amborella trichopoda (AmtrBAM1)
Austrobaileyaceae

- Orchidaceae

99/1r Aquilegia coerulea (AqcoBAM1)
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9(&'4ii—<nankenia laevis (FrleBAM1)
1 A o

| M
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Vitis vinifera (ViviBAM1)
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97/

0.3

El cladoARF5 se mostro en gran medida como de copia Unica, a gran escala o a nivel de familia
(Figural-S7). Por lo tanto, se recuperaron clados de genes bien soportados para los hohifégos

en Amaranthaceae, Brassicaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Linaceae, Malvaceae, Orobanchaceae,
Papaveraceae, Poaceae, Salicaceae y Solan(&igae 1-S7). Duplicaciones especie especificas

se encontraron e hypochondriacusConopholis americands. raimondii, Mimulus guttatusM.

acuminatay O. fasciculata(Figural-S7).
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En el cladoARF7D, se pueden detectar dos duplicaciones a nivel de faunilgaen Brassicaceae
gue resulta en los subcladaRF7y ARF19 y una segunda dentro de Fabaceae. Los homologos
ARFT7-D restantes se conservaron como de copia Unica, excefstbygrochondriacusA. mexicana
Atropa belladonnaC. pumila, Edgeworthia papyriferaG. raimondi Hypericum perforatumJ.

regia, L. perenneM. guttatusy P. somniferum(Figural-S7).

Finalmente, en el cladARF7E, se detectaron duplicaciones a nivel de familia en Poaceae y
Solanaceae, pero la mayoria de los otros homdélogos permanecen como copia Unica. Se encontraron
duplicaciones especie especificasfermexicana C. americana H. perforatum L. perenne L.
usitatissimumM. acuminata P. setigerum P. somniferumSalix purpureay S trifolia (Figura t

S7). En este clado, se aislaron cuatro variantdildstylesboyacensisPiboARF7 2 se encontrd

en los tres transcriptomas (PbE+D, PbFIl y PbFr), mientras que la variaoeRF7_1solo se
encontré en el transcriptoma PbFl y las variaémoARF7_3y PiboARF7 4 se aislaron del
transcriptoma PbFr. Los cuatro homélogosRdéoyacensis/ P. thurberi se agruparonBS/PP,
100/1).La comparacion de BLASTN mostr6 un porcentaje de similitud del 78% y una cobertura del
55-74% con homdlogos de Euphorbiaceae y Salicaceae. AdemhemdiogoARF7 aislado del
transcriptomaPbE+D, que muestraina identidad del 85% y una cobertura del 98% con otras
especies de Fabaceae y fue asignado aqui a la hosfiedewatrecasasiiy etiquetado como
DacuARF7_I(Figura 16, Figura 1S7).

El andlisis MEME detect6 el dominio-términal de union al ADN B3, el dominio factor de respuesta
auxina, asi como el dominiot€rminal AUX/IAA (con motivos IIHV) y dos motivos con regiones
ricas en QSL (Figura-S8).Las proteina®ilostylespresentan todos estos dominios, excepto una de
las dos regiones ricas en QSL (Figik&8, dominio purpura; Tabla2). No se encontraron motivos

exclusivos para las proteinas de Apodanthaceae, Cucurbitaceae o Fabaceae.

Figura 1i 6. Reconstruccion de maximzgrosimilitud del linaje AUXIN RESPONSE FACTOR
5/7/19. Los superclados sin secuenciashilestylesboyacensiestan colapsados. Los valores de
bootstrap> 50 y la probabilidad posterior se muestran por encima de los nodos. Las estrellas
amarillas indican eventos de duplicacion a gran escala o a nivel familiar; las estrellas rojas indican
eventos de duplicacidn especie especificos. Los esquemas en iafeacieizquierday los colores

de los cladosiguen las convenciones de la Figw2a. 1
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1.4.4 Familia LEAFY

Finalmente, la reconstruccidifogenética de los genéEAFYmostrd que se conservan como copia
Unica en la mayoria de las especies, excepBrpa, C. lutea C. maximaK. laxiflora, L. perenne

L. usitatissimurny Zea maygFigural-7, Figural1-S9). Se aislaron tres variantes diferente®.de
boyacensisPiboLFY1y PiboLFY2se encontraron en los transcriptor®ésd=| y PbFr, mientras que
PiboLFY3se detecto solo en el transcriptoma PDERiboLFY2tiene un exdn adicional de 135 nt
en comparacion coRiboLFY1(Figural-S10).PiboLFY3es una secuencia parcial qiliéere en

dos nucleétidos localizados en el 5’UTR.

Las varianted FY de P. boyacensise agruparon con la Unica copia encontrad#.ethurberi
(PithLFY, BS/PR 100/], Figural-7). Curiosamente, el andlisis t#&xima Verosimilitudmuestra



28 Evolucién de los genes de regulacién meristemética de la angiosperma holoj

Pilostylesboyacensig¢Apodanthaceae

gue los homodlogos deilostylesestan estrechamente relacionados con los genes de Euphorbiaceae
y Salicacea¢BS: 38 Figural-S9), mientras que en el andlisis de inferebeigesianae agruparon

con los homologos de CucurbitaceB®(0.78Figural-S9). El analisis MEME detect6 el dominio
N-terminal altamente conservado Floricaula/Leafy SAM y el domirier@inal de unién al ADN
Leafy/F. Ademas, se detectaron los motiveteNninal LPPP y un motivo GLSEE en los conjuntos

de datos completos y reducil Figural-10). Las secuencias dRlostylesmostraron todos estos
dominios y motivos, excepto la variafdoLFY3 que es un CDS incompletddblal-2). Ningln

motivo es exclusivo parlas secuencias de Apodanthaceae o Cucurbitales.

1.5 Discusion

A diferencia de la secuencia tipica de desarrollo desde SAM vegetativo a meristema de
inflorescencia, y luego a meristema floral que ocurre en la mayoria de las angiospermas, incluida
Arabidopsis( ¢ 6 Ma o i dt &.j2014)gl transito a los meristemas florales Rifostylestiene

lugar directamente desde tejido endofitico no especializado sin meristemas vegetativos o de
inflorescencia reconocibleg@maral, 2007; Gonzalez & Pabdora, 2017) Se encontraron en
Pilostyles boyacensiscinco de los 11 grupos de genes candénicosAdabidopsis thaliana
responsables del mantenimiento del SAM y la determinacién de inicio de meristema floral objetivo

de este estudio.

1.5.1 Subfamilias WUSCHELy WUSCHEL HOMEOBOX 9

Los homologos d&"USCHEL HOMEOBOX y WUSCHIektan representadosrboyacensipor
PiboWUS yPiboWOX9 Los homélogosie WOX9tienen un papel clave en el patron embrionario
temprano, asi como en la pluripotencia y la proliferacién celular en el SAM en el grupo de plantas
con semillagHaeckeret al.,2004; Nardmanet al.,2007; Palovaaret al.,2010; Skylaet al.,2010;

Zhouet al.,2018) Ademas)os homdélogosVOX9también estan involucraden la arquitectura de
inflorescencia y la identidad floral en petunia y tomate, asi como en el desarrollo de campelos
Arabidopsis y posiblemente en la determinacion del sexcCeoums (Costanzoet al., 2014,
Pawe g kebak,2012;, Rebochet al.,2008; X. Wuet al.,2005) Se encontraron transcritos de

PiboWOX%n los tres transcriptomas, incluidas las etapas de desarrollo temprano y tardio.
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Figura 1i 7. Reconstruccion dslaxima Verosimilituddel linajeLEAFY. Los esquemas en la parte
inferior izquierday los colores de los cladsgyuen las convenciones de la Figwa 1
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Basandonos en los roles previamente identificados en los taxones modelo, planteamos la hipotesis

de quelas variantes dePiboWOX9 juegan papelespleiotrépicos en la arquitectura de la

inflorescencia, identidad floral, desarrollo de carpelos y quizas determinacién sexual, ya que se
encontraron en lasanscriptomas PbE + D y PbFIl. TamhiBiboW9_2podria estar involucrado en

el desarrollo embrionario temprano, ya que se encontrd en el transcriptoma de PbFr. Finalmente,

debido a que las secuencias de proteinas tienen un motanihal completo MASSN y dos
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motivos Gterminales VFIN y LQxG WOX&Deveauxet al.,2008; Palovaarat al.,2010)al menos
las isoformadiboWOX9 2 y PiboWOX9 3 sefan completamente funcionales.

Las variantes d@iboWUSse aislaron exclusivamente del transcriptoma PbFl. La mayeris
homologos d&vVUSfuncionalmente analizados controlan el mantenimiento de células madre en el
SAM, RAM vy los meristemas floralefLaux et al., 1996) Ademas,los genesWUS estan
involucrados en el desarrollo de embriones, hojas, perianto, anteras y(dguida & Hake, 2016;

van der Graafket al., 2009; C-:C. Wu et al., 2019) Por lo menos PiboWUS_2 contiene la caja
TLXLFP WUS y el motivo EARike LELXL, este ultino es crucial en el mantenimiento de células
madre, ya que media la represion de los genes ¢iaetier et al.,2006; Tsuda & Hake, 2016)
Teniendo en cuenta que no se observa un 8AR! boyacensiy que no se encontraron homélogos

de PiboWUSen los transcriptomas PbE+D o PbFr, planteamos la hip6tesis de que su funcién esta
restringida al mantenimiento de células madre en los meristemas florales y quizas en el desarrollo

de anteras y 6vulos.

1.5.2 Subfamilia RECEPTORLIKE KINASE IX -a

La subfamilia LRRRLK-IX-a enPilostylesesta representada por leamoélogoBAM1/2 mientras

gue los deCLAVATALNo seencontraronSe detectaron dos copias de homéldgad1l/2en cada

una de las dos especies Bdostyles muestreadas. Las copias se encuentran en diferentes
transcriptomas, coRiboBAM1lactivo en PbE+D YbFr, yPiboBAM2activo en PbFl y PbFr. Al

menos una variante de cada copia conserva el dominio rico en repeticiones de leucina extracelular,
necesario para la deteccion de ligandos CLE, asi como los dominios citoplasmaticos quinasa
encargados de la fosforilacién de lastpinas dianéFigura 1-S6, Hazak & Hardtke, 2016; Q. Wu

et al.,2018)

Se han asignado cuatro funciones diferentes gdoss CLV/BAM en Arabidopsisthaliana La

primera esta relacionada con la union de CLV3 a CL\p&ta reprimitWUSCHELy WUSCHEL
HOMEOBOXen el SAM con el fin de controlar la diferenciacion celular y la organogénesis
(DeYounget al.,2006; DeYoung & Clark, 200&letcher, 1999; Hazak & Hardtke, 2016; Raml.,

2016) La accion deCLV1 es reforzada por los homoélogos BAM a medida que secuestran ligandos
CLE secretados en la periferia, o que resulta en el mantenimiento de la pluripotencia en la zona
meristematica(DeYoung & Clark, 2008)El segundo papel, involucra BAM1 en el centro

guiescente del RAM restringiendo la proliferacién cel(l2eYounget al.,2006) El tercer papel
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involucraBAM1/2 en marcael destino celular de desarrollo aecrosporasen las anteras y en el
desarrollo de lo$vulos(DeYounget al.,2006; Liet al.,2016) El cuarto papel es el control del
desarrollo vascular en raices, vastago y hoja8pM3 (Hazak & Hardtke, 2016)

Los transcrito8AM12 de PbFr carecen del dominio quinasa y tienen codones de parada prematuros
(Tablal-2; Figural-S6). Es probable que tales proteinas incompletas ya no jueguen un papel en la
embriogénesis temprana, incluida la diferenciacién de plimula y radicula. Esto se ve reforzado por
el hecho de que losomd6logosCLV1 no se encontraron en ninguno de los transcriptoteas
Pilostylesy los miembros de la familia CLEC(V3) identificados fueron asignados por similitad

D. cuatrecassasiiEl aislamiento de proteinas BAM1/2 completas de los transcriptomas PbE+D y
PbFrsugiere que el papel primario 8AM1/2 en Pilostylesse limita al desarrollo de anteras y
ovulos. Sin embargo, un papel secundario relacionado con el desarrollo vascular del extensor floral

enPilostylesno se descartgdmaral, 2007; Gonzalez ab6nAMora, 2017)

1.5.3 Subfamilia AUXIN RESPONSE FACTOR 7

El subcladoARF5/7/1%nPilostylesesta representado solo motélogosARF7E Especificamente
PiboARF7E_Ze encontrd en los tres transcriptomas, mientraPifpoARF7E_ Ise detect6 solo en

el PbFl yPiboARF7E 3, PiboARF7E 4 se encontrd solo en el transcriptoma PlhBstranscritos

de Pilostyles(exceptoPiboARFE7_) tienen intactos dominios de unién al ADN (DBD), asi como
dominios AUX/IAA vy factor de respuesta auxina. Sin embargo, solo una de las dos regiones
caracteristicas ricas en QSL esta presente en todgasiamadilostyleSARF7E. Tanto el dominio
AUX/IAA como la region QSL han estado involucrades la dimerizacion con otros ARF
(Chandler, 2016; Korasiait al.,2014) Por lo tanto, los andlisis de secuencia indican que al menos
tres isoformas de PiboARF7 son completamente funcionales. Sin embargo, te fattélogos
ARF7E enA. thalianadificulta una comparacion funcional directa ¢os homologos deilostyles

Se sabe que otr@dsRF5/7/19desempefian papeles redundantes en la formacién de raices laterales,
la regeneracion de vastago, la polaridad y expansién de las hojas, la determinacién del meristema
floral, la fertilizacion, el desarrollo de frutos, la senescepnda abscision de 6rganos (Chandler,
2016). En conjunto, nuestros datos sugieren que las funciones mas probablebatedlogos
PiboARF7incluyen la determinacién del meristema floral, la fertilizacion y el desarrollo de frutos.

Es posible que los genBPihoARF7Eestén asumiendo la funcion ARF5en la activaciome LFY,
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1.5.4 Familia LEAFY

Los homologod FY en especies d@ilostylesestan presentes como genes de copia Unica, aunque en

P. boyacensise aislaron tres variantddboLFY 1y PiboLFY2estan presentes en los transcriptomas
PbFI y PbFr, mientras quRiboLFY3est4 activo en el transcriptoma PRE-EI dominio canénico
C-terminal de union al ADN y el dominio-drminal FLORICAULA/LEAFY reportados para LFY
(Maizel et al.,2005) se conservan en dos de las tres variant®hbd&FY que sugieren que son
funcionalesLFY es un objetivo indirectde FLOWERING LOCUS TFT), el gan de floracion, y es

un regulador maestro del destino de meristema floral, ya que reprime la identidad de meristema de
inflorescencia y promueve genes de identidad de 6rganos florales (M&raiu@010). Nuestros
resultados apuntan a roles conservat®s geneRiboLFYenel establecimiento de la identidad

del meristema floral y quizas junto con otros cofactores que activan la identidad del 6rgano floral en

los Pilostyles

1.6 Conclusion

El estilo de vida endopasito de Apodanthaceae se acompafia de una transicion directa de un
endofito altamente reducido a meristemas florales. Utilizamos transcriptomica comparativa de tres
etapas de desarroltte Pilostylesboyacensigon y sin los tejidos de la hospedera para investigar las
redes reguladoras genéticas involucradas en la identidad y el mantenimiento del SAM y meristema
floral. Once grupos de genes candnicos responsables del mantenimiento de SAM y la determinacién
del cestino floral fuerorel buscados en este estudio. Solo cinco de ellos se encontr&itosgries

a saberARF7, BAMY, LFY, WOX9y WUS No se encontraron ortélogos ARF5 ARF19 BAM2,

BAM3 CLV], CLV3 La falta de SAM y hojas parece correlacionarse con reducciones en el nimero
de genes para las familias de genes mas importantes que controlan el ajuste fino entre la pluripotencia
y la organogénesis durante el crecimiento vegetativo. Es probable qusdaiande los genes
retenidos tengan una funcion en establecer la transicion reproductiva y la identidad de meristema
floral, asi como la embriogénesis temprana. Proporcionamos la ptistei@mparativa integral

para evaluar la actividad meristematica ks partes vegetativas reducidas de una planta

holoendopaasita.
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1.7 Material suplementario

LasFiguras 1-S1aS10 estan disponibles en los anexe3, Al final de este documento. Tablal-
S1 vy los archivos con los alineamientos utilizados se encuentran en la version digital del articulo
publicado en la seccion de material suplementario en

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fevo.2020.00209/full#supplementatgrial
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2.1 Resumen

El géneroPilostyles(Apodanthaceae: Cucurbitales) incluye 11 especies de plantas holoparasitas
endofiticas caracterizadas por un crecimiento vegetativo limitado a filas de células que crecen dentro
del tallo de sus plantas hospederas. A partir de estas filas de célulasusellda internamente

flores diminutas que se conectan mediante un extensor con el xilema de la hospedera y finalmente
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emergen rompiendo la corteza de ésta. Mientras que el desarrollo de flores y frutos ocurre de manera
normal, los embriones se desarrollan hasta un estado de seis a diez células sin mayor diferenciacion.
En el presente estudio se identificaron en tres d¢rgmtemas dePilostylesboyacensidos genes
homologos a los implicados en la regulacion de la embriogénesis temprana en la planta modelo
Arabidopsighaliang de las familiag\RGONAUTEAGO), APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE
FACTOR AINTEGUMENTAAP2/ERFANT), HOMEODOMAIN LEUCINEZIPPER clases Il Y

IV (HD-ZIP 1lI, IV), WUSCHEERELATED HOMEOBOXWOX), PIN-FORMED(PIN), TOPLESS

(TPL), RECEPTORLIKE KINASESRLK) de las subfamiliaRECEPTORLIKE PROTEIN(RPK)

y CRINKLY 4(CR4. De los 74 subclados que se presentan para los genes de estas fanfilias, en
boyacensisolo se encontraron 19, de los cuales hay al menos un ortélogo con dominios conservados
por familia. No se encontr6 ortélogo G®PLESSSe encontraron genes relacionadosdasarrollo

de semilla y otras estructuras reproductivas, mientras que no se encontraron genes relacionados con
el desarrollo de raid.a primeraetapa de division apicélasalen la embriogénesis temprana de
Pilostyles puede estar siendo regulada FboWOX13 PiboWOX9 PiboRPK2y PiboPIN11,

mientras que moédulos tardios de polaridgical basal estarian asociados a la actividad de
PiboPTL3 PiboREV PiboAGO]1 PiboAGO10y PiboRPK2 Los genes asociados con el
establecimiento del protodearen embriony de los meristemas apicales de tallo y raiz como
ML1/PDF2 de la familia HD-ZIP IV, WOX5y WUSno se encontraron en el tejido de frutos con

semillas, en concordancia con la diferenciacién incipiente de los embrioRésatges

Palabras clave:embrién reducidoPLETHORAREVOLUTA endoparasita, pérdida de genes

2.2 Introduccion

La familia Apodanthaceae (Cucurbitales) estd conformada por dos géneros y 12 especies de
holoendoparasitas. La fase pestbronariade estas holoparasitas edremadamenteeducida, y

la organogénesis e histogénesis vegetativa estan totalmente suprimidas. El enddfito se reduce a
agrupaciones de células meristematicas, a partir de las cuales se forman, hacia adentro, extensiones
ahusadas que se conectan directamente cdeteds vascular del hospedekacia afuera, los
meristemas florales que constituyen el exdéfito emergente. A pesar de la reduccion extrema del ciclo
de vida de estas holoparasitas, los frutos, semillas y embrimfas®gmn de manera normalinque

los embriones son viables y funcionales, éstos son también reducidos en su morfologia, ya que no se
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forman los cotiledones tipicos de las demas angiospermas, y los meristemas radicular y de vastago
no se observan (F. Gonzalez & Palddora, 2017; Heidelgrgensen, 2008).

