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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa) es una planta de origen tropical que depende de fotoperiodo para
florecer. En su region nativa, la evocacion floral se produce de forma natural en condiciones de dia
corto, es decir, florece cuando la longitud de los dias es inferior a 12 horas. Durante su adaptacion a
otros climas, principalmente forzado por el hombre, el arroz ha conseguido modular su sensibilidad
al fotoperiodo, consiguiendo crecer y reproducirse en latitudes donde la floracion sobreviene en
verano (fotoperiodo de dia largo).

Este trabajo se centra en la comprension de los mecanismos genéticos que controlan dicha
evocacion, particularmente en los genes del final de la ruta de sefializacion de la floracion en arroz.
El objetivo es conocer los elementos genéticos que modifican el tiempo de floracidn en cultivares
de tipo japdnica adaptados a la cuenca mediterrdnea, donde florece en condiciones de dia largo. Se
estudiaran las regiones promotoras de RFT1 y Hd3a, que codifican sefiales de floracion moviles
Unicas, responsables del cambio de fase. Se estudiard igualmente los niveles de expresion de los dos
genes.

El andlisis genético se realizara mediante EcCOTILLING. El EcoTILLING aprovecha la
capacidad de la endonucleasa de hinojo CEL1 para cortar la doble hebra de ADN cuando detecta un
desapareamiento de bases. Las variedades se compararan de dos en dos, y se analizara la presencia
de SNPs por medio de electroforesis con geles de agarosa, a tenor de los patrones de bandas que
presenten, asociables a alelos.

Las variaciones genéticas encontradas se contrastaran con los tiempos de floracién medidos en un
ensayo de campo para caracterizar el fenotipo de floracion de todas las variedades del estudio.

Con todo ello se obtendrad informacion acerca de la implicacion de Hd3a y RFT1 en la
induccidn de la floracion en fotoperiodo largo a través de sus niveles de expresion.



INTRODUCCION

1.1. ORIGEN E IMPORTANCIA DEL ARROZ:

El arroz es uno de los cultivos para consumo humano mas importante del planeta. Hay

pruebas arqueoldgicas que demuestran que ya se consumia hacia el 11.000 aC (Mannion, 1999),
aunqgue su domesticacion no se produjo hasta el 6.000 aC (Fuller et al., 2009) en la cuenca del rio
Yangtze, actual China.
Es la base de la alimentacion para un tercio de la poblacion mundial (Khush, 1997). Se consume
principalmente en Asia, donde puede representar hasta el 75% del aporte calérico en la dieta de
ciertos paises. Sin embargo se cultiva y consume en todo el planeta, lo que supone que Oryza sativa
se ha adaptado a diversos climas, desde los tropicos hasta una latitud limite de 45°N (lzawa et al.,
2007). Esta distribucion del cultivo se debe a la fuerte presion de seleccion que sufrié el arroz
durante su expansion, acompafiando al hombre en sus migraciones. Los datos mas recientes apuntan
a que la domesticacion de O. sativa se produjo en dos eventos separados en China, de los que
proceden las dos subespecies mas cultivadas: japonica e indica (Xu et al., 2011). Las variedades de
tipo indica parecen provenir fundamentalmente de O. nirvana y estan adaptadas a climas tropicales;
siendo cultivadas en Asia y Sudamérica. En el tipo japdnica hay una mayor contribucion de O.
rufipogon y se expandié en zonas templadas; cultivandose en Japon, el mediterraneo vy
Norteamérica.

En la cuenca mediterranea el arroz se introdujo en el siglo IV aC, al establecerse las rutas
comerciales con Asia. Aqui se ha ido adaptando a las caracteristicas del clima mediterraneo, con
veranos calidos de dias largos. La adaptacion al clima templado ha originado un tipo de arroz
japodnica particular, denominado japonica templado.

1.2. CARACTERISTICAS DEL ARROZ:

Oryza sativa es una especie de dia corto, es decir, es dependiente del fotoperiodo y sus
condiciones de floracion éptimas se dan en dias cortos. Las variedades de tipo indica estan
adaptadas a climas tropicales, donde florecen bajo fotoperiodo de dia corto. Para evitar el frio del
invierno, el arroz de tipo japénica, ha tenido que adaptar su floracién a fotoperiodos de dia largo
tipicos del verano.