El génerdPilostyles(Apodanthaceae) estd compuesto por 11 especies que parasitan exclusivamente
a miembros de la familia Fabaceae en regiones xerofiticas de varios continentes (F. Gonzalez &
PabdénMora, 2014a; Orteg&onzalezet al.,2020). Los individuos d@ilostylesse hacen visibles

cuando el exofito que se compone de pequefias flores gregarias por lo general unisexuales, emergen
gradualmente del hospedero (Bellot & Renner, 2013; F. Gonzalez & Rédrén 2014b; Heide
Jaorgensen, 2008). La fertilizaciéourrecon éxitq probablemente mediada por insectos (Bellot &
Renner, 2013). Cada una de las bayas resultantes contiene més de 100 semillas diminutas (<0,5 mm).
La semilla est4 conformada pona capa epidérmica de esclereidas de pared gruesa que rodea
completamente al endosperma biestratificado yembrion reducido a -&0 células poco
diferenciadas (Bouman & Meijer, 1994; Endriss, 1902; F. Gonzalez & Rdbdém 2017; Johri,

1992; Rutherford, 1970)

La Unica especie deilostylesen la que la embriogénesis ha sido estudiada en det&iostyles
ingae(ahora sinénimo menor ddlostylesblanchetii Bellot & Renner2014. El embrién inicia su
desarrollo con la division del cigoto en dos células, seguido de un estadio de cuatro células alineadas
en hilera. Las dos células basales son ahusadas longitudinalmente y permanecen inmediatamente
adyacentes al micropilo formando elspensor; las demas células se mantienen isodiamétricas, y
crecen y se divideen sentido longitudinal generando 3 o 4 niveles de dos células cada uno (Endriss,
1902).

Estudios previosle Pilostylesen Colombia han explorado faorfoanatomiael desarrollo floral, la
identificacion y evolucién del plastoma y de los geasxciados al establecimiento y mantenimiento
del meristema apical de vastago, SAM (Aragudeloet al.,2019; A.D. Gonzélezt al.,2020; F.
Gonzalez & Pab6iMora, 2014b, 2017). Hasta el momento, permanece sin investigar si la reduccion
morfoldgica del embrién eRilostylesocurre de manera concomitante con una reduccion de la red

de genes responsables de la embriogénesis.

Para la presente investigacion, y empleando la estrategia de busqueda de genes candidatos en
especies modelo, se toma como referencia los genes que controlan la embriogé@mabid @psis
thaliana(Brassicaceae). EAwrabidopsis la embriogénesis comienza con la formacion de un cigoto

polarizado que, mediante una primera division transversal, se divide asimétricamente formando una
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célula basal de mayor tamafio mayor que la célula apical. En este estadio, la expresién del factor de
transcripciotWWUSCHELRELATEDHOMEOBOX (WOX3 esté limitada a la célula apical, en tanto

que la expresion d&/OX8y WOX9 asi como la dARECEPTORLIKE PROTEIN KINASEY 2

(RPK1, RPK2 se concentran en la célula basal (Chandler & Werr, 2019; Tvorogova & Lutova,
2018). La célula basal se divide transversalmente formado el suspensor, mientras que la célula apical
dara lugar al embrion propiamente dicho. La expresion diferencial denlesd©Xse correlaciona

con el flujo unidireccional de la concentracion de auxina de la region basal a la regién apical por el
transportador PINNORMED?7 (PIN7)(Periset al.,2010).

La célula apical se divide longitudinalmente dos veces formando el estadio de cuatro células, que a
su vez se dividen transversalmente para formar el estadio de ocho células u octante. En este punto
se define el eje apicabasal y un dominio central, ntaido por la concentracion de auxina por PIN1
hacia la zona interior de las cuatro células y la expresi¥@é9 RPK1y el factor de transcripcion
ARABIDOPSISHALIANAMERISTEM LAYER(@ATMLY) (Hoveet al.,2015). Estas células sufren

una divisién tangenal formando el estadio dermatdgeno que contiene en su interior ocho células
gue seran las precursoras del meristema fundamental y el procambium, y ocho externas que
determinan el protodemr(Palovaarat al.,2016).La diferenciacién entre capas internas y externas

se asocia a la expresion de dd®@MEODOMAIN LEUCINE ZIPPER CLASS IWD-ZIPIV)
llamadosATML1 y PROTODERMALFACTOR2(PDF2), los cuales se restringen a la region
protodermal y regulan positivamente al receptor quiA&BSBIDOPSIERINKLY4 (ACR4) (Hove

et al.,2015; Tvorogova & Lutova, 2018).

En el estadio dermatdgeno la expresion diferencial de los @éD&2continda en la hilera apical,
WOX9en la central yWOX8WOX9en el suspensor, y se inicia la determinacion de los dominios
de raiz y vastago (Peret al., 2010). La determinacion del dominio de vastago se asocia a la
expresion de factoresOMEODOMAINLEUCINE ZIPPER CLASS I(HD-ZIP IIl) espacialmente
restringidos da region apical, que resulta de la inhibicién posbscripcional mediada por los
miRNA165/166, que se encuentran actignda periferia y en la region basal. Los miRNAs pueden
ser reclutados tanto por ARGONAUTE1 (AGO1) como por AGO10/ZWILLE (ZLL). En el dominio
medial del embrion, AGO10 recluta preferencialmente a los miRNA 165/166, evitando su unién con
AGO1, lo que resulta en la acumulacion de gedBsZIP 11l en el dominio medial y permite la
formacion del meristema apical del vastago (Paloverd., 2016; Tvorogova & Lutova, 2018).

Por su parte, el dominio de raiz requiere la actividad de los §eieBHORA(PLT1-4), que son
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regulados negativamente por los factor3-ZIP Ill y TOPLESS(TPL) (Hove et al., 2015;
Palovaarat al.,2016).

Durante el siguiente estadio, el embridn globular temprano, ocurre el establecimiento de los nichos
de célula madre para los meristemas apicales. El meristema apical de vastago (BWdid)

la expresion d&VUSCHEL(WUS, la cual es regulada negativamente y restringida al centro del
meristema por los factord4D-ZIP Il y el receptoquinasaCLAVATA 1 (CLV1) (Periset al.,

2010). Inmediatamente por debajo del embrién globular ocurre la diferenciacién de la hipdfisis, i.e.
la célula mas distal del sumpsor.La hipdfisis se divide asimétricamente en una célula lenticular
pequefia distal precursora del centro quiescente (QC) del meristema apical de raiz (RAM), y una
célula proximal de mayor tamafio, que dara lugar a las células madre de la columnela (ew el estadi
globular tardio). Esta especificacion ocurre asociada a un incremento de auxina por el transportador
PIN1 en la zona central basal del embrién. El incremento de auxina libera a AUXINE RESPONSE
FACTOR 5 (ARF5) de su inhibicion por proteinas Aux/IA% una vez liberado activa la
transcripcion deTARGET OF MONOPTEROSY57 (TMOS5, TMO7) (Bennett & Scheres, 2010;
Hoveet al.,2015). TMO7 es un factor mévil que se traslada a la hip6fisis y participaetivicion
deWOXS5 Los factoreLT1ly PLT2también son necesarios para la especificacion del RAM (Hove

et al.,2015; Tvorogova & Lutova, 2018).

El objetivo del presente estudio es identificar homélogos de los genes implicados en la regulacion
de la embriogénesis temprana en la holoparésitaoyacensiscompararlos con las secuencias
ortélogas de la especie moddimabidopsisthalianay reconstruir la evolucion de los respectivos

linajes de genes en angiospermas.

2.3 Metodologia

2.3.1 Busqueda de ortdlogos deeferencia

Para la identificacion de genes ort6logos asociados a la regulacion de embriogénesis, se reviso la
bibliografia sobre los genes implicados en la formacion temprana de los embriones en la especie
modeloArabidopsighaliana La busqueda inicial arrojé las siguientes familias de genes candidatos:
AGO, AP2ERF, HDZIP-IIl y IV, PIN, RLKCR4, RLKRPK2, TPLy WOX. Las secuencias

codificantes de los genes candnicos de cada una de estas famiiabiglopsisthaliana fueron



44 Evolucién de los genes de regulacién meristemética de la angiosperma holoj

Pilostylesboyacensig¢Apodanthaceae

obtenidas de la base de datos TARole, 2007; https://wwwrabidopsisorg). Los nombres de los
genes no fueron traducidos, a fin de no alterar las abreviaturas de estos.

Para la compilacion de genes ortélogos asociados a la regulacién de embriogénesis se usaron los
genes candnicos derabidopsisthalianacomo referencias para la basqueda de ortélogos en otras
angiospermasincluidas especies del orden Cucurbitales, al que pertenece Apodanthaceae. La
bldsqueda se amplié a genomas de 55 especies de angiospermas y algunas algas, briofitos, licofitas o
gimnospermas cuando la familia de genes lo requiri6 como grupo externo para los analisi
posteriores (disponibles en Phytozoni@MGoodsteiret al.,2012) Adicionalmente se buscaron
ortélogos en los genomas de nueve especies de Cucurbitales (disponibles en Cucurbit Genomics
Database}fZhenget al.,2019) en los transcriptomas dRilostylesthurberiy en otras 43 especies
seleccionadas en la base de d@&neKP(Carpenteet al.,2019)(Tabla 2S1).

Las secuencias depositadas Cucurbit Genomics Databag@neKPcorresponden a secuencias

crudas denRNA, por lo que se requirid identificar la franja abierta de lectura (@Qiie)jante el

programa TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en la
plataforma Galaxy(Afgan et al., 2018) con parametro de seleccion de ORF minimo de 150
nucledtidos. Para las reconstrucciones posteriores y de acuerdo con el tamafio promedio de las
secuencias candnicas para cada familia de gemeslizé un filtro adicional de tamafio para eliminar
secuencias alejadas de la longitud promedio de cada gen, que usualmente corresponde a menos de

700 nucledtidos.

Debido a que la busqueda extensiva suele incluir, ademas de genes o familias de interés, familias u
otros genes similares o con dominios compartidos, se realizdé un analisis preliminar del muestreo
completo medianteel algoritmo Auto de MAFFT (Katoh et al.,, 2002) en su portal

https://mafft.cbrc.jp/alignment/servery se gener6é un agrupamientpor UPGMA. Este

procedimiento permitio extraer los grupos de genes definitivos para cada subfamilia o familia.

2.3.2 Busquedade ortélogos erPilostylesboyacensis

El material biolégico d®. boyacensise recoled en octubre y diciembre de 2021 en poblaciones
infectadas d®alea cuatrecasasin Villa de Leyva (Boyaca). Se tomaron muestras de frutos con
semillasdeP. boyacensisAdicionalmente, se recolectaron tallodeuatrecasasien poblaciones

no infectadas en la via Sachi8amaca, como referencia para confirjuslostranscritosasignados

aPilostylesseanenddgenos de lglanta parasita y no de t@spedera. Las muestras se recolectaron
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directamente en nitrdgeno liquido para extraccion de ARN, hasta su procesamiento en el laboratorio.
El material fue recolectado bajo el Permiso Marco de Recoleccion de Especimenes de Especies
Silvestres de la Diversidad Biologica con Fines de Investig&iémtifica No Comercial otorgado

por Autoridad Nacional De Licencias Ambientales ANLA del Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial, resoluciones 255 de 2014 y 1435 del 2018.

A partir del material se realizé la extraccion de ARN total con el protocolo de FRRekgent
(Invitrogen) siguiendo las modificaciones empleadas por Plfwda et al. (2012) y con
Spectruni Plant Total RNA Kit (SigmaAldrich) de acuerdo con las indicaniesdel fabricante.

El ARN total se cuantificé utilizando espectrometria para determinar si cumplia con los pardmetros
de concentracion y pureza para el proceso de secuenciacion. Se contrato el servicio de preparacion
de librerias TruSemRNA (lllumina) y secuenciacion mediante la tecnologia Illumina NovaSeq. El
proceso de ensamblaje de los transcriptomas se realiz6 en el Centro Nacional de Secuenciacion
Gendmica de la Sede de Investigacion de la Universidad de Antioquia. Se evalué la ealadad d
lecturas gneradas mediante el programa PRINSETE (Schmieder & Edwards, 2011) para luego
ensamblar las lecturas usando el protocolo TRINITY (Grabéteal., 2011). Se calcularon las

estadisticas estandar para evaluar la calidad del ensamblaje.

Las secuencias dgabidopsighalianase usaron para buscar ortélogofdestylesboyacensipor

BLAST local en cuatro transcriptomas obtenidos de (1) talld3. deatrecasasicon enddfito de la

paréasita + botones florales peeergentes(2) flores en preantesis, aisladasRidoyacensis(3)

frutos deP. boyacensiy (4) tallos deD. cuatrecasasino infectados (AD. Gonzalezt al.,2020).

Los genes encontrados se incluyeron en las matrices correspondientes a cada una de las familias de
genes. Las secuencias Beboyacensisestan depositadas bajo los cédigosadeeso GenBank
OR2963230R296355

2.3.3 Hipotesis filogenéticas

Las matrices definitivas se alinearon mediante la plataforma RevTrans (Wernersson & Pedersen,
2003), que traduce laecuencias aminoacidoslas alinea usando MAFFT con sus parametros
automaticos, y luego genera la matriz correspondiente en nucleétidos. Mediante la plataforma
Galaxy se implemento el protocolo de IQTREE (Ngugeal.,2015), que inicia con la busqueda

del modelo evolutivo usando ModelFinder (Kalyaanamoorhyal., 2017) y luego con esos

pardmetros realiza la busqueda del arbdlldgima Verosimilitudy calcula un arbol de consenso.
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El soporte de los nodos se cafoolediante 1000 réplicdmotstrapultrarrapidos (Mintet al.,2013).
Los arboles se visualizaron y editaron con FigTreel.4 (Rambaut, 2009).

2.3.4 Analisis de dominios

Para cada familia o subfamilia de genes se seleccionaron las secuencias de aminoacidos de especies
de Apodanthaceae, Cucurbitaceae y Brassicaceae. Las secuencias se analizaron con la plataforma
Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) (Bailey et al., 2009) buscando hasta 50 motivos por
secuencia con un-t#alue de 1 y rango de tamafentre8 y 150 aminoacidos, mediante la
plataforma Galaxy (Afgast al.,2018). Adicionalmente, se realiz6 una blsquedaoteinios para

las secuencias especificasRimstylesen las plataformas NCBI Conserved Domain Database (Lu

et al.,2020) y Pfam (Mistnet al.,2021). Los ortélogos con dominios completosilestylespara

cada gen examinado fueron analizadunsdiante el servidor Phyre2 (Kellegt al., 2015,
http:/iwww.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), a fin de comparar las seswemcia

bases curadas de estructuras secundarias y generar un modelo de estructura terciaria.

2.4 Resultados

Se analizaron cuatro transcriptomas cuyas estadisticas de ensamblaje estan en I5Z.abta 2
encontr6 al menos un ortélogo deilostyles (Apodanthaceae) en ocho de las nueve
familias/subfamilias de genes evaluaddsa aproximacion general indica que de B8sgenes
candnicos de embriogénesisfrhalianapresentes en las nueve familias evalua@asoyacensis
expresa 1136,8%); si seexploran bs representantes de cada familia incluyendo genes con otras
funciones diferentes a la embriogénesis teneyuegie l0os74 genes presentes en las nueve familias
evaluadasen angiospermasP. boyacensisexpresa 19 (26%) (Tabla 21). No se encontraron
ortélogos erPilostylescorrespondientes a la familldL. Para las demas familias de genes, ninguno
de los ortélogos aislados Beboyacensifue encontrado en el transcriptomalidea cuatrecasasii

no infectada, lo cual confirma su naturaleza endégena en el parasito. Por otro lado, las secuencias
asociadas B. cuatrecasasiencontradas en el transcriptoma mixto de tallo de hospedera infectada
si fueron encontrados en el transcriptom®edkano infectada. Todos los genes cuya expresion se
detectdé en Apodanthaceae son de copia Unica, aunque algunas presentan {Eaialates 2),
exceptoAGOS5el cual si tiene una duplicacion (Figurs2). Sin embargmo se conoce una funcion

del subgrupdAGO5asaiada a la embriogénesis.
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2.4.1 Familia de genesARGONAUTE (AGO)

Respecto a la familiAGO, se encontraron tres grandes grupos donde a su vez se distribuyen nueve
clados: (AGO3/2 AGO7), (AGOG AGO4/9 y (AGO18 AGO5 AGO1 AGO1Q AGO10like)

(Figura 2S1). Se encontraron ortélogos pertenecienBikatylesen cinco de estos grupsGO6
AGO4/9 AGO5A/B AGO10 y AGO] Figura 2S1). En el subclad@GO6 se encuentran dos
variantes dé®. boyacensi®iboAGO6 que se agrupan con ortélogosRigaceae y Cucurbitaceae,
aunqgue con soporte bajboptstrap BS = 58; Figura-51).

El subcladoAGO4 incluye cuatro variantes d®. boyacensisPiboAGO4 procedentes de los
transcriptomas PbE+D, PbFl y PbFr, que se agrupan con ort6logos de Salicaceae (BS= 6%; Figura 2
1, Figura 2S1). El tercer subclado con secuencias de Apodanthacé#eQ¥s con dos paralogos

en Pilostyles (AGO5Ay AGO5B. Estas copias se agruparon con secuencias de AGO5 de
Brassicaceae (BS=85; Figure52).

El cuarto subclado que contiene ortélogos de ApodanthaceA&®4Q con tres variantes de
PiboAGO1enPilostylesboyacensi¢Figura 21) y un ortélogo dé. thurberi. Todas las secuencias

de Apodanthaceae se agrupan con ortélogos de Malpighiales (BS=100). El ultimo subclado con
ortélogos de Apodanthaceae &0, con cuatro variantes @liboAGOLly un ortologo erP.

thurberi, que resultan agrupados con ortélogos de datenes Malpighiales (Euphorbiaceae,

Hypericaceae, Linaceae y Salicaceae) y Brassicales (Brassicaceae) (BS= 72-Figura 2

El analisis de MEME para las proteinas AGO1 en Brassicaceae, Apodanthaceae y Cucurbitaceae
encontré los dominios, glyciagch, ArgoN, ArgoL1, el dominio de union a miRNA PAZ, Argo L2,

el dominio de unién a miRNA ArgoMid, y el dominio ribonucleolitico PIVEh el caso de las
proteinas de Apodanthaceae, los ortdlogos PiboAGO1 Pliaktylesboyacensiy Pitu_ AGO1 de

P. thurberi y mostraron todos los dominios mencionados con una diferencia al final del dominio
glycinerich (Figura 22) en el que predominaa lutamina, el 4cido glutamico y la serina. Las
demés variantes de PiboAGO1l presentaron CbB&spletos, pero con dominios proteicos

incompletos; por ejemplo, a PiboAGO1_4 le falta un 10% de la extension del dominio PIWI.
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Tabla 2-1. Ortélogos y variantes encontradas Bilostyles boyacensispara los genes de
embriogénesis en tres transcriptomas para las ocho familias o subfamilias andliEadasgrita,
genes con funcién conocida en la embriogénesidrdbidopsisthaliana 2 ORF con dominios
proteicos incompletos por codén de parada premafuranscrito corto o incompletd, ORF

incompleto con dominios completos.

. Genes Genes Endofito +
Familia/ ) | presentes en . Flores en Frutos y
" analizados par: : botdn floral . ;
subfamilia . Pilostyles preantesis semillas
cada familia . temprano
boyacensis
AGO AGOJ, 2, 3, 4, AGO1 PiboAGO1_1 PiboAGO1_1 PiboAGO1_1
56,7,89 10 PiboAGO1 2
PiboAGO1_3
PiboAGO1_2a
AGO10 PiboAGO10 2 | PiboAGO10 2 | PiboAGO10 1
PiboAGO10 3
AP2/ERF PTL1,2,3,7,4,5 PTL3 PiboPTL3_1 PiboPTL3® PiboPTL3_3
ANT, AIL1, PiboPTL3_2
WRI1 WRI4
WRIZlikeA, ANT PiboANT_1 PiboANT_1 PiboANT
WRIZXlikeB PiboANT_2
WRI1 PiboWRI1 1 PiboWRI1_1 PiboWRI1_1
PiboWRP PiboWRI1_2 PiboWRP
PiboWRI1_3
PiboWRP
HD-ZIP cla Il REV, HBS, REV PiboREV_1 PiboREV_1 PiboREV_1
PHB, PHV, PiboREV_& PiboREV_2 PiboREV_2
CNA PiboREV_4
PiboREV_%
PiboREV_&
HD-ZIP clae IV ATM1, PDF2 HDG2/3 PiboHDG2/3 PiboHDG2/3 PiboHDG2/3
ANL2 GL2
HDG1,2,3,4,5,6, HDG11/12 PiboHDG11/12_| PiboHDG11/12_| PiboHDG11/12_
789101112 1 1 20
WOX WUS WOX1], 2, WOX13 PiboWOX13 2| PiboWOX13 1| PiboWwOX13 1
4,5,6,7,8,9, PiboWOX13 2
10,11, 12,13 PiboWOX13_3
14 WOX3 WOX4 PiboWOX3 PiboWOX3 -
PiboWOX4 PiboWOX4 -
WOX9
PiboWOX9_2 PiboWwOX9_1 PiboWwOX9_2
PiboWOX9_2
PiboWOX9 3
WUS
PibowuUsS1 -
PiboWUS2
PIN PIN1, 2, 3,4, 5, PIN11 PiboPIN11_1 PiboPIN11_1 PiboPIN11_1
6,7,8,910 11 PiboPIN11 2
RLK suldfamilia RPK1Z, 2 RPK2 - PiboRPK2 PiboRPK2
RPK2
RLK sulfamilia CCR1 2, 3,4, CR4 PiboCR4_1 PiboCR4_1 PiboCR4_1
CR4 CR4 PiboCR4 2
TPL TPL - - - -
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En el andlisis MEME de AGO10 para las proteinas de Apodanthaceae, Brassicaceae y Cucurbitaceae
se encontraron los mismos dominios que para AGO1 excepto el dominio glgbirgue es
especifico de ese clado. Las proteinas PithuAGO10, PiboAGO10_1 y Pib6ABPdesentaron

los dominios completos. Por su parte, los dominios PAZ y ArgoMid presentaron diferencias en sus
aminodcidos finales en las proteinas de Apodanthaceae. En el dominio ArgosL2, cuya similitud entre
secuencias de Brassicaceae y Apodanthaceastsimge solo a su region final, las bases de datos
CDD y Pfam detectaron el dominio completo en las dos familias (Fig&2).2.as estructuras
terciarias parciales de PiboAGO1 y PiboAGO10 lograron ser modeladas con alta certeza con el
molde de human AG2 y el dominio ArgoMId con el molde de AGO1 Aeabidopsisthaliana

(Tabla 2S3).

2.4.2 Subfamilia de geneAPETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE
FACTOR AINTEGUMENTA (AP2/ERF-ANT)

Se encontraron tres grupos de la famR2/ERF, subdivididos en 10 grandes clados. El grupo
WRINKLED (WRJ), que incluye a WRHikeA, WRHikeB, WRI1L WRI3/4 el grupo
AINTEGUMENTA(ANT), que incluye aAlL1 y ANT; y el grupo PLETHORA/BABYBOOM
(PLT/BBM), que incluyePLT1/2 BBM, AIL5y PLT3/7(Figura 2S3). Se recuperaron ortélogos de
Apodanthaceae en tres de Idxclados(Figura 23). En el claddVRI1se recuperaron tres variantes
del genPiboWRI1de P. boyacensis que se agrupan con ortélogos de la familia Salicaceae
(Malpighiales) aunque con bajo soporte li@otstrap (BS=53). En el cladoANT, del grupo
(ANT/AILY), se encontraron dos variantis PiboANT agrupadoon el ortélogale P. thurberiy
cercanas a Linaceae (Malpighiales) BS=98 (FiguBa. Zn el grupdLT/BBMsolo se encuentran
transcritos de Apodanthaceae en el cleH337, donde se encuentran tres varianteRidePLT3

gue se agrupan con genes de Salicaceae (BS=63) (Fgura 2

El andlisis de MEME de la familia AP2/ERF muestra que los dos dominios de anclaje a ADN estan
presentes en proteinas de Brassicaceae, Cucurbitaceae y en las proRilostylésPiboWRI1_1,
PiboWRI1_2, PithuANT, PiboANT1, PiboPLT3_1y PiboPLT3_3 (Figur&+56). Los ortélogos
PiboWRI1_PiboANT?2, PiboPLT3_2 correspondetnaascritoscon CDSs completos, pero carecen

de uno o los dos dominios AP2. Las estructuras terciarias de los dominios AP2/ER&spara |
proteinaiboWRI1_1, PiboPLT3 1,y PiboANT, fueron modelados con alta certeza con los moldes
para Arabidopsisthaliana de TEM1 y ERF96, miembros de la misma familia de factores de

transcripcion (Tabla-83).
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Figura 2i 1. Reconstruccion filogenética pbtaxima Verosimilitudpara la familiZArgonaute AGO
gue incluye 852 secuencias. Los ortélogoPittestylesse resaltan con color purpura. Los asteriscos
(*) indican los ort6logos deilostylesen clados sin funcion relacionada con embriogéndaimneros
cerca ddas ramasndican valores dbootstrapmayores a 50%Algunos clados estan resaltados en

color como sigue: azulBrassicaceae, amarilloFabaceae, verde Cucurbitaceakiccia
Apodanthaceae

™ Vocar.0023s0120.1Volvox carteri

4 10 — ]AGO3
,_‘ [AG07

98227 Selaginella moellendorffii

= ] AGOG*; AGO 4/9%
evm_27.TU AmTr v1.0_scaffold00169.41Amborefia trichopoda
% = AgcoedG423400 Aquilegia coerulea
I Monocots AGO18
] AGO5*

10 110151 Selaginella moellendorffii
_‘tﬂﬁ(}ae Selaginella moellendorffii
109987 Selagineila moellendorffii
WQB 2057032 Picea engeimanii
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Figura 2i 2. Analisis de dominios y motivos para AGO1 de especies de Brassicaceae,
Apodanthaceag Cucurbitaceae.
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2.4.3 Familia de genedHOMEODOMAIN LEUCINE -ZIPPER clases lli

Y IV (HD-ZIP 1l , V)
De la familiaHD-ZIP, se analizaron las subfamilias Il y IV. De la subfamilia Ill hacen parte los
subclados AH1B8/CORONAHBS8/CNA, PHABULOSAPHAVOLUTA(PHB/PHV) y REVOLUTA
(REV) (Figura 2S7). Ortologos dePilostyles se encuentran solamente en el subclado REV,
especificamente seis variantes del ortol®jooREVyY dos del ortélogdPithuREV Todas estas
secuencias se agrupan con homologos de Malpighiales (BS=61; Figur&r2 cuanto al andlisis
de secuencias de aminoacidos mediante MEME, la proteina mas completabodgacensis

(PiboREV1) mostré los dominios Homeodomain HD de anclaje a DNA, leucine zipper LZ de anclaje



52 Evolucién de los genes de regulacién meristemética de la angiosperma holoj

Pilostylesboyacensig¢Apodanthaceae

a DNA, el dominio de unién a ligandos lipidicos START, el dominio de activacion transcripcional
SAD, el dominio sensor MEKHLA y el motivo CESVV (FiguraS8). Para PiboREV1, las
estructuras terciarias de los dominios HD y STAR, fueron modelados corrtdraa®n los moldes

de mamiferos para HoxA9 y StarD13 respectivamente (TaBR).2

La subfamilia HD ZIP IV incluye los siguientes tres subgrupos: (AYML1/PDF2
HOMEODOMAIN GLABROUSIDG2/3); (2) HDG4/5 HDGY9/10 HDG11/12; y (3) HDG6/7,
HDG1/ANL2y GL2) (Figura 259). Se encontraron dos ortdlogodPdestyles uno por cada especie
muestreada, en el subcladbG2/3 que se agrupan con homologos de Brassicaceae y Crassulaceae
(BS=92). Ademaés, se identificaron dos varianteBileHDG11/12en el grupddDG11/12cercanas

a Salicaceae (BS= 88) (Figuréb}

En cuanto al analisis de MEME, las proteinas PithuHDG2/3, PiboHDG2/3 y PiboHDG11/12_1
mostraron los dominios canénicos HD, LZ (Leucine zigpeop - leucine zipper), START y SAD
(Figuras 2S10S11). Las estructuras terciarias de los dominios HD y STARw®s ort6logos,

fueron modeladas con alta certeza a partir de los moldes de mamiferos para HoxA9 y StarD5

respectivamente (TablaS3).

2.4.4 Familia de genesNUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX)

El analisis de la familia de gen&OX identific6 nueve grupogWOX10/13/14 WOX11/12

WOX8/9 WOX2 WOX4 WUS WOX5/7 WOX3 WOX1/§ (Fig. S12). Los transcritos de
Apodanthaceae asociadogaSy WOX9ya fueron examinados en un estudio previo (Gonzilez

al., 2020).De los grupos restantes, se encontraron secuencias de Apodanthd&riea®¥\nX3 las

cuales se agrupan (con BS=69) con secuencias de especies de diversas familias que incluyen
Brassicaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Malvaceae Rosaceae, Rutaceae y Solanaceae, entre otras sin
una afinidad clara. De forma similar resulta la topologidodehomologos d@iboWOX4 cuya

afinidad (con BS = 91) incluye, ademas, homoélogos de la familia Salicaceae (F§u&).?2
Finalmente, se identificaron homdélogos en Apodanthace&é@13 afines a genes de Rutaceae

(con BS=99). (Figura-B; Figura 2512).

En cuanto al analisis de secuencias de aminoacidos a través de MEME, las proteinas PiboWOX3 y
PiboWOX4 poseen el dominio de anclaje a DNA HD y el motivo para represién TLXLFP (Figuras
2-S13S14); por su parte PiboWOX13 ademas del dominio HD presenta ta®snpropios de este

clado (WOX13motif, YxDpl y ESEXE) y especificamente para Apodanthaceae el motivo
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EMSSDIYYL (Figura 2S15). Las estructuras terciarias del dominio HD para PiboWOX13,
PiboWOX3 y PiboWOX4, fueron modelados con alta certeza con el molde dSTgNOFOLIA
(WOX2IRELATED deMedicago truncatulgTabla 2S3).

Figura 2i 3. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farAlt@/ERFque incluye
742 secuencias. Ortblogoskidostylesse resaltan con color purpukiimeros cerca de las ramas indican
valores débootstrapmayores a 50%Colores de los clados como se indic6 en la Figuta 2

Z_evm_27.TU.AmMTr_v1.0_scaffold00058.233 Amborella trichopoda
O_AT4G36820.1_AP2 Arabidopsis thaliana
Z LOC_0s059030404_AP2 Oryza sativa
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Monocots
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Eucurbitaceae
A_5_evm.TU.supercontig_54.28 Carica papaya
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100 A_5_DN17732_¢0_ g2 12  PiboWRIi_1
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ho 65 Malpighiales: Linaceae
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& Eceae .
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oo e . |AILS
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5 evm TU supercontig_55.15 Carica papaya
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Figura 2i 4. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farribazIP
subfamilia Ille incluye 526 secuencias. OrtélogodRilestylesse resaltan con color purpura.

Numeros cerca das ramasndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados
como se indicé en la Figura 2.

0_77000 Selagineila moefiendorffii
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Figura 2i5. Reconstruccion filogenética por Méxima Verosimilitud para la fantia-zZIP

subfamilia IVe incluye 936 secuencias. Ortélogos Ritostylesse resaltan con color purpura.

NuUmeros cerca das ramasndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados como

se indico en la Figurai 2.
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Eucgr_AD1715 Eucalyptus grandis
Eucgr_K00800 Eucalyptus grandis
evm_TU_supercontig_8_223 Carica papaya
NJJO_2003986 PithuHDG2
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2.4.5 Familia de genes PINFORMED (PIN)

La familia PIN esta compuesta de los subcldidss, PIN3/4/7, PIN11, PIN1, PIN2, PIN8 y PIN5
Solamente se detectdé un homologo de PINP#ostyles(Apodanthaceae), que se anida en el
subgrupoPIN11 cercano a homodlogos de Euphorbiaceae y Salica@sse 99; Figura 2Z). El

andlisis de aminoacidos a partir de MEME, las proteinas PithuPIN11 y PiboPIN11_1 presentaron
los dos dominios hidrofébicos transmembranales en los extremos de la proteina, mientras
PiboPIN11_2 es una secuencia parcial que cardcgod@nio hidrofébico Gterminal (Figura 2

S17). Las estructuras terciarias de los dos dominios hidrofobicos en el ort6logo PiboPIN11 fueron
modelados con certeza con simportadores bacter@@od®/bile acidy &Godio/citraté (Tabla 2

S3).