El ciclo bioldgico de Oryza sativa se divide en tres fases: vegetativa, reproductiva y de

maduracion del grano. Las variedades cultivadas en la region mediterranea presentan un ciclo que
oscila entre los 120 y los 145 dias, hasta la floracién. La germinacion no ocurre por debajo de los 12
°C, por lo que en la peninsula ibérica no se siembra hasta la primavera. En la fase vegetativa se
establece la arquitectura de la planta, ramificandose hasta presentar un aspecto cespitoso.
La fase reproductiva se inicia con la transicion de los meristemos apicales de estado vegetativo a
reproductivo. El cambio de estado solo es visible cuando la inflorescencia comienza a aumentar su
tamafio y ocasiona la apertura de la vaina de la hoja en la que se halla envuelta, llamada “hoja
bandera”. En el arroz cultivado, la cleistogamia es habitual: el polen fecunda el ovario antes de la
antesis. Este fenomeno favorece que las variedades tradicionales se mantengan como lineas puras y
tiendan a ser homocigotas en todos sus loci; aspecto que resulta muy atil para el uso de la técnica
EcoTILLING planteado en este trabajo.



Figura 1: Visualizacién del cambio de fase de vegetativa a reproductiva en arroz:
En zona resaltada se muestra la hoja bandera, donde esta creciendo la panicula. El detalle
superior muestra la apertura de la hoja bandera forzada por el crecimiento de la panicula.

La fase de maduracion del grano comienza con la fecundacion y finaliza en la cosecha,
cuando el grano ha completado su engorde y se ha secado. Esta fase depende mucho de las
condiciones ambientales, pudiendo alargarse con lluvias y frio. En nuestra latitud (39° 28’N), la
fecha de recogida coincide con el final del verano. Las condiciones climatolégicas de este periodo
se caracterizan por lluvias torrenciales que pueden provocar el encamado del arroz. La reduccién de
la produccion debida a este fendmeno puede llegar a ser considerable. Para evitar cosechar a finales
del verano se pueden plantear varias estrategias, una de ellas consistiria en adelantar la siembra,
pero las temperaturas minimas previas a marzo, por debajo de los 12°C, imposibilitan la
germinacion y, por consiguiente, un adelanto de la siembra. Otra alternativa consistiria en el
acortamiento del ciclo vegetativo, lo que implica un adelanto de la floracion.

El entendimiento de la regulacion de la floracion ha sido objeto de numerosos estudios y ya
se conocen gran parte de los mecanismos fisiologicos y moleculares que la controlan (I1zawa, 2007).
Se han caracterizado varios genes implicados en este proceso, que establecen las herramientas con
las que trabajar para modificar la longitud del ciclo.

1.3. CONTROL DE LAFLORACION EN ORYZA SATIVA:

En las ultimas décadas, estudios sobre la planta modelo Arabidopsis thaliana, que florece en
dia largo, han permitido esclarecer la ruta que controla la floracion en plantas dependientes de
fotoperiodo (Baurle y Dean, 2006; Imaizumi y Kay, 2006).

Se han identificado tres genes clave que controlan este proceso: GIGANTEA (GlI) (Mizoguchi et al.
2005), CONSTANS (CO) y FLOWERING LOCUS T (FT). El primero de ellos esta intimamente
relacionado con el reloj circadiano y la sefializacion mediada por luz azul y roja. A través de este
gen la planta integra la informacion sobre la longitud del dia para activar CO llegado el momento.
CO codifica un factor de transcripcion de tipo dedo de zinc (Samach et al., 2000), que induce la
transcripcion de FT. FT codifica una proteina movil que migra desde las hojas a través del floema e
induce el cambio de estado del meristemo (Corbesier et al., 2007).

Esta ruta de sefializacion estd conservada en arroz (OsGl-Hd1-Hd3a), aungue participan
elementos reguladores adicionales, propios de la especie. OsGI actua sobre Hd1 dependiendo de
sefiales luminosas y del reloj circadiano. Hd1 es el ortélogo de CO (Yano et al., 2000) y su accion
depende del fotoperiodo: en dia corto induce la expresion de Hd3a, ortélogo de FT. En dia largo,
HD1 coincide en el tiempo con la acumulacion de los fitocromos, lo que lleva a un cambio en su
conformacion, haciendo de él un represor de Hd3a (Hayama et al., 2003; Andrés et al., 2009) y
retrasando la floracion.