2.4.6 Familia de geneRECEPTORLIKE KINASES (RLK) de las
subfamilias RECEPTORLIKE PROTEIN (RPK) y CRINKLY 4

(CR9
La subfamilia RPK esta formada por dos gruRbB¥-like y RPK1/2 Homoélogos dé\podanthaceae,
un ortélogo por especie, se encuentran solamente en el BRIK® cercanas a secuencias de
Malpighiales (BS= 97; Figuras&, 2-S18). El analisis de aminoacidos a partir de MEME muestra
gue las proteinas correspondientes (PithuRPK2 y PiboRPK2) presentan los dominios receptores
leucinerich repeat LRRNINCD, los motivogicos en leucinas Lrrl4, region intermedia ID2, la
region transmembranal TM, y el dominio desffrilacionquinasa (Figura 2S19). La seccion de
repeticiones Irr122 de las secuencias canoénicas de Brassicaceae y Cucurbitaceae no se encontraron
en las proteinas de Apodanthaceae. Las estructuras terciarias del dominio extracelular Irr receptor y
el dominio intracelulaguinasa fueron modelados con alta certeza con el receptor de membrana
quinasaGSO1 y con el dominio transferasa de BRk& quinasa de Arabidopsis thaliana

respectivamente (Tabla$3).
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Figura 2i 6. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la fanW@X que
incluye 591 secuencias. OrtélogosRimstylesse resaltan con color purpuNumeros cerca das

ramadndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados como se indic6 en la Figura
2i 1.
‘O_eugene_1300010124 Ostrepcoccus J‘ucﬂman‘nqs
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100 WOxg/9*

h 100
WOox11/12
A_Pp3026_8569 Physcomitreila patens
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Figura 2i 7. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la farRilldque
incluye 782 secuencias. Ort6logosRimstylesse resaltan con color purpuNumeros cerca de
las ramasndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados como se indicé en la

Figura 2 1.

O Pp3c24 2970 Physcomitrella patens
Z_Pp3c23_10200 Physcomitrella patens

— 7 Pp3c10 24880 Physcomitrella patens

97, Z_234325Selaginella moellendorffii
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89™

100

] Pinz;8:5

0.4

De la subfamilia CR4 se recuperan cuatro grandes grupos, denom@@Rds2 CR4 CCR4y
CCR3(Figura 29, 2-S20). Solamente se encuentran homologos de Apodanthaceae en el subclado
CR4 (BS=100). El andlisis de MEME de las secuencias ACR4 reconocié el dominio de unién a

ligando o interaccion proteica Crinkly repeats, motivo rico en Cisteina, dominio transmembranal
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TM, dominio de fosforilacion Ser/Thr Kinase y dominiet€®minal de fosforilacion Try (Figura 2

S21). En el caso de PithuCR4 y PiboCR4_1 se encuentran los mismos dominios excepto que la
organizacion de las repeticiones dentro de la regiéon de Crinkly sefiate de la candnica y no se

detecto la region rica en cisteina, que si esta en proteinas de Brassicaceae y Cucurbitaceae (Figura
2-S21). A pesar de que PiboCR4p@see un ORF completo, se presenta un coddn de parada
prematura que afecta la mayoria deminio quinasay C terminal (Figura 521). Las estructuras
terciarias del dominio receptor y el dominio intracelglainasaueron modelados con alta certeza

con el receptor de membragainasaCR4 dePhyscomitrellapatensy con el dominio transferasa

BIK1 quinasade Arabidopsigthaliana, respectivamente (Tabla33).

Figura 2i 8. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la subfamif& que
incluye 177 secuencias. OrtélogosRimstylesse resaltan con color purpuNmeros cerca das
ramasndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados como se indic6 en la Figura
21 1.

O_AT2G35620_FEI2Arabidopsis thaliana
O_AT1G31420_FEI1 Arabidopsis thaliana

83
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evm_27.TU AmTr_v1.0_scaffold00154.29 Amborelia trichopoda

FZJL_2004721 Austrobaileya scandens
FZJL_2004722 Austrobaileya scandens

Maonocots
Ranunculales
RPK1

Asterids

GSVIVG01032908001 Vitis vinifera

QUTB_2017444 Aextoxicon punctatum

XGFU_2129810 Exocarpos cupressiformis
XGFU_2130623 Exoccarpos cupressiformis
Crassulaceae

NJJO_2003230  PIthuRPK2 | apodanthaceae
DN19572 ¢0 g1 i1PiboRPK2Z RPK2

Malpighiales

Cucurbitaceae

0.5



60 Evolucién de los genes de regulacién meristemética de la angiosperma holoj

Pilostylesboyacensig¢Apodanthaceae

Figura 2i 9. Reconstruccion filogenética por Maxima Verosimilitud para la subfai@iRd que
incluye 309 secuencias. OrtélogosRimstylesse resaltan con color purpuNumeros cerca das

ramasgndican valores dbootstrapmayores a 50%Colores de los clados como se indic6 en la Figura
21 1.

po AT5G20480_EFR Arabidopsis thaliana
| ccrisz
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100 AWQB 2012069 Picea engelmanii
NJJO_2008788 PithuCR4

1 OD!‘J3475(_‘Lc779tifi PiboCR4_2
19DON91762_c0_g1_i1 PiboCR4 1
DN34750_c7_g1_i1 piboCR4_short

100

Apodanthaceae

Monocots
Austrobaileya scandens

evm_27.TU.AmTr_v1.0_scaffold00049.13 Amborella trichopoda
Ranunculales

PTLU_2015810 Staphylea trifolia

QUTB_2072993 Aextoxicon punctatum

GSVIVG01010759001 Vitis vinifera

QUTB_2017528 Aextoxicon punctatum

AHYPO_020060 Amaranthus hypochondriacus
Crassulaceae

CR4

Asterids

AWJIM_2013218 Fdgeworthia chrysantha

Malvaceae

HBHB_2032229 Aescuius pavia

Rutaceae

evm.TU.supercontig_9.282 Carica papaya
AWJIM_ 2016333 Edgeworthia chrysantha

0 Brassicaceae

0.4

2.5 Discusion

Las especies de Apodanthaceae, asi como las de las otras tres famii@sedeloparasitas
Mitrastemonaceae, Cytinaceae y Rafflesiaceae carecen de 6érganos vegetativos tipicos; sin embargo,
se forman embriones de endrg 22células (Baskin & Baskin, 2022; Endriss, 1902; Ernst & Schmid,

1913; Johri, 1992). La reduccion en los embriones también se ve en plantas micoheterotrofas y
holoparasitasio endofiticaxomo Balanophoray LophophytumBaskin & Baskin, 2022; Sato &
Gonzalez, 2022). En este ultimo génezloembridn dd.. leandri puede llegar hasta 32 células sin

presentar cotiledones o meristema radicular (Sato & Gonzalez, Z22)tipo de embrion se
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distingue de otros embriones de desarrollo incipiente ya que pueden germinar en su estado
indiferenciado (Baskin & Baskin, 2022studios anatomicos del embrion no diferenciado y el
endofito en Rafflesiaceae han sugerido que éste se genera directamente de las células embrionarias
por su alta similitud citolégica, y que el crecimiento endofitico corresponde a un crecimiento
embrionaio extendido que transiciona directamente a estructuras reprodudikatov et al.,

2014)

A escala genomica, Cat al. (2021) reportaron reducciones en el numero de genes de la
holoendoparésit&apria himalayangRafflesiaceae), estimadas en un 44.4% de los ortogrupos
conservados entre eurosidas y 14% de los genes con anotaciones relacionadas con desarrollo
vegetativo. EI mismo estudio mostré que la pérdida genética se incrementa gradualmente a lo largo
de la suesion plantas autétrofas >hemiparasitas>holoparasitas>holoendoparasitas. Asi mismo, la
reduccion de la fase vegetativa del vastag®ittestylesboyacensise ha correlacionado con una
reduccion en los genes asociados a esta fase del desarrollo (Gehzdlg2020). Esta tendencia
también se mantiene en el presagtidio, donde solo encontramos3@o de los ortdélogos que se

han reportado en la embriogénesisAdabidopsisthalianaen las familias de genes analizadas. A
continuacion, se discute cada familia de genes asociada a los procesos de embriogénesis, y sus

probables implicaciones funcionales en la morfogénesis del embrirbegacensis

2.5.1 Familia de genesARGONAUTE (AGO)

Los miembros de AGO se encuentran en todos los Eucariotas, y funcionan en la regulacion
transcripcional y postranscripcional mediada por ARN de interferéHeilh 2005; Kapooet al.,
2008) El presente andlisis recupera los grandes clados de genesA&&EI2/Q/7 AGO6/4/8/9
AGO18/5/10/1y AGO10like) (Fang & Qi, 2016; Rodriguelzeal et al.,2016; Zhanget al.,2015)

Ort6logos deds cladosAGOly AGO10estan presentes @lostylesboyacensisy conservan los
dominios de union a miRNA (PAZ, ArgoMid) y el de actividad ribonucleolitica (PI\E.
Arabidopsis AGO1 presenta una expresion ubicua y esta involucrado en defensa contra virus,
polaridad de la hoja, desarrollo de 6rganos laterales y mantenimiento del meristen@Htmgét

al., 2020; Kapootet al.,2008) Por su parte, AGO10 cumple un papel importante en la regulacion
del meristema apical de tallo, el desarrollo de 6rganos laterales y la diferend&gidocambium
(Carbonell, 2017; Fang & Qi, 201@)urante la embriogénesis, AGO1 y AGCdduan de manera

coordinada para establecer un gradientexggesion de los factores HOP IIl controlados por
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mMiRNA, que se establece en las células internas del embrién dermatégeno (Patoab#816;
Tvorogova & Lutova, 2018). Por lo tanto, el hallazgo de los ortélogos de AGO1 y AGO10 en frutos
y semillas dePilostyles(Tabla 2 1) sugiere una funcién en el establecimiento de los dominios
apical/basal a través de la regulacion deHP Il T PLT.

2.5.2 Familia de geneHOMEODOMAIN LEUCINE -ZIPPER clasedll y

IV (HD-ZIP 1l , V)
El andlisis de los genes HIP clase Il recupera los cladoslB&CORONA (CNA),
PHAVOLUTAPHABULOSA(PHV/IPHB) y REVOLUTA(REV), previamente reportados en muy
diversos miembros dembriofitas(Prigge & Clark, 2006)En Arabidopsis REV, PHBYy PHV son
redundantes durante la embriogénesis, y han sido asociados a la especificacién de dominio adaxial
en el desarrollo de cotiledones, especificacion de la vascularizacién, e incluso en la sintesis de pared
celular. Ademas, se conoce iEHB8Y CNAregulan negativamenteREVdurante la formacion
de meristemas laterales y florales (Agelal.,2007; Du & Wang, 2015; Roodbarkelari & Groot,
2017; Wanget al.,2021) En Pilostylessolo se encontraron ort6logos BEV, cuyo mutante eA.
thalianapresenta alteraciones en el desarrollo de hojas, vascularizacion, identidad de meristemas, e
incluso en la sintesis y transporte de auxinas (Atial.,2007; Turchiet al.,2015).REVes requerido
para iniciar y mantener meristemas apicales y laterales de tallo, asi como meristemaFitmygées
& Clark, 2006; Roodbarkelari & Groot, 2017; Turosi al., 2015). EnPilostylesse encontrd
PiboREV1 con dominios conservados en los tres transcriptomas, que puede estar involucrado en la
especificacion dealregion central del embridn, la diferenciacién de los pocos elementos vasculares

del enddfito, y en la iniciacién y mantenimiento del meristema floral.

El analisis de los genes HOP clase IV recupera los clado&RABIDOPSISTHALIANA
MERISTEM LAYER1 (ATML1)/PROTODERMAL FACTOR2(PDF2, HOMEODOMAIN
GLABROUSHDGZ2/3), HDG4/5 HDG9/1Q HDG11/12 HDG6/7, HDG1/ANTHOCYANINLESS2

(ANL2 y GLABRA2(GL2) reconocidos previament@alewski et al., 2013). EnArabidopsis

ATML1y PDF2 controlan la formacién de la epidermis; en ausencia de estos genes, se compromete
la supervivencia después de la germinacién y la formacién de epidermis foliaretfale2007;
Roodbarkelari & Groot, 2017). ERilostylesno se encontraron ortélogos de ninguno de los dos
genes, lo que concuerda con la morfologia observada hasta el momento para sus embriones donde
el desarrollo llega hasta un estado de 6 a 8 células organizados en hileras de dos células, sin

protoderno (Endriss, 1902; F. Gonzalez & Pabktora, 2017). Por su parte, la ausencia de
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protoderno se extiende al enddfito no floral, como resultado de su incipiente histogénesis (Amaral,
2007; Rutherford, 1970).

Por otra parte, eRilostylesse encontraron ortélogos t#DG2 que hacen parte del grupo mas
cercano al que contienédv.1/PDF2. EnArabidopsighaliana HDG2 y HDG11se han asociado a

la formacion de la epidermis de meristemas florales y de inflorescencia (Naketnalr22006;
Roodbarkelari & Groot, 2017); adem&tDG11y HDG12regulan negativamente la ramificacion
de los tricomas y la viabilidad del poldén particularHDG2 se asocia con la formacién de estomas,
y ha sido detectado en el endosperma y la testa, y juRl-a, participa del desarrollo de pétalos

y estambres (Kamatet al., 2013; Khoslaet al., 2014; Nakamurat al., 2006). Por su parte, el
pardlogdHDG3, junto aATML1y PDF2, participaen el desarrollo de los cotiledones y los estambres
(Kamataet al.,2013; Nakamurat al.,2006). En los transcriptomas de efilddcon botones florales
pre-emergentes, asi como en los de flores en preantdibdgacensise encontraron dos ortélogos
(PiboHDG2y PiboHDG1) con dominios conservados, gpedrian estar activos en funciones
relacionadas con la especializacion de la epidermis en flores, incluidos estomas y nectarios (F.
Gonzalez & Pab6iMora, 2017). Estos homologdtDG en Pilostylesparecen ser suficientes para
la especializacion epidérmica en ausencia de homoMidsPDF2 En el transcriptoma de fruto
de Pilostylesse encontr6 el geRiboHDG2 lo que concuerda con el patrén de expresion de su
ortélogo en semillas dé. thaliana(Nakamuraet al.,2006), aunque su funcion en este estadio no ha

sido caracterizada en detalle.

2.5.3 Subfamilia APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR
AINTEGUMENTA (AP2/ERF-ANT)

Nuestro analisis recuperd los cladoasalANTy euANT que incluyeeuANTL especifico de
monocotiledoneas, previamente reportados por Kergteas (2020). EnPilostylessolo fueron
identificados tres ortélogosPiboWRI1 PiboANT y PiboPLT3 PiboANT se encontré en el
transcriptomale enddfito y los botones florales mmergentes y en el de flor en preantesif.de
boyacensisEsto sugiere, que de forma similarAAT, podria tener una funcién en regular la

identidad y el crecimiento de los 6rganos florales (El Ouakfetoali,2010; Kerstenst al.,2020).

El ortélogo dePilostylesPiboPLT3_1fue identificado en el transcriptoma de enddfito con botones
florales preemergentes, mientras que una de sus varigates3 3) fue aislada del transcriptoma
de frutos y semillas. EArabidopsis PLETHORA3(PLT3 también llamad®AINTEGUMENTA
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LIKE 6 0 AIL6) y PLT7, junto a otros cuatrBLTs regulan de manera redundanteifarenciacion

del embridn, el desarrollo de vastago y raiz, y la filotaxis (Horsehah,2014; Kerstengt al.,
2020; Palovaarat al.,2016). AdemasPLT3funciona en la iniciacion, identidad y crecimiento de
los 6rganos florales, ya que juntdAdIT regula aAPETALA3y AGAMOUS(Krizek et al., 2021;
Nole-Wilsonet al.,2005). Por su part®LT7es requerido para promover un estadio indiferenciado
de las células meristematicas del vastago (Wdilsonet al.,2005). Es posible que &ilostyleslas
variantes dd’LT3identificadas mantengan el enddfito indiferenciado, promuevan la iniciacion del
desarrollo floral, y establezcan los dominios dib@dal del embrion a través de la regulacién de los
factoresHD-ZIP III.

Finalmente, fueron aisladas dos variante¥wd1en Pilostyles PiboWRI1_Ipresente en los tres
transcriptomas, YiboWRI1_2solo activo en flores en preantesis. Sus funciones podrian estar
asociadas a la regulacién de la sintesis de lipidos, una de las funciones mas conservadas en
angiospermas. EArabidopsis WRINKLED1(WRI]) es un regulador clave del metabolismo de
acidos grasos en la maduracién y germinacion de las semillas, mientha&Rie WRI4tienen
funciones similares en la produccidn de preotgs de cutina durante el desarrollo floral (Ceatac

al., 2006; Maecet al.,2009; Tajimaet al.,2013; Xu & Shanklin, 2016). Otros genes, cod 1,2,

4y AINTEGUMENTALIKE 1 (AIL1), que han sido implicados en la especificacion del meristema
radicular en el embrion (Kersteasal.,2020; Rigalet al.,2012) no se encontraron Bilostyles La
ausencia de estos genes podria explicar porque los embrioRésstylessolo alcanzan una fase

del desarrollo previa al estadio globular tardicAdebidopsis y notransicionaa fases mas tardias

de la embriogénesis.

2.5.4 Familia de genesVUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX)

De la familia WOX, nuestro andlisis recupera los gesndes clados TIWOX10/14/13 T2
(WOX9/§ WOX11/12y T3 WOXLE7, WUS reportados por (Wat al.,2019). ErPilostylessolo se
encontraron homologos de 5 de los 15 genes reportadésabitopsisthaliana Gonzalezt al.

(2020) reportaron que las funciones RieoWUSpueden estar restringidas al mantenimiento de
células meristematicas florales, y al desarrollo de anteras y 6vulos, ya que este gen se encontro
exclusivamente en el transcriptoma de flores en preantesis. Las funciones can6mifas yle

WO incluyen, respectivamente, la identidad de meristemas de vastago (SAM) y de raiz (RAM) en
Arabidopsis(Haeckeret al.,2004). Asi, la falta de expresion BboWUSy de ort6logos d&VOX5
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en el transcriptoma de frutos dBlostylespuede estar correlacionada con la ausencia de los
meristemas SAM y RAM en embriones leidostyles

En el transcriptoma de fruto dilostylesse aislaron los genédboWOX9 2 y PiboWOX13 1/2
PiboWOX%uede tener funciones ehestablecimiento de la polaridad del embrion, similares a las
reportadas por Nardmaret al., (2007) para su homdlogo érabidopsisthaliana Por su parte
PiboWOX13puede ejercer funciones en el desarrollo de fruto, como se ha reportado en otras
angiospermagRomeraBranchatt al.,2013) o alternativamente, mantener funciones relacionadas
con el mantenimiento de laluripotenca y la especificacion de célula apical durante la
embriogénesis, como se ha reportado papVOX13en el musgo Physcomitrella patens
(Sakakibareet al.,2014). Por su parte, la transcripcion RieoWOX13 2 y PiboWOX13 eéh el
enddfito y botones jovenes pemergentes dPilostylespuede estar correlacionada con posibles
funciones en proliferacién celular, mantenimiento prolongado de la pluripot@s¢i@omo en

transicion floral (Deveaugt al.,2008; RomerdBranchatet al.,2013).

Adicionalmente, se encontraron los gemiboWOX3y PiboWOX4en los transcriptomas del
enddfito més los botones florales fmergentes, asi como en flores en preantesis (Tab)aEn
Arabidopsis WOX4es uno de los factores clave en el médulo WPX&/'-CLE41/44 que controla
la proliferacion del procambiurfiKondo & Fukuda, 2015)En Cuscuta japonicaCjWwOX4es un
marcador especifico de células del procambium en el haustorio de esta holoparasité<mthdio
& Fukuda, 2015; K. Shimizet al.,2018) En Pilostyles PiboWOX4puede tener funciones en la
diferenciacion de los elementos vasculares que, aunque incipiemtestan los botones florales
con el xilema de la hospeddi2e Vegeet al.,2007; F. ®nzalez & Pab6iMora, 2017; Pellissagt
al., 2022) Finalmente, geneomoWOX1112, WOX5y WOX7, que enArabidopsisfuncionan en

el desarrollo de raiz (Wet al.,2019), no se encontraron Bilostyles

2.5.5 Familia de genePIN-FORMED (PIN)

Lasauxinas son fitohormonas que controlan los procesos de crecimiento en plantas por lo que sus
trasportadores juegan un papel indispensable generando gradientes de concentracion que se asocian
con procesos espec?feta@309).Er la fmila ae tramspoltadlores deS e | e k
auxina PIN se reconocen prote2znas PIN de domin
citoplasm8tica, y fdcortoo, ubi etald2a09). Bemro ael ret?2
grupo de PI N cdnbcalo asfdPING, gue lactian@riacipalmente en el desarrollo de
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embriones, de meristemas apicales de vastago y 6érganos aéreos vegetativos y reproductivos, y de
tejidos vascul ar es.PINQt3rdy § actédn e maheaar redondadite &ndam o
embriogénesigyravitropismo y organogeénesis de la raiz (Adamowski & Friml, 2015; Caprain

2009 ; &&.2009).k

En el presente trabajo se encontraron exclusivamente ortolo§bs it denominado®iboPIN11

y PithuPIN11.1 Estos genes corresponden al grupo PI N Al .
funciones en desarrollo de érganos aéreos y diferenciacion de tejido vascular en Poaceae y Fabaceae.
Arabidopsighalianacarece de ortlogos de este cladbgue las Brassicaceae han perdido el linaje

de gene®IN11(Bennett, 2015). ERilostyleslos gene®IN11pueden tener funciones relacionadas

con embriogénesis, desarrollo del enddfito y de las flores, ya que se encontraron en los tres
transcriptomas. La concentracion aéxinas es un elemento importante en el desarrollo floral no
solamente en especies modelo sino también en la holoparasita endefifftesia patma
(Rafflesiaceae)donde se ha observado que la aplicacion externa de auxinas logra acelerar el
desarrollo de los botones florales (Mursidawati & Wicaksono, 2021). En este contexto, estudiar la
relacion entre la presencia de PIN11 grekimiento del endéfito deilostylespermitira identificar

si estos genes tienen un efecto en el crecimiento unidirecciomaldaegion apical del hospedero,

fendmeno conocido como crecimiento isofasico (Teix€inata & Davis, 2021).

2.5.6 Familia de genes RECEPTORLIKE KINASES (RLK) de las
subfamilias RECEPTORLIKE PROTEIN (RPK) y CRINKLY 4

(CR9
Un homdlogo Unico d&PK2 (PiboRPK3 fue aisladadel transcriptoma de fruto d&lostyles En
Arabidopsisthaliana las quinasaRPK1y RPK2se expresan inicialmente en el suspensor y luego
se requieren de manera redundante para la radializacién del embrién, la diferenciacién del
protoderno y la represion de la diferenciacion temprana del tejido fundamental y vascular durante
el estadio globular tempranlove et al., 2015; Nodineet al., 2007) En Pilostyles PiboRPK2

podria mantener indiferenciada la region central de embrién.

RPK2se ha asociado también con la inhibicion de proliferacion celular en raiz, desarrollo de anteras
y como una via independiente@eAVATALCLV]), para la trasmision de la sefial de péptidos CLE

en el mantenimiento del meristema api@ammarata & Scanlon, 2020; Kinoshégaal., 2010;
Matsushima & Miyashita, 2012; N. Shimizet al., 2015) PiboRPKZ2 también aislado del
transcriptoma de flor, puede estar involucrado junto B&ARELY ANY MERISTEM1 en la
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regulacion d&VUSen el meristema floral, en remplazo@eV], el cual no se encontré Bilostyles
(A. D. Gonzélezt al.,2020)

Por su parte, el ge@BR4en Arabidopsisesta involucrado en el desarrollo de raiz como parte del
moédulo CLE40CR4WOX5, y en la morfogénesis y diferenciacion de la epidermis de hojas,
inflorescencias, meristemas florales, anteras, 6wileemillas y se expresa fuertemente en el
protoderno del SAM y del RAM (Czyzewicet al.,2016; Meyeret al.,2011; Nikonoroveet al.,

2015). ErPilostyles se encontr®iboCR4_len los tres transcriptomas; sin embargo, en el embrion

de Pilostylesno se ha observado la formaciénpmtetoderno en el SAM o el RAM, por lo que su
funcién podria estar restringida a la epidermis de estructuras florales y de la semilla. Los receptores
de la familiaCR4 han sido reportados como regulados positivamente por los fabtBr&$P 1V
ML1/PDF2 y asociados en el mantenimiento de la integridad de la capa L1 de la que se forma la
epidermis(Nakamureaet al.,2006; Roodbarkelari & Groot, 2017). Sin embargo, en Apodanthaceae
no se encontraron ortélogos para estos geeZIP classlV pero si par&dlDG2y HDG11 Por lo

menos emrabidopsidos homologos de estos HDG se expresan en la epidermis de: SAM, meristema
de inflorescencia y primordios florales jovenes, pétalos, carpelos y anteras (Nagbaiy2906).

Es de esperar que estos geneRikrstylespodrian estar regulanddzr4en las estructuras florales.

2.6 Conclusion

Extrapolando las funciones conocidas de los genes asociados a la embriogénesis de la especie
modeloArabidopsisthaliana y teniendo en cuenta la morfologia de los embrioneRildstyles

podemos inferir que los ortélogos BioWOX9 PiboWOX13PiboRPKy PibdPIN11encontrados

en Pilostyles pueden establecer la polaridad apical/basal del embrion. Por su parte, los genes
PiboPLT3 PiboREV PiboAGO1y PiboAGO10que pueden estar participando en la diferenciacion
incipiente de las zonas meristematicas apidssal, sin llegar a establecerse los meristemas SAM

o0 RAM tipicos de angiospermas no parasiticas. La ausencia de ortélogos d&Tdé¢h@4>DF2en
Pilostyleses concomitante con la ausencia metoderno en el embrion y en el enddfito. Se
encontraron los ortélogd3iboANT, PiboWRI1 PiboCR4 PiboHDG2 PiboHDG11estas familias
asociadas a desarrollo de estructuras reproductivas, mientras que no se encontraron ortélogos para
los genes con funcidn restringido a desarrollo de raiz ¢iid/2 WOX5 PIN3/4/7y TPL.
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2.7 Material suplementario

Las Figuras 251 a S2Y las Tablas 251-S3estan disponibles en los anexo#\K, al final de este

documento.
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3.1 Resumen

La excepcional reduccién morfolégica de las holoparasitas endofiticas permite explorar cambios y
reajustes de las redes genéticas que construyen la arquitectura tipica de las angiospermas. Este
trabajo se centra drilostylesboyacensigApodanthaceae) que se caracteriza por crecer como un
enddfito, que consiste en paguetes de parénquima indiferenciado con extensores conectados a al
sistema vascular de su planta hospedeatea cuatrecasasiiFabaceae)Al interior de la corteza

del tallo de la planta hospedera se desarrollan los botones florales que luego rompen la epidermis del
tallo y emergen para llevar a cabo procesos de polinizacion. A partir de flores femeninas, se
desarrollan frutos en baya connmerosas semillas diminutas quentienen a su vez embriones
reducidos de entre B0 células sin mayor diferenciacion. En este trabajo nos centramos en proponer
una red genética hipotética minima que permita explicar el desarrollo vegetativo de esta planta. Aqui,
se aislan los genes de Igaipos LRRRLK-PXY, MYB y NAC asociados a la diferenciacién
vascular, y se analizan en el contexto de los estudios previos en esta misma especie que han estudiado
genes involucrados en el mantenimiento del meristema apical de tallo y los que regulan la
enmbriogénesis temprana. La exploracion detalladd2familias de genes, principalmente factores

de transcripcion, permite sugerir la ocurrencia de mddulos de interaccion, como el mdédulo
PiboAGO10/AGOPiboREVPiboPLT3asociado a la especificacion de un eje apical, y los médulos
PiboAPL-PiboNAC86y PiboNAC83/37/43iboMYB83involucrads con la diferenciacion de

células cribosas y traqueidas respectivamente. De las 12 familias los genes asdzimita@dn

del meristema floral se mostraron mas consavaen comparacion con aquellos relacionados con

el desarrollo de raiz. Uno de los grupos con mas genes conservadibssgieses la familia
WUSCHELRELATED HOMEOBOX con ortdlogos de factores de desarrollo de embridon y
proliferacion del endofito com®WOX9y WOX13 asi como, mantenimiento del procambium
mediante el médul®iboPXY¥ PiboWOX4e iniciacion de meristema floral mediarRéoARF?7
PiboLFY-PiboPLT3 PiboANT, PiboWOX9 Ya que los gened/OXson reguladores maestros de la
determinacion y mantenimiéo de tejidos meristematicos se proponen las redes genéticas en los que
ellos intervienen e hipotesis funcionales que podran ser estudiadas en futuros ensayos de expresion
in situ.

Palabras clave:

Células pluripotentes, factores de transcripcigenética del desarrollo, meristemas apicales,

receptor quinasa.
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3.2 Introduccion

El crecimiento primario en angiospermas se da por la multiplicacién celular a partir de células madre
ubicadas en los centros de organizacién de los meristemas apicadassag® (SAM), raiz (RAM)

y del procambium, que se determinan desde el desarrollo embrionario. Luego de la proliferacién en
los flancos de los meristemas, ocurre la histogénesis y la organogénesis, procesos que requieren
diferenciacién celular. EI manteniemto del estado indiferenciado de los centros de organizacién de
SAM y RAM es un proceso que depende de complejas redes gerdtidas que los factores de
transcripciéon de la familiWUSCHEERELATEDHOMEOBOX(WOX) son participes esenciales.

En la especie modelarabidopsisthalianalos primeros gene®/OX gue activan su transcripcion
incluyen aWOX2 WOX8y WOX9 estos factoresstan implicados en golarizacién del zigoto.

Una vez se establecen en el embridn los meristemas apicald Set factor mas importante en el
SAM ya que mantiene la actividad meristematica y la pluripotebascélulas indiferenciadas del
SAM producen a su vez el péptido corto CLAVATA3 (CLV3) de la familia CLE quien a través de
la unién con el receptor quinasa CLAVATAL regula negativamente la expresifU8een un

bucle de retroalimentacion que mantiene balanceados los procesos de divisién y diferenciacion
celular (Gaillochet & Lohmann, 2015). En el polo radicular, el gen mas critico para el mantenimiento
del RAM esWOX§ ya que su expresion en el centro quiescente promueve la division celular, y
restringe & diferenciacion celulakVOX5es a su vez controlado por el péptlloAVATA3/ESR-
RELATED 40 (CLE40) producido en las células de la columnela y su receptor quinasa
ARABIDOPSIERINKLY4 (ACR4) (Gaillochet & Lohmann, 2015).

Tanto el meristema apical como el radicular forman tres tejidos basicos, la protodermis, el
procambium y el tejido fundamental. Las células del procambium daran lugar alésjodibar pero
pueden permanecer indiferenciadas gracias al fié@xX4que de manera similar a sus homoélogos

en SAM y RAM es regulado por los péptidos sefial CLE41 y CLE44 y su receptor quinasa PHLOEM
INTERCALATED WITH XYLEM (PXY) (Miyashimaet al.,2013). La diferenciacion del xilema 'y
floema primarios ocurre gracias a la interancegntre factores de transcripcion de las familias
MYELOBLASTOSISLIKE MYB y NAC (nombre derivado de tres miembros de la famii&
APICAL MERISTEM (NAM), ATAF1i 2, y CUP-SHAPEDCOTYLEDON (CUC)). Por ejemplo,

la diferenciacion del floema depende del factor Mdtled coil ALTERED PHLOEM
DEVELOPMENT (APL) el cual inhibe el proceso de diferenciacion del xilema, mientras
desencadena el engrosamiento de la pared celular y la formacion degoibosas. APL regula

positivamente a los factores NAC45 y NAC86 que influyen en el proceso de enucleaciéon y
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degradacion del citoplasma en las células cribosaSH&vket al.,2013; Ohtanet al.,2017; Rybel

et al., 2016). Por su parte, la diferenciacién de elementos del xilema depende del factor NAC
domaincontaining 83NAC83/VNI2 regula negativamente a los factores VASCULAR RELATED
NAC DOMAIN 1i 7 (VND1i 7), los cuales actuan sobre los programas de muerte celular. Los VNDs,
entre ellos VND6/NAC101 y VND7/NACO030 regulan la sintesis de paredes secundarias mediante
la interacion conlos MYB-R2R3: MYB46, MYB83, MYB103, quienes a su vez activan rutas
relacionadas con la generacion de pared secundaria y sintesis de celulosa y ligtioaviet al.,

2013; Ohtangt al.,2017).

Las plantas holoparasitas endofiticas, como es el caso de las Apodanthaceae, presentan una
reduccion notable en su plan corporal ya que carecen de raices, tallos y hojas. Su crecimiento al
interior de la planta hospedera se reduce a un endéfito compumsthilgras de células
parenquimaticas que no forman sistemas vasculares o meristematicos tipicos. Estos paquetes de
células forman un extensor que conecta al endéfito con la vascularizacién de la planta hospedera y
se diferencian en botones florales qualfinente emergen rompiendo la corteza y la epidermis de la
planta hospedera (F. Gonzalez & Paibora, 2014).

PilostyleApodanthaceae) es un género con 11 especies que parasitan plantas de la familia Fabaceae
en zonas xerofiticas alrededor del mundo (F. Gonzalez & Pdbém 2014). La anatomia del
enddfito se ha estudiado Bilostylesthurberi (Kuijt et al., 1985; Rutherford, 1970). hamiltonii

(Dell et al., 1982) P. ulei (Amaral & Ceccantini, 2011)P. ingae yP. haussknechti{Kuijt et al.,

1985) El enddfito en todas las especies se desarrolla cerca de la zona cambial del tallo de la
hospedera y prolifera en el floema secundario del hospedero como filamentos de parénquima con
pocas células de espesor. Estas células poseen un citoplasma de Itencgvarales y abundantes
vacuolas, y un nicleo méas grande que las células del hospedero, lo que permite su diferenciacion. El
crecimiento ocurre en sincronia con el crecimiento longitudinal de la planta hospedera
compotamiento conocido como crecimiento isofasico (F. Gonzélez & Pilwda, 2017;
Rutherford, 1970).

El andlisis detallado utilizando microscopia electronica de transmision de las células del endéfito de
Pilostylesthurberi permite identificar la presencia de placas cribosas simples, que se desarrollan
normalmente perdiendo el ndcleo a medida que la célula madura, conservando el reticulo
endoplasmético, mitocondrias y otros organelos (Katijal., 1985). También se han observado

traqueidas en los extensorgae,aunque no forman haces continuos, se proyectan desde la base de
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los botones florales radialmente hasta alcanzar el xilema secundario del hospedero (Amaral &
Ceccantini, 2011; Debt al.,1982; F. Gonzalez & Pabéviora, 2017).

Las caracteristicas excepcionale®destylespueden ser estudiadas desde la biologia del desarrollo
como un caso extraordinario de reduccién morfolégica en plantas con flor. En este trabajo se
analizaron los médulos genéticos asociados al desarrollo embrionario, y de meristemas del vastago
(SAM) y radicular (RAM) teniendo en cuenta su expresion y sus posibles interacciones. A partir de
estos datos se propone un modelo de red funcional genética minima para el desarrollo vegetativo de
Pilostyles boyacensisen contraste con lo reportado para el mantenimiento de SAM, RAM y
procambium en la especie modélmbidopsisthaliana Es de resaltar que las redes tienen como
nodos principales a los genes de regulacion maastes cuya expresiépspaciotemporalebera

ser validada en estudios futuros.

3.3 Metodologia

Para la reconstruccion de la red genética minima de embriogénesis, formacion de meristemas y
crecimiento del endofito erPilostyles boyacensis se identificaron primero todos los genes
candidatos a partir de los médulos genéticos ya identificados en la especie Araddedopsis
thaliana(Chandler & Werr, 2019; Krizegt al.,2021; Miyashimaet al.,2013; Palovaaret al.,2016;

Rybel et al.,2016; Tvorogova & Lutova, 2018). Cada mdédulo genético fue analizado dedpués
acuerdoconlos datos aislados gBonzalezet al. (2020), Gonzaleet al. (en preparacion) y en el
present@studioLas redes genéticas mas probabld3.éoyacensison reconstruidas y presentadas

para la embriogénesis, la pluripotencia de SAM y RAM, y la vascularizacién aunque incipiente del

enddfito.