Hd3a esta también bajo control de Ehd1, un regulador de respuesta de tipo B independiente de Hd1
y sin ortélogo conocido en Arabidopsis (Doi et al., 2004). Ehd1 actGa siempre como un activador,
aunque su expresion aumenta en fotoperiodos cortos. Por tanto, Hd1 y Ehdl actdan de forma
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antagonica en dia largo, impidiendo la floracion; mientras que en fotoperiodo de dia corto actdan
conjuntamente para promover la expresion de Hd3a vy la floracion. Ademas el arroz posee un
represor especifico de dia largo, Ghd7, que actia modulando a Ehdl (Xue et al., 2008). La
actuacién conjunta de estos tres genes modula la respuesta del arroz a la longitud del dia, siendo
inhibida la floracién en dia largo.

Sin embargo, las variedades adaptadas a climas templados en latitudes norte florecen en

fotoperiodo largo. Recientemente se han realizado diversos estudios para comprender en qué
consistio esta adaptacion. Una de las principales pistas se obtuvo al observar que plantas en las que
el gen Hd3a se encontraba silenciado no veian comprometida su floracién (Komiya et al., 2008). En
estas plantas, un miembro de la familia FT-like, RFT1 (Rice Flowering locus T1), cumplimentaba la
funcidn perdida por la falta de Hd3a, activando los mismos genes aguas abajo y desencadenando la
floracion, aunque ligeramente retrasada. RFT1 es el homdlogo méas cercano a Hd3a de los 13
miembros de la familia FT-like de arroz, con un 91% de similitud (Kojima et al., 2002; Hagiwara et
al., 2009). Se encuentra a 11,5 kb aguas arriba de Hd3a, sugiriendo que su origen sea una
duplicacion en tindem de Hd3a y su posterior diversificacion.
Este gen complementa la accién de Hd3a, siendo poco relevante en la promocion de la floracion
bajo fotoperiodos de dia corto. Sin embargo, en fotoperiodos largos dénde Hd1, fuertemente
activado por OsGl, reduce drasticamente la expresion de Hd3a (Hayama et al., 2003), RFT1 toma
relevancia. En estas condiciones Ehdl pasa a ser el principal activador de la ruta, inducido aguas
arriba por OsMADS50. OsMADS50 no esta activo en dia corto y establece una ruta de activacion
por fotoperiodo independiente de OsGlI (Lee et al., 2004). El papel de RFT1 se completa con la
seleccidn de alelos débiles o nulos de Ghd7 (Xue et al., 2008) y Hd1 (Naranjo, TFC, 2010) durante
los procesos adaptativos a fotoperiodos largos.

A pesar de tener un esbozo de los cambios genéticos que permiten al arroz florecer en dia
largo, quedan atin muchos puntos por aclarar. Lo que parece estar claro es que de los 13 miembros
de la familia FT-like, el papel de “florigeno” s6lo lo representan Hd3a y RFT1 en arroz, puesto que
un doble mutante de ARNi es incapaz de florecer tanto en dia largo como corto (Komiya et al.,
2008).
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Figura 2: Modelo de la ruta de control de la floracion en arroz propuesto por Komiya et al. :

Bajo condiciones de dia corto Hd1 y Ehdl regulan positivamente a Hd3a para iniciar la floracion. Si Hd3a esta
silenciado (Knockout por ARNi), RFT1 es inducido més tardiamente para desencadenar la floracién.

En condiciones de dia largo RFT1 es activado en las hojas por OsSMADS50 y Ehd1. Ehd1 es a su vez inhibido por otros
factores. (Komiya et al., 2009)



1.4. VARIACION NATURAL DE LOS GENES RESPONSABLES DE LA FLORACION

1.4.1. Genes principales:

Hd3a es el florigeno més estudiado. En un trabajo realizado previamente se analizaron los
niveles de expresion de Hd3a en 64 cultivares de tipo indica (Takahasi et al., 2009). En dia largo los
niveles de Hd3a fueron inapreciables, mientras que en dia corto se observaron niveles elevados de
MARN, con un pico de expresion aproximadamente 30 dias antes de la floracion. Estos niveles de
expresion estaban negativamente relacionados con la variacion en el tiempo de floracion: a mayor
expresion menor tiempo de floracion.

El andlisis de la secuencia codificante revel6 que la poblacion poseia seis alelos de Hd3a que
codificaban para seis proteinas cuya funcion estaba altamente conservada. Por tanto, estas
variaciones en las secuencias no son las responsables de la variacion del tiempo de floracion. Se
concluy6 entonces que el tiempo de floracion viene determinado por los niveles de expresion de
Hd3a.

Para comprender a qué estaban asociadas estas variaciones de expresion se analizaron 2 kb de la
region promotora del gen, donde esperaban localizar las principales regiones reguladoras de la
expresion. Se identificaron 7 tipos de secuencias que se dividieron en dos grupos de expresion: el
grupo A compuesto de dos tipos de secuencias, presenta una expresion reducida frente a los alelos
del grupo B. Como era de esperar, las plantas del grupo A florecieron de forma maés tardia que las
del grupo B.

En el Trabajo Fin de Carrera que realicé en el IVIA en 2010, analicé 1 kb de la regién
promotora de de Hd3a en una coleccion de variedades japdnica, encontrando 3 alelos en la
poblacién (Figura 3C). El alelo mayoritario, llamado a, coincidia con el tipo de region promotora 1
del estudio de Takahashi, incluyéndose en el grupo A. Los dos alelos restantes pertenecian al Grupo
B. (Figura 3)
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Figura 3: Variacion natural entre una poblacion de arroz tipo indica del gen Hd3a.

A) Correlacion entre el tiempo de floracion y los niveles de mARN de Hd3a. La expresion se determind a partir de
hojas de 35 dias de edad. Se aprecia la correlacion negativa existente. (tomado de Takahashi et al., 2009)

B) Agrupacion de los 7 tipos de secuencias promotoras de Hd3a en funcidn de sus niveles de expresién. Las regiones
del grupo A presentan una mutacién que dificulta la unién de activadores de transcripcion.

C) Variaciones genéticas halladas en el estudio de 1 kb de la region promotora de Hd3a sobre variedades de tipo
japénica. (Naranjo, TFC, 2010)



RFT1 parece ser el principal responsable de la floracién en arroz en condiciones de dia
largo. El estudio de su expresion en cultivares de tipo indica (Takahashi et al., 2009) hall6 una
correlacion muy baja entre el nivel de expresion y el tiempo de floracidn en dia corto. Sin embargo,
trabajos posteriores realizados sobre individuos de floracion en dia largo determinaron que tiene un
papel fundamental en estas condiciones (Komiya et al., 2009).
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Teniendo estos conocimientos previos, en este trabajo se pretende ahondar en el
conocimiento de las variaciones naturales de estos genes y de sus niveles de expresion en los
cultivares empleados en la cuenca mediterranea dentro de un programa de mejora genética local.

1.4.2. Otros genes de la ruta:

Igual de importantes en la ruta de floracion son los genes que controlan directamente la
expresion de los florigenos. Hd1 y Ehdl se encuentran en el mismo escalon de la ruta,
inmediatamente anterior a Hd3a y RFTL1. El equilibrio entre ambos genes es crucial para el inicio de
la floracion.

Hd1 regula la expresiéon de Hd3a (Yano et al., 2000). Bajo condiciones de dia largo Hd1 es

un represor de Hd3a. Hd1 también estd regulando la expresion de RFT1 como lo demuestra el
descenso significativo del mMARN de RFT1 en plantas con Hd1 silenciado (Komiya et al., 2008);
aungue por mecanismos todavia desconocidos.
Un estudio genético realizado sobre cultivares de tipo japonica adaptados a latitudes norte (Naranjo,
TFC, 2010), desveld que 23 de las 55 variedades analizadas presentaban alelos no funcionales de
Hd1, debido a deleciones responsables de un cambio en el marco de lectura o bien de un codon de
parada prematuro. Estas variaciones afectaban a un dominio CCT, responsable de su localizacion
nuclear, por lo que las proteinas resultantes eran incapaces de migrar al nacleo dénde realizan su
accion represora. El resto de variedades poseian un dominio CCT intacto aunque tenian otras
sustituciones que afectaban al dominio de unién a DNA (zinc-finger domain), lo que podria estar
alterando la capacidad reguladora de HD1. No obstante no se hallo correlacion alguna entre la
presencia de alelos funcionales de HD1 y el tiempo de floracion.

Ehd1 queda entonces como principal regulador de la ruta en estas variedades. EHD1 es una
proteina altamente conservada (Takahashi et al., 2009; Doi et al., 2004), por lo que su influencia en
el tiempo de floracion deriva de sus niveles de expresion. El andlisis de su regién promotora
permitio identificar cuatro tipos de regiones reguladoras (Naranjo, TFC, 2010). Las dos regiones
maés extendidas entre la poblacion parecian mostrar diferentes niveles de expresion, no hallandose
correlacion entre estos y el tiempo de floracion.