3.3.1 Busqueda dirigida de genes relacionados con el desarrollo de la
vascularizacion

En la base de datos TAIRt{ps://wwwArabidopsisorg), repositorio especifico darabidopsis

thaliana se realiz6 la extraccion de los genes candnicos reportados con funciones en mantenimiento
del procambium y diferenciacion de células vasculares para las faWifBsNAC y RLK. Estas
secuencias fueron usadas como referencia para la buggueBaAST en los transcriptomas de
Pilostylesboyacensigienerados efsonzalezet al. (2020)y Gonzalezet al. (en preparacionpara

(1) tallos deD. cuatrecasasicon endéfito de la parasitédoptones florales premergentes; (2) flores
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en preantesis d®. boyacensis (3) frutos con semillas d®. boyacensisy (4) tallo deD.

cuatrecasasino infectada.

Los transcritos encontrados a partir de las busquedas por BLAST contra los transcriptomas se
compararon mediante BLASTN y BLASTX contra la base Refseq de Angiospermas en Genbank
para asignar la identidad al gen. La asignacion de genes a la holopBilasitdesboyacensiso a

su hospederd). cuatrecasasise realizé usando como referencia la taxonomia asociada a los hits
en Genbank. Previamente se observd que las secuencRsbdgacensismuestran similitud
promedio del 70% con Malgipiales, Cucurbitales y Malvales principalmente; mientras qu®las de
cuatrecasasii muestran similitud de 899% con Fabaceae. De manera consistente este
comportamiento se observo en las secuencidlogtylesextraidas de los tejidos disectados, con
genes idénticos en las del tejido mixto. Finalmente se verific6 que lasnsias asignadashka

boyacensigio se encontraran en el transcriptom@®deuatrecasasino infectada.

Se generaron matrices para los geP¥y, MYB83 APL, NAC37y el clado formado palNACS86

NAC43y NAC83cuyos homologos se encontramPilostylesboyacensisPara esto la busqueda

de ort6logos se realizé en Phytozome ¢G8odsteinet al.,2012) Cucurbit Genomics Database
(Zhenget al., 2019) y en 44 especies de la base de d&wsKP (Carpenteret al., 2019) Las
matrices se procesaron para incluir solo la franja abierta de lectura (ORF) mediante el programa
TransDecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) implementado en Galaxy

(Afganet al.,2018) utilizando una seleccion de tamafio minimo de ORF de 150 nucleétidos.

Los alineamientos de nucle6tidos se realizaron con RevTrans (Wernersson & Pedersen, 2003) el cual
utiliza como guia las secuencias de aminoacidos, luego se realizd la busqueda del modelo de
evolucion y arbol de Maxima Verosimilitud mediante IQTREE (Ngusteal.,2015). El soporte de

los nodos se calculd mediante 1000 réplBaststrapultrarrapidos. Los arboles se visualizaron y
editaron mediante FigTreel.4 (Rambaut, 2009). Para cada gen encontdbogacensisse

obtuvo la secuencia de aminoacidoseyescanearon sus dominios proteicos con la herramienta
INTERPRO (Paysahafosseet al., 2023), que a su vez esta interconectada con diversas bases

especializadas.
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3.3.2 Disefio deprimersy estandarizacién de condiciones de
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
genesWOXen P. boyacensis
Se disefaronprimers especificos con la herramientBrimerBLAST (Ye et al.,, 2012;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primdalast), para cada gen de la famiNdOXencontrado en
P. boyacensis especificamenteWWUS_2 WOX9 2 WOX9_3 WOX3 WOX4 WOX13_1y
WOX13 2. Se utilizaron los siguientes parametros: tamafio del producto erté@80ases, tamarfio
de primer entre 18 y 25 bases, Tm minima 50°C, Tm optima 55°C, Tm maxima 74°C, con diferencia
m&§xi ma en Tm de 3AC. En el cpencia8ahOXde ioteréstEaehp| et e ¢
parametro de verificacion de especificidad se afiadieron filtros adicionales comb\ggXxiqae no
tuvieran un rol en los procesos del desarrollo de interés, para evitar amplifuficégdgetde otros
genes de la planta parasita, 0 genes cercanos en Cucurbitales, Malpigiales y Fabaceae para evitar
interaccion cruzada con la hosped&a.calcub el Tm del par d@rimersutilizando la herramienta

Calculator de Thermo Scientifibtfps://www.thermofisher.copespecificamente para la DreamTaq

DNA polymerasejue se utilizé en las amplificaciones (Tabld)3Adicionalmente se utilizaron los
primersde actina ACTIN F y ACTIN R reportados por Patdara et al. (2012) como un control
de reacciénLa sensibilidad y especificidad de lpsmersfue probada con un ensayo de-RTR
en cuatro estadios del desarrollo de esta plasiaparasita Estosprimers pueden ser adaptados

para estudios de expresiéspaciotemporajue se pretenden realizar en futuros estudios.

Para los ensayos RACR se cole@material biol6gico dé°. boyacensien diciembre de 2021 en

los alrededores de Villa de Leyva (Boyaca) ydeuatrecasaiino infectada en Sachica (Boyacd)

bajo el Permiso Marco de Recoleccién de Especimenes de Especies Silvestres de la Diversidad
Bioldgica con Fines de Investigacion Cientifica No Comercial otorgado por Autoridad Nacional De
Licencias Ambientales ANLA del Misterio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial,
resoluciones 255 de 2014 y 1435 del 2018.

Se colectaron muestras de (1) cortezaDdeuatrecasaiicon endofito y botones florales pre
emergentes; (2) corteza Baleacuatrecasaiicon enddfito joven d@ilostylesboyacensisomado

hacia la region apical de la rama a 1 cm de la zona donde son visibles los botones flerales pre
emergentes; (3) flores en preantesifdboyacensiemergentes; (4) frutos en diferentes estadios

de maduracion de. boyacensisy (5) corteza y ramas d cuatrecasaino infectada y de diametro

comparable con los ejempés infectados. Para cada tejido se tomaron muestras de tres individuos
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deD. cuatrecasasiiEl material se colecto directamente en nitrégeno liquido y luego fue almacenado
a-80°C hasta su procesamiento en el laboratorio.

Tabla 3-1. Primersdisefiados para famil&USCHEERELATEDHOMEOBOXde Pilostyles
boyacensis

Gen Primer F Primer R Tm °C Tamafio
calculado | producto
esperado
(pb)
WUS_2 pibowWuUs2_F piboWwUS2_R 58,3 581
GGCACTGTGGGTGGTAAAG | TCAAGGCTTTCTGTGCTGTAACAA
WOX9_2 | piboWOX9_2F piboWOX9_2R 51,7 530
TGCAAATGTTGCTGAATCTC | AAAACGTATTCGGAACTGGA
WOX9_3 | piboWOX9_3F piboWOX9_3R 53,6 594
TAACGTGCAAAGTCCTTCAA | CAAGAGCTAGCATGTTCCA
WOX4 piboWOX4F piboWOX4R 53 578
ATGAAGTCCTCGCATATCTC | TCGAACGAATCAAACTCCAT
WOX13_1| piboWOX13_1F piboWOX13_1R 53,4 549
CTTCAGCGAGAAAAGAATGG | ACTCCTTTGTCGTGTTAGAA
WOX13_2 | piboWOX13_2F piboWOX13_2R 53,6 521
CACCAATACAGCTCCAGATT | TTAACCCTGTTCCCTTTCTG
WOX3 piboWOX3F piboWOX3R 53,6 504
CATGGAAAAATCGAAGGCAA | AAACCCTACCACGCTTTTAT

A partir del material se realizo la extraccién de ARN total con el protocolo de TRRehgent
(Invitrogen) siguiendo las modificaciones empleadas por Plfuda et al. (2012) y con
Spectrunk Plant Total ARN Kit (Sigma&Aldrich) de acuerdo con las indicacion del fabricante. El
ARN se cuantifié mediante NanoDrdp One (Thermo Fisher) y se trat6 con DNase | RNe=e
(Thermo Scientific) de acuerdo con la instruccion del fabricante para eliminar trazas de ADN. Las
muestras tratadas se cuantificaron nuevansedpués del tratamiento con DNAsa. El cADN fue
sintetizado mediante el sistema SperScript Il First Strand Synthesis paP&RTInvitrogen)
utilizando 2000ng de ARN vy lgsrimers Oligo(dT), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
logré obtener cADN para duplicados Dalea cuatrecasasio infectada, endofito d@ boyacensis

flor de P. boyacensiy triplicados para enddfito joven & boyacensi®n tallo deD. cuatrecasasii

y fruto deP. boyacensigon los que se probaron los primes.

Para los ensayos de PCR se manejo un volumen final de 20 pl que contenia 10 pl de DreamTaq PCR
MasterMix (Thermo), 1 pl de cagaimer(10mM), 1 pl de cADN sin diluir, 8 pl agua. Se ensayaron
varias temperaturas de anillamiento para cada pprichershasta lograr una temperatura similar

para la mayoria de los genes. El perfil de amplificacion final fue el siguiente: desnaturalizacién

inicial a 95°C durante 3 min, luego 33 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos, 30
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segundos de anillamiento a 50°C (excepto pet#sdonde se usé 53°CACTINAdonde se us6

55°C) y extension de 72°C durante 1 min; con una extension final de 72°C durante 10 min. Los
productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5% tratado con SYBR Safe (Thermo
Fisher Scientific) y fotografiados con el fotodocumeatdeinduro GDS II. Se utilizo como control
negativo el cADN de tallo dealeano infectada, y agua como control de la reaccion.

La secuenciacion de los PCRs se realizd con el propésito de verificar los productos de la
amplificacién. Un representante por cada 9D Xy tres para ACTINA (amplificados dealeano

infectada, tejido mixto del enddfito deilostylesy el tallo deDaleay flores en preantesis de
Pilostyleg se purificaron con acetato de amonio 8M y etanol absoluto. Los productos purificados se
visualizaron nuevamente en geles de agarosa, como se indicé para los productos de PCR. Los que
se veian como bandas fuertes enedl g que ademas contaban con una concentracion mayor a 30
ng/ul, fueron secuenciados bidireccionalmente con el equipo Applied Biosystems 3730XL. Las

secuencias obtenidas se compararon con los transcrifoddgacensipara verificar su identida

3.4 Resultados

3.4.1 Busqueda de genes relacionados con la diferenciaciéon del xilema y
el floema y la especializacion de las células de teszas vasculares

Se encontraron A boyacensisos siguientes geneBiboPXY, PiboAPL MYB83 NAC37 NAC43

NAC86y NACS83relacionados con diferenciacion del tejido vasculabia 32). Los valores del

BLAST mostraron identidades de entre @ convarias especies principalmente de Malpigiales

(Tabla 3S1).

Se encontrd una sola variante para el receP¥Y expresado en todos los transcriptomas y el
dominio proteico receptdreucine Rch RepeallRR y el dominio efector quinasa conservados
(Figura 3S1.Tabla 32). En la reconstruccion para este cla@itboPXYde P. boyacensigjue se

agrupo con genes de Cucurbitaceae con alto sopobi@otistrap(BS=91,Figura 3S2).

Dentro de la familia MYB se encontré el homoldginoMYB83y cuatro variantes parRiboAPL
(Tabla 32). No se encontraron representantesVi¥B46ni MYB103 ParaPiboMYB83solo se
recuperd un transcrito incompleto que corresponde a uno de los dos dominios de anclaje a DNA
MYB de la proteina canonic&igura 3S1). En la reconstruccion del subclad¥B83 el homologo
de P. boyacensisPiboMYB83se agrupé con homologos de Cucurbitaceae (BS=ighra 3S3).

De las cuatro variantes &#hoAPLsolo dos son secuencias completas con el dominio de anclaje a
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DNA MYB-PHR1 reportado eArabidopsisthaliana (Figura 3S1, Tabla 31). Las tres variantes
PiboAPLde mayor longitud incluidas en la reconstruccion filogené&agruparon con homalogos
de Cucurbitaceae (BS=9Rigura 354).

Tabla 3-2. Genes y sus variantes encontrada®#wstylesboyacensigpara homadlogos dEXY,

MYB Yy NAC con funciones en el sistema vascular en tres transcriptomas. PbE+D: transcriptoma
mixto de endofito dé. boyacensiy D. cuatrecasasjiPbFI: transcriptoma de flores en preantesis

de P. boyacensisPbFr: trascriptoma de frutos 8eboyacensis'ORF incompleto o con codén de
parada prematuro.

Familia de gen | Genes presentes eRilostylesboyacensis| PbE+D PbFI PbFr
LRR-KINASE | PiboPXY_DN7636_c0_g1_il PiboPXY PiboPXY PiboPXY
MYB PiboMYB83DN101563_c0_g1_il PiboMYB83*

MYB PiboAPL1DN30101_c0_g1_i2 PiboAPL1 PiboAPL3* PiboAPL1
PiboAPL2DN38944 c0_g1_i3 PiboAPL2 PiboAPL2
PiboAPL3DN95892_c0_g1 il PiboAPL4*

PiboAPL4ADN38944 c0_g1 il

NAC PiboNAC86_IDN47620_c0_g2_i3 PiboNAC86_1 | PiboNAC86_1
PiboNAC86_2DN96394 c0_gl_il PiboNAC86_3 | PiboNAC86 2
PiboNAC86_DN47620_c0_g2_il PiboNAC86_4*

PiboNAC86_4DN47620 c0 gl il

NAC PiboNAC43_1DN17147 c0_g1_i2 PiboNAC43_1 | PiboNAC43_1 | PiboNAC43_2
PiboNAC43_2DN34312 cl1_g2_i7 PiboNAC43_4 PiboNAC43_3
PiboNAC43_3DN34312 cl1_g2_i4 PiboNAC43_5*
PiboNAC43_4DN54322_c0_g2_i6
PiboNAC43 5DN54322 c0 gl il

NAC PiboNAC83_1DN72305_c0_gl_il PiboNAC83_1 | PiboNAC83_1 | PiboNAC83 1
PiboNAC83_2DN38412 c0 gl _i2 PiboNAC83_2 PiboNAC83 2
PiboNAC83_3 DN27992_c0_g1_i4 PiboNAC83_3*
PiboNAC83 4 DN27992 c0 g1 il PiboNAC83 4

NAC PiboNAC37_IDN14475_c0 gl il PiboNAC37_2*| PiboNAC37_1*
PiboNAC37_DN115223 ¢c0_gl_il PiboNAC37_2*

Respecto a la familia NAC se encontré uno de los dos representantes con funcién asociada a la
diferenciacion de floem&iboNAC86 posiblemente con dos copias y tres variantes para este gen
con el dominio de anclaje a DNA NAC conservadailla 32, Figura 3S5. La variante
PiboNAC86_1lidentificada en el transcriptoma de fleg agrupo coRiboNAC86_3del de tejido

mixto; mientras quePiboNAC86_2de flor y PithuNAC86de Pilostylesthurberi formaron un
segundo grup@Figura 3S6).
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Respecto a los genes NAC implicados en diferenciacion de xilema, especificatieiia

(también llamado VNI2) que reprime a los VNI?4, encontramos tres varianteil@oNAC83ton

transcritos completos y un dominio NAC completo. Una de estas varRibtd®SAC83_4fresentod

un ORF con codon de parada prematuro que se traduce en una proteina corta que conserva solo una
porcion en la que se encuentra el dominio NA@b{a 32, Figura 3S5). Las tres variantese

agruparon cerca del homologo Begoniasp. (Begoniaceae: Cucurbitales) con un soporte BS: 91
(Figura 3S6).

De los siete VND presentes Amabidopsisthaliana encontramos homdélogos de NAC037/VND1.

Se aislaron dos variantes HioNAC37: PiboNAC37_yt PiboNAC37_2ambas con dominio NAC
completo o parcialTabla 32, Figura 3S7). Estas dos variantesagruparon con un homaélogo de
Pilostylesthurberi, PithuNAC37y este clado de Apodanthaceseagrupdcon homélogosde
Cucurbitale (BS: 93,Figura 3S8). Perteneciente a la misma subfamilia NAC 1c a la que pertenecen
los VND, también encontramosRiboNAC43con cuatro variantes completas todas ellas con el
dominio mnservado NAC Tabla 32, Figura 3S7). Estas dos varianteg agruparoncon un
homologo dePilostylesthurberi, PithuNAC43y Apodanthaceae se ubic6 cerca de homéldgdss
especies de Cucurbitales (BS: 1Byura 3S6).