1.5. ELECOTILLING COMO METODO DE ESTUDIO

El ECOTILLING se desarrollé en 2003 a partir de una técnica llamada TILLING: Targeting
Local Lessions in Genomes (McCallum et al., 2000). ElI EcOTILLING se emplea para comparar
fragmentos de ADN de diferentes individuos, normalmente variedades de un cultivo, y detectar las
diferencias en la secuencia (Comai et al., 2004). Para ello se emplea una endonucleasa de hinojo,
Ilamada CEL1, que corta la doble hebra de ADN cuando detecta un error en el apareamiento de
bases, debido o bien a cambios puntuales de nucleétidos (SNPs) o a pequefias deleciones o
inserciones (INDELS).

Los pasos a seguir para realizar un estudio mediante ECOTILLING consisten en:
A Definir el fragmento a estudiar y amplificar por PCR:

Se seleccionan los genes de interés en el estudio y se disefian cebadores para la
reaccion de PCR que amplifiquen la region de forma exclusiva, es decir, que no anillen
de forma inespecifica en una regién genémica diferente a la de interés. La presencia de
bandas inespecificas en las amplificaciones por PCR dificultara en gran medida la
interpretacion de los resultados.

A Formacion de heteroduplex:

Para que la endonucleasa CEL1 pueda detectar las diferencias en las secuencias
amplificadas por PCR hay gque generar dobles cadenas en las que cada cadena provenga
de un individuo diferente. Para ello se desnaturaliza a 95°C una mezcla equilibrada de
fragmentos de PCR de dos individuos. La temperatura se disminuira de forma muy lenta
para favorecer la union de dos cadenas de parentales diferentes, llamados heteroduplex.

A pesar de ello, las cadenas homdlogas (provenientes del mismo parental) tenderan a
unirse entre si formando homoduplex. Al final de la reaccion tendremos, por tanto, una
mezcla equilibrada de homoduplex y heteroduplex.

A Digestion con endonucleasa:

Se incuba la mezcla conteniendo los heterodldplex con CEL1 de hinojo. La
endonucleasa actuard sobre los heterodlplex, cortando en tantos puntos como
variaciones presenten las dos variedades para el fragmento en estudio.

A Electroforesis de la digestion:

La digestion se visualizara en un gel de agarosa sometido a un campo eléctrico
(Raghavan et al., 2007). Los fragmentos se separaran en funcion de su tamafio, lo que
permite identificar los alelos en funcion del nimero de bandas y de su tamafio.

El hecho de que el arroz sea una planta estrictamente autdgama, y por tanto con tendencia a
la homocigosis en todos sus loci, facilita este tipo de analisis. Si estudidramos un fragmento en
heterocigosis en alguno de los parentales no podriamos saber si las bandas generadas por CEL1
provienen de diferencias entre individuos o de heterodlplex formados a partir de los dos alelos de
un mismo individuo.

Este método es rapido y poco costoso ya que sélo es necesario secuenciar un representante

de cada grupo alélico. Se debe tener en cuenta que variaciones de secuencia muy proximas entre si
provocaran dos patrones de bandas indistinguibles, por lo que pueden pasar desapercibidos e
identificarse erroneamente como el mismo alelo.
Este tipo de estudio puede constituir el primer paso en un programa de mejora clasica puesto que
permite conocer la variacion alélica con la que se cuenta para la eleccion de parentales con los que
generar cruces. Ademas también facilita la seleccion ya que permite el rastreo de alelos y la
heterocigosidad de los genes de interées en las poblaciones descendientes.
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Figura 5: EI ECOTILLING como método de estudio (Tomado de
Naranjo, TFC, 2010)

A) Pasos a seguir en un estudio por ECOTILLING.

B) Visualizacion de 3 digestiones de CEL1. Se aprecia que las dos
primeras variedades presentan un patrén de bandas idéntico y

diferente al de la tercera carrera. Se puede asumir que estas dos
variedades poseen el mismo alelo.
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo de investigacion, llevado a cabo en el Centro de Gendmica del
Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, es profundizar en el conocimiento de la variacion
natural de genes relevantes en el control de la floracién de Oryza sativa, concretamente Hd3a y
RFTL1. El estudio se centrara en las variedades de arroz de tipo japdnica empleadas en la cuenca
mediterranea. Se pretende comprender los mecanismos que determinan la induccion de la floracion
en condiciones de dia largo y que permitan acortar el ciclo, lo que reduciria la duracion del cultivo
en el campo y ayudaria asi a mitigar posibles adversidades, como plagas o restricciones de agua.

Para conseguir este objetivo, se han planteado los siguientes objetivos parciales:
1) se analizara la variacion natural de Hd3a y RFT1 entre la poblacion de arroz tipo
japonica adaptada al clima mediterraneo. Para ello se empleara la técnica ECOTILLING. Se
secuenciard ADN de cada uno de los alelos encontrados.
2) Paralelamente se estudiaran los niveles de expresion de ambos genes y
3) se estudiara la existencia de una relacion entre los niveles de expresion, la

variabilidad alélica encontrada y los tiempos de floracion. Se realizardn analisis de
correlacion.

Los conocimientos aportados por este trabajo tienen como finalidad ultima la aplicacién a un
programa de mejora dirigido a acortar la fase vegetativa del arroz de tipo japdnica.
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MATERIALES Y METODOS:

3.1. EXTRACCION DE ADN GENOMICO:

Se cultivaron plantas a partir de semilla. Las semillas se sumergieron en agua durante 24
horas en oscuridad, para pre-hidratarlas y mejorar su germinacion. Posteriormente se trasplantaron a
semilleros en camara de cultivo a 28°C y 75% de humedad relativa, fotoperiodo 12 horas de
oscuridad y 12 horas de luz.

Las 57 variedades del estudio de EcoTILLING se cultivaron durante 10-12 dias. Se
recogieron muestras (2-3 gramos de peso fresco) para la extraccion de ADN gendémico que
contenian la totalidad de la parte aérea de la planta (hojas y tallos), descartando los restos de la
semilla y las raices. La extraccion se realiz6 con el kit comercial DNeasy Plant (Qiagen), siguiendo
el protocolo indicado por el comerciante.

Posteriormente se cuantifico el ADN obtenido con el espectrofotometro Nanodrop. Se descartaron
las muestras con una absorbancia 260/280 inferior a 1,7.

3.2. CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION:

Se recogieron muestras de hoja de 77 dias tras la siembra (DDS) cultivadas al aire libre bajo
condiciones de fotoperiodo de dia largo, entre los meses de marzo y mayo. Se extrajo la totalidad
del ARN usando el kit RNeasy plant mini kit de Qiagen. EI ARN extraido se tratdé con DNasel
(Invitrogen).

Se empleo6 una dilucion a 75 ng/ul del RNA total para cuantificar la expresion con SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystem) con los siguientes cebadores (ver anexo 1Y 11I):

Hd3a: D: cebador directo: 5-GATGCACCAAGCCCAAGTGA-3' Tm=57,9°C
C: cebador reverso: 5-GGAACAGCACGAACACCA-3 Tm=56,0°C
RFT1: a: cebador directo: 5-ACCCTAACCTTAGGGAGTATCTACAC-3' Tm=63,2°C
E: cebador reverso: 5-GAAGTTCCTGGTGCTGAAGTTCT-3' Tm=60,6°C

La reaccion se llevd a cabo en al aparato Light Cycler de Roche Applied Science con las siguientes
condiciones:

Hd3a: activacion Taq: 95°C 10s
desnaturalizacion 95°C 8s
anillamiento 59°C 8s
extension 72°C 8s 45 ciclos
melting 95°C 155
42°C  1s
cooling 40°C 20s
RFT1 desnaturalizacion inicial: 95°C 10s
desnaturalizacion 95°C  3s
anillamiento 59°C 8s
extension 72°C 10s 45 ciclos
melting 95°C 155
42°C  1s
cooling 40°C 20s
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Se realizo una curva patrén con diluciones sucesivas de una de las variedades para cada gen. Se
realizé el nimero de diluciones necesarias para obtener una curva patrén con un error y una
eficiencia aceptables (cercano a 0 y 2, respectivamente).