3.4.2 Planteamiento de red genética minima para el desarrollo de
Pilostylesboyacensis

Aunque existen complejas redes genéticas que controlan el desarrollo de las angiospermas, nos

centramos especificamente en algunos mddulos asociados al mantenimiento de los meristemas

apicales, el procambium, la diferenciacion de elementos vascularesmpitaogénesis temprana,

utilizando como referencia la planta modalohaliana(Figura 31). En este trabajo se han rastreado

la presencia y la expresion de las siguientes familias de genes de factores de transcripcion:

ARGONAUTA (AGO, AUXIN RESPONSE FAOR (ARP, APETALA2/ETHYLENE

RESPONSIVE FACTO@RP2/ERF, HOMEODOMAINLEUCINE ZIPPER Il y IMHD-ZIP Il y

IV), LEAFY (LFY), MYELOBLASTOSHKRIKE MYB NACy WUSCHEELRELATED HOMEOBOX

(WOX); asi como los correpresor€®PLESSTPL), receptoreRECEPTORLIKE KINASE(RLK)

y los péptidos sef@LAVATAI/ESHRELATED(CLE).
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Figura 3i 1. Resumen de factores y otras proteinas asociadas al desarthibatopsishaliana

Se incluyen los siguientes estadios: embrion desde la primera division cigética hasta el estadio
globular temprano, meristema apical de vastago (SAM), meristema apical de raiz (RAM),
procambium, diferenciacion de elementos del floema y xilema y el smadstloral. Los genes
encontrados expresados en algun estadio de desarr8lideyacensise resaltan en purpura. Las
flechas verdes indican interacciones de regulagasitiva, mientras que las lineas rojas con final
cerrado interaccion de regulacion negativa, basadas en lo reportadabé&topsis WUSCHEE
RELATED HOMEOBOXWOX (WOX2 WOX4 WOX5 WOX8 WOX9, WUSCHEL (WUS,
CLAVATA3/ESHRELATED CLE (CLE8 CLE4Q CLEA41 CLE44, CLAVATA3(CLV3, PIN-
FORMED, PIN (PIN1, PIN7), RECEPTORLIKE PROTEIN KINASE RPK (RPK1 RPK2,
PLETHORAPLT (PLT12,3,4), ARGONAUTEAGO(AGO1 AGO10Q, ARABIDOPSISHALIANA
MERISTEM LAYER1(ATML1), PROTODERMAL FACTOR2(PDF2, HOMEODOMAIN
LEUCINE ZIPPER CLASS I(HD-ZIP Ill), TOPLESSTPL), AUXIN RESPONSE FACTORRF
(ARF5/MRB ARF7, ARF9 ARF19, TARGET OF MONOPTEROS(TMO7), CLAVATAL(CLVY),
BARELY ANY MERISTEMBAM (BAM1i3), AINTEGUMENTA (ANT), LEAFY (LFY),
ARABIDOPSIELRINKLY4(ACR4, PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEWXY), ALTERED
PHLOEM DEVELOPMENT(APL), NAC domaircontaining NAC (NAC39 NAC45 NACS83
NAC86 NAC103), VASCULAR RELATED NAC DOMAI(WND1 5), MYB domaircontainingy
MYB(MYB46 MYB83 MYB103.
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En Arabidopsisthalianase resaltan los médulos de respuesta por miembros WOX a las sefales de
péptidos cortos CLE que son recibidas y procesadas a través de los receptores quinasa RLK. El

balance de estos modulos mantiene la division celular y pluripotencia en el centro eedtzsmas
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apicales de véastago, raiz y en el procambium, mientras promueve la diferenciacion celular en los
flancos de los meristemaBigura 31). Otros miembros d&/OXtambién son importantes en el
proceso de embriogénesis temprana, entre estos \&&D&P, 8 y 9 cuya expresion determina
dominios basales y apicales del embriBigra 31). En el estadio dermatégeno del embrién se ha
reportado un modulo de regulacién negativa reciproca ARRéERF PLETHORA-4 y HD-ZIP

Il (PHB, PHV, REV); estos ultimos a su vezmoolados por AGOJAGO10 y su asociaciéon con
miR165/16GFigura 31). En ese mismo estadio se genera también la determinacion de un dominio
periférico o protodermis regulado por miembros de los recepRECEPTORLIKE PROTEIN
KINASE RPKYy los factores de transcripcid#tD-ZIP IV comoATML1y PDF2 (Figura 31). Los
homologos de ARF estan asociados a la especificacidon de la hip6fisis, mientras que la diferenciacion
de células vasculares esta mediada por interacciones entre factores de lasN&GiadMYB

(Figura 31).

Teniendo en cuenta solo los homdlogos encontradBdasiylesboyacensiy el transcriptoma del

gue se derivan hemos recreado las posibles redes durante varios procesos del desaositde

gue la separacién de dominios basal y apical del embridn esté siendo determifaba/porX 9y
PiboWwOX13 (Figura 32). ElI dominio basal podria estar reforzado ademasRjilnotRPK2 y

PiboPLT3 Este ultimo, en el estadio de mayor nimero de células, podria estar participando del
modulo de regulacion negativa reciprdeidoPLT3-PiboREV(Figura 32). En P. boyacensislos
dosAGOasociados la regulacion dREV, PiboAGO1y PiboAGO10Qtambién estan presentes. Sin
embargo, aun falta por realizar la basqueda de los miRNAs asociados a la reprasifue un
basqueda preliminar arroja resultados positivos para la presencia de mE18®dulo de
especificacion de protodermo se encuentra incompleto ya que no fue posible identificar homdlogos
de los genes HIZIP clase IV del grupdMTL1/PDF2 (Figura 32), lo que concuerda con la
organizacioén del enddfito en hileraigelulares sin dominios periférico y central. Las interacciones

y genes asociados a identificacién del centro de organizacion de SAM y centro quiescente de RAM
gue se reportan para el estadio globular tardio no se encuentran expresados en el transcriptoma de
fruto con semillas, lo que sugiere que la ausencia de genes candidatos para la morfogénesis tardia
del embrién errilostylesexplica la aparente retencién de estadios juveniles embaerfaigura 3

2).

El enddfito es quizas el tejido con mayor ambigiiedad en su homologia. Es claro que este tejido de
células parenquimaticas prolifera asociado al crecimiento del tallo de la plata hospedera. Los genes
PiboWOX13y PiboWOX9 podrian estar controlando proliferacion celular y pluripotencia en el

enddfito Figura 32). La ausencia de ejes y hojas también se asocia con la carencia de homdlogos
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de CLV3Yy sus receptore€ELVL En P. boyacensigambién se encuentran genes asociados a la
identidad del procambium conRiboRPK2 PiboPXYy PiboWOX4 los asociados a la formacién

de los elementos cribosos como factdPd@soNAC86 PiboAPL asi como los relacionados con
desarrollo del xilema comBiboREV, PiboNAC37 43, 83y PiboMYB83(Figura 32). Esto sugiere

gue, aunque los tejidos vasculares son incipientes en el endéfito, hay redes que modulan este destino

celular vascular.

Figura 3i 2. Modelo hipotético de presencia e interaccion de genes asociados al desarrollo en
PilostyleshoyacensisSe incluyen los siguientes estadios: embridén desde la primera divisidn cigética
hasta seis células, endéfitneristema floral, procambium y diferenciacién de elementos del floema
y xilema (diagramas basados en las fotografias o ilustraciones de Endris$2.10219; A.D.
Gonzalezt al.,2020,P. Fig. 1 L, J; F. Gonzalez & Pabdviora, 2017 P. Fig 1 K, Fig. 5 N.; Kuijt

et al., 1985, P. Fig. 4; Ruherford, 1970,P. Fig. 48). Pibo-genes: WUSCHELRELATED
HOMEOBOX WOX (WOX4 WOX9 WOX13, RECEPTORLIKE PROTEIN KINASE ZRPK2),
PIN-FORMED 11 (PIN11), PLETHORA 3(PLT3, ARGONAUTE AGO (AGO1, AGO10,
REVOLUTA(REV), AINTEGUMENTA(ANT), AUXIN RESPONSE FACTOR(ARF7, BARELY

ANY MERISTEM 1BAMI1), LEAFY (LFY), PHLOEM INTERCALATED WITH XYLENMPXY),
ALTERED PHLOEM DEVELOPMENTAPL), NAC domaircontaining NAC (NAC43 NAC37,
NAC86 NAC83 NAC86, MYB domaircontaining MYB(MYB83.
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Algo importante de resaltar es que el médulo de inicio de meristema floral medidib@dRF7

PiboPLT3 PiboLFY, PiboANT y PiboWOX9 fue uno de los mas completofigura 32).
Igualmente, todos los genes de identidad de 6rganos florales han sido aislados de los transcriptomas
de Pilostyles Estos incluyen aquellos que controlan identidad de pétalos y estdritbodd 3y

PiboP], los que controlan identidad de estambres y carpmsAG los que regulan formacion de

ovulos PiboSTK y dos copias d&SEP, PiboSEPLly PiboSEP3 posiblemente vinculados a la

identidad de todos los 6rganos florales (datos no publicados).

Finalmente, se han aislado transcritos de genes relacionados con desarrollo floribmMidS
asociado con mantenimiento de meristema floral y desarrollo de 6vulos y aRiB@AAOX3
asociado corta expansiorateral en 6rganos ainares Adicionalmente PiboREV ademas déa
polaridad del embridescria anteriormente, también regukadiferenciacionadaxiatabaxial de
organos floralesTambién,PiboHDG11y PiboHDG2 se encuentraasociados al desarrollo de
protodermis en érganos florales. Por Ultimo, se ha encontr&ibo&VRI1el cual puede estar

asociado con el metabolismo de acidos grasos.

3.4.3 Prueba deprimersespecificos parggenesWOX por RT-PCR

En estas redes genéticas del control del desarrolRilestyles es notable la contribucion de los

cinco gene®WOX Por esto de disefargmimersespecificos para la evaluacion de su expre§ién.
observo amplificaciémpara cada gen en la mayoria detkjilos, sin embargo, al ser un enfoque
cualitativola intensidad de las bandas no puede ser raedlidin sentido estricté-igura 33). Para
PiboWUSse observa la mayor intensidad en las muestras de flor, seguido de endéfito, por su parte
PiboWOX3se amplifica en menor medida fruto y endofito joverRiboWOX4present@xpresion
marcadaen enddfito y flor Figura 33). PiboWOX9 2 y PiboWOX9_3ienen niveles de expresion
similaresentre los tejidos; mientras queiboWOXB _1 tiene mayor expresiden todos los tejidos

guela variantePiboWOX132 (Figura 33).

Los primersno mostraron reaccion cruzada con el tejido de.lauatrecasasino infectada y los
controles negativos de reaccion también se mostraron limpios. Las secuencias de los amplicones
fueron idénticas a las esperadas de acuerdo con los transcritos usados para cada gen en el disefio de

los primers sin dobles picos u otro indicativo de reaccion cruzada entre Y&DES
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Figura 3i 3. Amplificacion los genesVOX de P. boyacensigpor RT-PCR cualitativa DNI: D.
cuatrecasasino infectada; PbEj+D: endéfito joven &eboyacensien tallo deD. cuatrecasasiji

PbE+D: endéfito dd°. boyacensien tallo deD. cuatrecasasiji PbFI: flores en preantesis &e
boyacensisPbFr: frutos deP. boyacensisSe utilizOACTINA (ACTIN) como control interno. El

control negativo de reaccion cruzada con el hospedero fue Dalea cuatrecasasii no infectada (DNI) y
el control negativo de reaccién agua (CR.as fotografias son la referencia del tipo de tejido
utilizado, nétese la diferencia emtPbEj y PbE, este ultimo presenta abundantes botoness (vist
como ampollas verdes) bajo la cortezaDddea mientras que PbEj fue tomadoun centimetro

hacia la region distal de la rardande no son aun visibléss botonedajo la corteza.

ACTIN
PiboWUS 2
PiboWOX3
PiboWOX4
PiboWOX9 2
PiboWOX9 3
PiboWOX13 1

PiboWOX13 2

3.5 Discusion

La morfologia de las Apodanthaceae es extremadamente reducida cuando se compara con plantas
autotrofas Todas las especies B#ostylescarecen de estructuras radiculares, y no forman ni tallos,

ni filomas fotosintéticos. Su embrion se forma a partir de las divisiones celulares del cigoto, pero
solo alcanza una incipiente diferenciacion en pocas células basales que se distinguen gn tamafio
forma de las apicales, pero no se pueden identificar cotiledones, ni meristemas apicales de vastago
o de raizEl crecimientadd endofito dePilostylesdentro de la planta hospedera, se limita a delgadas
hileras de células, que se ubican cerca del cambium vascular del tallo hospedero y se extienden hacia
el xilema, y hacia el floema y la corteza, en forma de células parenquimaticas que se van

ensanchandbasta alcanzar un volumenficientepara formar meristemas floraled. éhddfito es
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un tipo de crecimiento convergente con otras holoparésitas endofiticas, sin embrago su homologia
no ha sido establecida. El estudio de su ontogenia y de sus caracteristicas celulares ha descartado el
origen de vastago o radicular de este tgjRiatherford, 1970)En Rafflesiaceae, por ejemplo, se ha
sugerido por la morfologia de sus células, que el parénquima del enddfito tiene mayor afinidad con
células embrionaria@ikolov et al.,2014) Incluso sin asignar una homologia o una identidad a las
células dk enddfito, esprobable que la reduccién morfoldégicaea concomitantecon la
simplificacion @& las redes genéticas que controlan el desart@loet al.,2021; Cronk, 2009)
Finalmente, y de manera muy contrastante con el desarrollo previo, las flores y frutos se forman de

manera regular y completa y aseguran la supervivencia de la especie.

Con base en la busqueda dirigida de genes con dominios funcionales de siete faRiilliestytes
boyacensison funciones asociadas a embriogénesis, podemos proponer un modelo en el que se
mantiene un minimo de genes asociados a la embriogénesis hasta el estadio que corresponde con su
incipiente diferenciacion. Este estudio identifica la red genética minimaluamada en la
especificacion de polaridad basglical, que depende de los homo6logisoWOX9 PiboWOX13

PiboREV PiboAGO1 PiboAGO10 PiboPTL3 PiboPIN11ly PiboRLK2 Sin embargo, los genes

gue establecen el patron radial y la diferenciacion de lagaotos de la regién central, no fueron

identificados erP. boyacensis

En contraste no fue posible identificar a los reguladores de la formacién de raizléers@on,

por ejemploARF59, asociados a la identificacion de la hip6figig&) X5encargado de néenerel

centro quiescente del RAM, los transportadores de auxina especificosRIdNEaZ, 4, los factores

PLT1-2y TPLYy los NACFEZy SOMBRER{Bennett & Scheres, 2010; Gaillochet & Lohmann,
2015). La ausencia de estos genes bien sea por que estén inaptieestén ausentes en el genoma,
concuerda con la ausencia de una estructura similar a la radicula en el embrién o durante el desarrollo
del enddfito. Una reduccion similar se ha observadoMetffia australianauna angiosperma
acuatica que no desarrolla raiz, la cual ha perdido los genes homolégas &PL y WOX5
(Michaelet al.,2021).

Continuando con el enddfito y su naturaleza de células indiferenciadas sin una clara homologia, este
trabajo ha podido establecer que los genes mas importantes para la proliferacion y el mantenimiento
de la pluripotencia soPiboWOX9y PiboWOX13 respectivamentdPalovaaraet al., 2010;
Sakakibareet al., 2014) En P. boyacensisla formacion de los meristemas florales a partir del
endofito viene acompafiada de la formacion de trazas vasculares incipientes, con células de floema

y xilema hacia la base de las flores que permiten la elaboracién de estas estrhstaras.
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diferenciacién también ha sido reportad@édastylesthurberi, especie en la que se han identificado

células con placas cribosas rudimentarias, sin formar un tubo criboso como tal y con mayor
frecuencia en la zona central de las hileragddéfito més grues€Kuijt et al.,1985) Por su parte

enPilostylesuleiy P.thurberis e ha reportado que | os fiextensoreso
de vasos que no llegan a formar tubos conductores ya que son muy eg&etras& Ceccantini,

2011; Ruthedrd, 1970) L os fAext e n s orcélasde paréequirmande lasaquedsel a s
generaran las flores y hacia xilema secundario de la hospg@darasal & Ceccantini, 2011)Las
traqueidas al interior de | os fiextensoreso se gen
(1970)indica que surgen de hebras de procambium que son prodociddmeristema floral. Estos

elementos del xilema maduran y se extienden hacia el perianto y el eje central de las flores
(Rutherford, 197Q)

Para la diferenciacion de elementos vasculare®.eboyacensisencontramos un minimo de
representantes en los mdédulos MXB.C. La diferenciacién a células con placa cribosa estaria
asociados al médulPiboAPL-PiboNAC86 Por su parte, la especificacion de células del xilema
puede atribuirse al médulBiboNAC83PiboNAC37/43PiboMYB83 asociade con sintesis de
celulosa, lignina yprocesos denuerte celulapor degradaciéon del protoplagfdiyashimaet al.,

2013) En este mismo estadio del desarroRihoRPK2 podria ser el receptor de sefal de
organizacién del procambium o parénquima de los extensores que luego se mantiene puripoten
gracias al médul®iboWOX4PiboPXY

A patrtir del enddfito indiferenciado $ermadirectamente un meristema floral tipico, que ya posee
tejidos epidérmicos y también presenta traqueidas y células del floema que irrigan los distintos
organos florales, y que se observan facilmente en el gineceo y en €Ffr@onzalez & Pabén
Mora, 2017) La red de genes con funcion en inicio del meriatBanal se encontré mas completa
gue todos los demas procesos. Se encontrBiboANT, PiboARF7 PiboLFY, PiboPLT3y
PiboWOX9 cuyos homologose han asociado con el inicio del meristema floral esdBraceae y
SolanaceaéChandler & Werr, 2015Costanzeet al., 2014; Horstmaret al., 2014; Krizeket al.,
2021) De estosel gen mas importante puede BdvoLFY, ya que es un controlador primario de la
adquisicion de identidad flordWeigel et al., 1992) De laexpresion d PiboLFY depende la
actividad de los factores de transcripcion MAB&, que también han sido identificadosen
boyacensisEstos incluyen aquellos que controlan identidad de pétalos y estaRibodsP3y

PiboPI, los que controlan identidad de estambres y carfbmAG los que regulan formacion de
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ovulos PiboSTK y dos copias d&SER PiboSEP1ly PiboSEP3 posiblemente vinculados a la
identidad de los 6rganos floral@atos no mostradas)

Una vez establecido el meristema floral el miembro de la faMiliaX PiboWUSpuede estar
manteniendo indiferenciadas las células de la regién central hasta la diferenciacion del androceo y
gineceo; mientras quRiboWOX3estaria asociado al crecimiento laminar los elementos del perianto
(Costanzoet al., 2014) Por su parte, el receptor quinaB#®doBAM1 cumpliria un papel en el
desarrollo de évulos, mientras geoRPK2tendria una funciéanel desarrollo de polen y anteras
(DeYounget al.,2006; Mizunoet al., 2007) El establecimiento del dominio adaxial de 6rganos
florales estaria regulado pBiboREVen ausencia de homoélogosRlidB/PHV (Eshedet al.,2001;

Priggeet al., 2005) mientras que el dominio abaxial asociado al fastdNADI (KAN), estaria
asociado al hodlogo PiboKAN (datos no publicados). Por ultimo, a diferencia del enddfito, los
organos florales si presentan epidermis y estructuras derivadas como tricomas cuya generacion
estaria asociada la expresionRIboHDG11, PiboHDG2y PiboCR4teniendo en cuenta que sus

homologos er. thalianacumplen esta funciéfKhoslaet al.,2014; Watanabet al.,2004)

Este trabajo permit@ferir que la reduccién morfolégica vegetata@ocurrecon una disminucion

en el nimero de genes por familia implicados en cada proceso del desRordibogenerapersiste

el homdlogo con funcionepleiotropicas o ura de dos o mas copias redundantes por ejemplo
persisten:PiboARF7 dd clado ARF5/7/19 PiboBAM1 del cladoBAM1-3, PiboREV del clado
PHB/PHV/REVPiboPIN11del cladoPIN1-PIN11,PiboRPK2del cladoRPK12 y PiboWOXdel
cladoWOX89 (Bennett, 2015¢Chandler & Werr2015 DeYounget al.,2006; Fiume & Fletcher,

2012; Nodineet al., 2007; Priggeet al., 2005) En Pilostylesboyacensislos genes asociados a
embriogénesis concuerdan con la morfologia reportada para los embriones maduros, los asociados a
iniciacionde meristema floral se mantienen, mientras que los asociados a dominio de raiz no se
conservan.