3.3. ELECOTILLING:

3.3.1. Disefio de cebadores:
Los cebadores empleados para las PCR fueron sintetizados por Bonsai-Tech.

Hd3a: region promotora: 2148 pares de bases
prom 2: cebador directo: 5’-CACCAGCTAATTGGCAGACA-3 Tm=59,8°C
promR: cebador reverso: 5-ATAGGTGACCTTGAGGTTGGT-3° Tm=57,5°C

RFT1: region promotora y 5’UTR: 1500 pares de bases
H: cebador directo: 5-AGCCTTTCTGTTTGTATTGCATC-3> Tm=54,0°C
I: cebador reverso: 5’-CGGCCATGTCAAATTAATAACCT-3* Tm=53,6°C

3.3.2. Reacciones de PCR:
Para las reacciones de PCR se realizé una mezcla con:
150 ng ADN genomico
1 pl cebador directo (50 uM)
1 ul cebador reverso (50 uM)
4 ul ANTPS (0,25 uM cada uno)
5 ul tampdn de reaccion 10x
A 0,25 pl de polimerasa Taq (ExTakara) (5 U/ ul)
Se afiadi6 agua hasta los 50 pl.
Las condiciones de las reacciones fueron:
Hd3a region promotora:

>

> - - -

desnaturalizacion inicial 300s 94°C
desnaturalizacion 30s 94°C
anillamiento 30s 56°C 35 ciclos
extension 140s 72°C
extension final 600s 72°C
RFT1 region promotora:
desnaturalizacion inicial 300s 94°C
desnaturalizacion 30s 94°C
anillamiento 30s 53°C } 35 ciclos
extension 90s 72°C
extension final 600s 72°C

3.3.3. Visualizacion de las amplificaciones por electroforesis:

Los fragmentos amplificados se separaron en geles de agarosa bajo un campo eléctrico. Los
fragmentos se desplazan hacia el polo negativo a una velocidad que depende de su tamafo. Las
bandas diferenciadas se detectan por la accion de GelRed, un agente quimico intercalante que emite
fluorescencia a 590 nm cuando se irradia con luz UV.

Los pasos a seguir en una electroforesis de ADN en gel de agarosa son los siguientes:
A Preparar un molde con un peine para pocillos, prestar atencion a que la superficie sea
totalmente horizontal para evitar zonas con un grosor del gel variable.
A Disolver 1 g de agarosa D-1 (Pronadisa) en 100 ml de TAE 1x (tris-acetato 40mM, EDTA
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2mM, pH 8,0). Calentar en microondas hasta que entre en ebullicion y se disuelva la agarosa
por completo.

A Dejar enfriar hasta unos 65°C y afiadir 1,5 ul de GelRed.

Verter en el molde y esperar a que solidifique a temperatura ambiente (unos 30 minutos).

A Una vez sélido el gel, se retira el peine y se introduce en la cubeta de electroforesis con 1
litro de tampon TAE 1x.

A Se cargan 12 ul de cada muestra en los pocillos:
» 10 ul de PCR
= 2 ul de tampon de carga 6x (Ficoll 15%, azul de bromofenol 0,25%, Xilencianol
0,25%).
Se reserva un pocillo para el marcador de peso molecular de referencia, Gtil para medir el
tamafo de las bandas. Se utilizé un preparado comercial de Fermentas (GeneRuler ADN
Ladder) para medir bandas en el rango de 100-2000 pb.

A Someter el gel a 80V durante el tiempo necesario para la correcta separacion de las bandas
del marcador de peso molecular de referencia.

A Exponer a la luz UV y fotografiar.

>

3.3.4. Formacion de heteroduplex:

Se mezcl6 de forma equilibrada el ADN de una variedad a estudiar junto con el ADN de una
variedad de referencia, de la que se conoce la secuencia de dicho fragmento:

- 8 ul ADN variedad “a”

- 8 ul ADN variedad “b”
La proporcion de cada variedad se determind en funcién de la eficiencia de la PCR para ese
fragmento y esa variedad.
La mezcla se calenté a 95°C. La temperatura se disminuyO progresivamente para favorecer la
formacion de heteroduplex. Se forman asi mismo homoduplex.

3.3.5. Digestién con endonucleasa CEL1 de hinojo:
Se afiadid a la mezcla de heterodiplex la enzima CEL1 de hinojo, junto con su
correspondiente tampon:
-1,5ul de CEL1
- 2 ul de tampon para CEL1 (MgSO4 1M; Hepes 1M pH 7,5; KCI 2M; Triton X-100
10%; BSA 20 mg/ml)
- agua hasta 20 ul
Se incubo el conjunto a 45°C durante 50 minutos para la digestion por la enzima.
Una vez pasados los 50 minutos se detuvo la reaccion mediante la adicion de 5 ul de EDTA 0,225
mM.