En contexto evolutivo, la reduccion asociada a las plantas holoendoparasitas, solo ha ocurrido cuatro
veces, todas ellas en las eudicotiledoneas centiildgent, 2020) Es probableque la perdida de

geneso de su expresigrvinculados a procesos del desarralémuiera deeventosprevios de
duplicacién de genoma complajae hayan permitido el incremento en nimero de copias de genes

y su especializacion funcional en las eudicotiledéneas centrales. Asi, durante la reduccién
morfologica independiente enpAdanthaceae, Cytinaceadéditrastemonaceae y Rafflesiaceae, se
pueden haber perdida expresion dgenes redundantes sin afectar la supervivencia de las especies.
Los fendmenos de seleccion de genes en los distintos grupos dedrezdtudiada en el futuro para

examinar si morfologias convergentes se asocian a reducciones genéticas similares.
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3.6 Conclusion

Este trabajo presenta una primera aproximacion a la red genética minima que eXilststydas
boyacensiglurante la formacion de embriones, la formacion del enddfito y la transformacién a flor,
los Unicos estadios ldeesarrollo en ausencia de la formacién de tallos, raices y hojas. Este modelo
fue propuesto con base en presencia/ausencia de genes en varios transcyiamas, ha sido
validado mediante la anotacion dginoma dé°. boyacensisAsi mismola expresién de los genes
detectadosnPilostylesdebeser examinaaen el futuro cométodouantitative, y de localizaciéon
espaciotemporaion técnicas mas especializadas como la hibridizdni situ. Este trabajo aporta

el disefio deprimers para los geneSWOX reguladores maestros del control de meristemas
especificos d®. boyacensisCon el ensayo de amplificacién descartameacioncruzada con la
planta hospederg,con otrogparadlogodNVOX Finalmente proponemos un marco de referescial

gue la simplificacion de las reslgenéticas esta vinculada a la reduccién morfolégica en plantas
holoendoparasitas.

3.7 Material suplementario

La Tabla 3S1 y las Figuras3-S1 a 8 estan disponibles en los anexokAP, al final de este

documento.
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4.Concl uyi oee®s mendaci ones

4.1 Conclusiones

A partir de los tres transcriptomas generagaga Pilostylesboyacensisse identificaron genes
relacionados con regulacion meristematirabriogénesis tempragaliferenciacion vasculate las
familias ARGONAUTE AGO (PiboAGO1, PibcAGO1Q, AUXIN RESPONSE FACTOR
(PiboARF?), APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTORPIboANT, PiboPLT3),
HOMEODOMAINLEUCINE ZIPPER Il (PiboREV), LEAFY (PiboLFY), MYB (PiboAPL,
PiboMYB83, NAC (PiboNAC37 PiboNAC43 PiboNAC86 PiboNAC83 PiboNAC89, PIN-
FORMED(PiboPIN11), RECEPTORLIKE KINASE(PiboBAM1, PiboCR4 PiboPXY, PiboRPK2
y WUSCHEERELATED HOMEOBOX(PiboWOX3, PiboWOX, PiboWwOX9 PiboWOX13
PibowUS. El cuarto transcriptoma generado como referemzéde@ cuatrecasasiio infectada) no

contiene genes de la holoparasita.

Los andlisis filogenéticos de las familias de genes son congruentes con los clados de genes reportado
en la literatura; sin embargo, se detectan incongruencias profundas entre los arboles de genes y los
de especies, ya que las relaciones filogenéticaasdApgodanthaceae varian principalmente entre

los 6rdenes Cucurbitales y Malpighiales.Blostylesse encontraro@3 de 10s58 genegegulacion
meristematica, embriogénesis temprana y diferenciacion vaseularplanta model@rabidopsis
thalianaparalasdocefamilias evaluadastros genes relacionasicon desarrollo floral, de fruto y

otrasfueron encontradas para estas familias.

En cuanto al grado de conservatividad en el nUmero de copias y secuencias, la mayoria de los genes
detectados eRilostylesson de copia Unica, y aquellos dpanscritoscompletos (sin codones de

parada prematuros), presentaron dominios proteicos conservados. Para los genes con mas de una
variante se encontré al menos una variante con dominios completos, con excepcion de dos casos.

También se detectaron motivos proteicos no compartidos con egpeCiesurbitales.
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Respecto a la expresi@spaciotemporale los genes encontrados en los tres transcriptomas con
tejidos deP. boyacensisse observo que el transcriptoma de endofito+botones florales jévenes y el

de flores presentaron alta similitud en identidad en los genes enconiad@dlemente debido a
guecomparten procesos relacionados ebmantenimiento dos meristemas florales y a que un

mismo gen puede estar siendo reclutado para funciones diferentes en cada estado del desarrollo. El

transcriptoma de frutason semillas mostré una menor cantidad de geeextados

Finalmente, teniendo en cuenta la presencia de genes particulares en un determinado transcriptoma,
su estado de conservacion y las funciones asociadas para sus ortolagdsidapsisthaliana, se

propone una red minima que conserva los médulos encargados del establecimiento de la polaridad
apical/basal durante la embriogénesis, del mantenimiento de pluripotencia y division celular en el
enddfito, de la diferenciacién vasculaelyinicio dd meristema floral. Por su parte, los modulos de

la red que se rationan con el desarrollo de raiz son extremadamente incompletos, lo cual concuerda

con la pérdida evolutiva de este 6rgano en condiciones de holoparasitismo endofitico.

4.2 Recomendaciones

Como siguiente paso en esta linea de investigacion se recomienda realizar analisis morfoanatémicos
centrados en el enddfito y el embriénRilwstylesboyacensisasi comansayos de hittizacionin

situ para los factores de transcripcion de interés que pueden estar siendo expresados en el reducido
embrién y el endéfito com@d/OX9 WOX13 WOX4y los asociados al inicio del meristema floral

comoLFY.

Para validar si la falta de expresionlde genesno detectados en los transcriptomegresenta
pérdidatotal, se debeavanzar en la generacion de un genomarederencia paraPilostyles

boyacensis.
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A. Anexo: Figura 1-S1reconstruccion
filogenética extendida paraWusS

Reconstruccion filogenética basada en WRBJS con 2296 caracteres. lzquierddMaxima
Verosimilitud con porcentaje débootstraparriba de las ramas. Derecha: analisis bayesiano
probabilidades posteriores arriba de las ramfdseviaturas de los nombres de las especies
corresponden aAmaranthaceaeAmhy: Amaranthus hypochondriagu€hqu: Chenopodium
guinoa AmborellaceaeAmtr: Amborella trichopodaApocynaceaeAscu: Asclepia curassavica
Assy: Asclepias syriacdApodanthaceaeRibo: Pilostyles boyacensisPith: Pilostylesthurberi.
AustrobaileyaceaeAusc: Austrobaileya scanderBegoniaceaBesp: BegoniaR Boraginaceae:
Phar: Pholisma arenariumBrassicaceaeArly: Arabidopsislyrate, Arth: Arabidopsisthalianag
Bost: Boechera strictaBrra: Brassica rapaCagr: Capsella grandifloraCaru: Capsella rubella
Eusa: Eutrema salsugineynihvi: Thladiantha villosulaBromeliaceaeAnco: Ananas comosus
Campanulacead,osi: Lobelia siphilitica Caprifoliaceaeloja: Lonicera japonica Caricaceae,
Capa: Carica papayaCoriariacea,Cone: Coriaria nepalensisCrassulacead{afe: Kalanchoe
fedtschenkogiKala: Kalanchoe laxifloraCucurbitaceaeCila: Citrulus lanatus Cuma: Cucurbita
maxima Cusa: Cucumis sativuEuphorbiacea&oti/Crti: Croton tiglium Rico: Ricinus communis
Fabacea€eBibi: Bituminaria bituminosaCllu: Cladrastis luteaDacu: Dalea cuatrecasasiiGopo:
Gompholobium polymorphuyntupo: Lupinus polyphyllusMetr: Medicago truncatula Phvu:
Phaseolus vulgarisFagaceaeCapu Castanea pumilaFrankeniaceaekrla: Frankenia laevis
FunariaceaePhpa: Physcomitrella paten&entianaceagizeac: Gentianaacaulis Hypericaceage
Hype: Hypericum perforatumJuglandaceaeJure: Juglans regia Linaceae, Ligr: Linum
grandiflorum Lipe: Linum perennelist: Linum strictum Lius: Linum usitatissimunmMalvaceae,
Gora: Gossypium raimondiiThca: Theobroma cacadVeliaceae,Azin: Azadirachta indica
MusaceaeMuac: Musa acuminateMyrtaceae,Eugr: Eucalyptus grandisOrchidaceaeDrel:
Drakea elasticaHadi: Haemaria discolar Orobanchacea&;oam: Conopholis american®rfa:
Orobanche fasciculatéPapaveraceaédyrme: Argemone mexican@eve: Ceratocapnos vesicayia
Pase: Papaversetigerum Paso: Papaver somniferunPhrymaceaeMigu: Mimulus guttatus
Pinaceae, Piab: Picea abies Plantaginaceae Dipu: Digitalis purpurea Poaceae,Brdi:
Brachypodium distachygmMela: Neurachndanigera Orsa: Oryza sativaPaha: Panicum hallii
Seit: Setaria italicaSevi: Setaria viridisZema: Zea may®uillajaceaeQusa: Quillaja saponaria
Ranunculaceaé\qco: Aquilegia coeruledRosaceaeRrpe: Prunus persiceéSalicaceaeSapu: Salix
purpurea Potr: Populus trichocarpaSapindacead\epa: Aesculus pavi&olanaceaditbe: Atropa
belladonna Lyba: Lycium barbarumSoly: Solanum lycopersicyn$otu: Solanum tuberosum
Staphyleaceassttr: Staphylea trifolia Thymelaeaceadsdpa: Edgeworthia papyriferdv/itaceae,
Vivi: Vitis vinifera WinteraceaeDrwi: Drimys winteri Zosteracea&oma: Zostera marina
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B. Anexo: Figura 1-S2 comparacion
secuencias Pibw/US

Comparacion de secuenciBboWUS Arriba homologosWUSCHEL (PiboW1 and PiboW2) de
Pilostylesboyacensissecuenciaslineadasnostrando las regiones UTRs, cambios en las bases
resaltados en rojgosibleinsercion en PiboW1 sefialado en purpura. Abajo: secuencias sin alinear
mostrando las regiones ORF, sustituciones sindnimas resaltadas en gris, sustitueor@smas

en rojo y un cambio en el marco de lectura debido a la insercion.

10 20 L 60 o -1 90 100
PiboWl_TRI GGCTICCTCT TCATARARAR TT GGTCATTTIT CICTCCCCAT TTCACTGACC CGGCCATGGA TGCTICAGCTA CAAGARAATC
PiboW2_ TRI GGCTICCTCT TCATARARAR TT GGTCATTTIT CICTCCCCAT TTCACTGACC CGGCCATGGA TGCTICAGCTA CAAGARAATC

110 120 g 170 1ls0 190 200
PiboWl_TRI AGCACCAAAT ARATGAAGAG MTGGCACTG T TIT ATGTGCAGGC AGACCAGTAC CAGATGGACG CCGACAAGTG ATCAGATACG
PiboW2_TRI  AGCACCARAT AAR TG ATGTGCAGGC AGACCASTAC CAGATGGACS CCGACAAGTG ATCAGATACG

210 280 290 20

PiboWlL_TRI  TATATTGARG GATCTITACT ATARCAATGG AGTTCGATCT CCARCTGCTG ATCAGATTCA GAGGATCTCT GCTIAGACTAA GACAATACGG TARGATAGRA
PikoW2_TRI  TATATTGARG GATCTTTACT ATAACAATGG T CC. ATC] TAGACTAR GACAATACGE TAAGATAGAR
[ P [ R . N L I I e e B b |

210 0 o a7o 280 290 400

PiboWi_TRI TG TTG GTTTCAGAAC CATAARAGCTC GT TTCi AGGTTTTTAT ACTATCACAA
PiboW2_TRI GGAARGAATG TCTITIATIG GITTCAGAAC CATAAAGCTC GT TTCAC TG AGGTTTTTAT GCAACAGAGA ACTATCACAA
[ P [ R I B I P e |

210 : 480 230 500

PiboWi_TRT  ACCCTTCCAR CTGGAGATCA GAGGATTACT CTTTTCCTAA GTTTCACAAT CTTACATCCC CTGETTTGTC CAGCGCATCA ACATCATCTG CTGGAGTTTT
PiboW2_ TRI ACCCTTCCAA CTGGAGATCA GAGGATTACT CTTTTCCT GTITTCACAAT CTTACATCCC CTGGTTIGTC CAGCGCATCA ACATCATCTG CTGGAGTTTT
Bl I I R - B B L e L I I I [ e |

510 550 560 570 580 580 600

PiboWl_ TRI TGCTGGGEEE CBWI‘HGGEG GCCA'IGGATG TGGATATGTG TCAAGTGATA CGCTTTCGAG GGAGCATTCA GGCTCAGCTG GCAAGGTGTT CAATGGAGCA
PiboW2_ TRI TGCTGGGGEE CATGTAGGAG GCCATGGATG TGGATATGTG TCAAGTGATA CGCTTTCGAG GGAGCATTCA GGCTCAGCTG GCAAGGTGTT CAATGGAGCA

Bl .I [ I Iy [P R -

10 620 €30 640 0

PiboWl_TRI GMTCTMBB ACCACGGCTA TGGATGGGGT GGHBCAGATC CCTATGGCGC P.ECCCBCGCA CTTCTCGBGA MGMBMTR GTT
PiboW2_ TRI GAATCTATAA ACCACGGCTA TGGATGGGGT GGAACAGATC CCTATGGCGC AGCCCACGCA CTTCTCGAGA AAGATAAATA GTT

1
780 _9_ E::

760
PiboWl_TRI CMGB BGMGATGM TCAG] THGMP.C TCTTCmT TTCCCTGTAC AT CAGCITCTGC AACATTAAGT
PiboW2_TRI CATGR RGARGATGAR TCAGI TAGRARC TCTTCCTCTT TTCCCIGIAC AT CAGCTTCTGC ARCATGRAGT

PiboWl_TRI ATAACCCTAC CTGCTACTGG TACGGTIIGG ATGATAGTAG CTTARATTGC ACTGCGGCGT CTCTTGAACT AAAGTTARAT TCATATTCTG ATCATCAGTC
PiboW2_TRI  ATAACCCTAC CTGCTACTGG TACGGTTTGG ATGATAGTAG CTTAAATTGC ACTGCGGCGT CTCTTGAACT AAARGTTARAT TCATATTCTG ATCATCAGTC

510 520 230 570 580 EEN 1000
PiboWl_TRI CCCCGATACC ATGIGACGAG TTTAGCATAA TTAGACCGTA TTAATCTTAG GIGCTAITAG TTAGGGTTTC TGATGTIGATT GAAGITGCTG TCATATTGTA
PiboW2_ TRI CCCCGATACC ATGIGACGAG TTTAGCATAA TIHGHGDGTP. TTBBTCTTRG GTGCTATTAG TTAGGGTTTC TGATGTGATT GAAGITGCTG TCATATTGTA

PiboWl_TRI GAAAGCCCCT mccmm TTATCTCACC ATATGTATGC TGGACTACTT TGC AC TATC GTAA TCATCATGTA GCTGITATAT TCCIG
PiboW2_ TRI GAARGCCCCT ARACCCTARR TTATCTCACC ATATGTATGC TGGACTACTT TGC AC TATC GTAA TCATCATGTA GCTGITATAT TCCIG
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C. Anexo: Figura 1-S3 reconstruccion
filogenética extendida paraWOX9

Reconstrucciones filogenéticas basada88nWOX9 con 3111 caracteres. lzquierddvaxima
Verosimilitud con porcentaje dédootstrap arriba de las ramas. Derecha: andlisis bayesiano
probabilidades posteriores arriba de las ramas. Abreviaturas de los nombres EogumadnaS1.
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D. Anexo: Figura 1-S4 Analisis motivos
proteicos WOX9

Andlisis de motivos MEME para WOX9 para ofrabidopsis thaliana Apodanthaceae,
CucurbitaceaeSalicaceag Euphorbiaceae









































































































































































































































































