3.3.6. Visualizacion de la digestion en gel de agarosa:
Los geles de agarosa se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado
3.3.3, con 2 variaciones:
- TBE 1X (Tris; EDTA Na2; &cido borico) reemplazando al TAE 1X
- agarosa MS-8 (Pronadisa) al 2,2%. Este tipo de agarosa es apropiada para una
resolucion de fragmentos de ADN inferiores a 1.200 pb.
- se utiliz6 el volumen completo de la reaccion de digestion por CELL:
= 25 ul de digestion
= 5 ul de tampon de carga 6x
El gel se sumergid en TBE 1X y se aplico un voltaje de 100V hasta la completa separacion de las
bandas de ADN.
Se tomaron fotografias periddicas del gel bajo luz UV: transcurridos 40 minutos, 1 horay 20 y 2
horas. Asi se pudieron detectar bandas pequefias que dejan de ser visibles segun avanzan en el gel.
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Para simplificar la interpretacion de los datos se escogié Nipponbare como variedad de
referencia. Se enfrentaron todas las variedades del estudio a Nipponbare. La ausencia de bandas
indica que la variedad analizada comparte alelo con Nipponbare. Los patrones de bandas se
clasificaron en grupos alélicos.

3.4. SECUENCIACION DE ADN

Una vez establecidos los patrones de bandas de todas las muestras, se seleccionaron varios

representantes de cada grupo alélico para su secuenciacion.
El ADN de las muestras fue secuenciado por SECUGEN. EIl protocolo utilizado para el envio de
muestras fue el siguiente:

- precipitacion del ADN proveniente de PCR: afiadir al volumen de la PCR 1/10V de

NaAc 3M y 2,5V de EtOH abs.

- dejar a -20°C durante al menos 2 horas

- centrifugar a 12.000 rpm durante 20 minutos

- eliminar sobrenadante y dejar secar los restos de alcohol al aire

- resuspender el pellet en 40 ul de agua y medir la concentracién de ADN (Nanodrop).

- diluir la muestra hasta obtener la concentracién exigida por la empresa de

secuenciacion. La concentracion del cebador para la reaccion de secuenciacion fue de 10

ng/pl.

3.5. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADN

Se visualizaron los cromatogramas mediante el programa informéatico Chromas2 y se
eliminaron las indeterminaciones facilmente interpretables.

La alineacion de las secuencias se realizd online usando el programa ClustalW2
(www.ebi.ac.uk/tools/clustalw?2). Se compar6 cada variedad del estudio con Nipponbare (japonica)
y con IR64 (indica), esto permitié la clasificacion de las variedades dentro de grupos alélicos.

Una vez formados los grupos se alinearon todas las secuencias incluidas dentro de cada uno y se
reintrodujeron en ClustalW2 para comprobar su uniformidad.

A las alineaciones obtenidas mediante ClustalW2 se les aplicd un procesador de textos para resaltar
la presencia de los SNPs.

Para determinar la localizacion de sitios de unidn de factores de transcripcién en las regiones
promotoras en estudio se utilizo la base de datos PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) y se
resaltaron los SNPs que afectaban a alguno de estos sitios.

3.6. TOMA DE DATOS DE LONGITUD DEL CICLO:

Se analizaron 10 plantas por variedad. Las semillas se sumergieron en agua durante 24 horas
en oscuridad, para pre-hidratarlas y mejorar su germinacion. Posteriormente se sembraron en
maceta en invernadero (39° 28’N) a una temperatura media de 24°C y 50% de humedad relativa,
fotoperiodo natural durante el verano de 2011.

Como medida del tiempo de floracion se calcularon los dias desde que se siembra la semilla
(sumergida en agua) hasta que la mitad de la primera panicula de cada planta emerge de la hoja
bandera. Se realiz6 la media del tiempo de floracion de seis plantas para establecer el dato de
floracion de una variedad. Como unidad de medida se establecié los dias después de la siembra
(DDS) en los que florecié cada variedad.
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RESULTADOS

4.1. COLECCION DE VARIEDADES:

Las variedades seleccionadas para formar parte de este estudio fueron escogidas durante la
realizacion del Trabajo Final de Carrera presentado por Laura Naranjo en Noviembre 2010:
“Caracterizacion de la variacion natural de genes reguladores de la floracion en cultivares de tipo
japoénica de Oryza sativa”.

La coleccion consta de 52 variedades de arroz tipo japdnica que reflejan el acervo genético
representativo del arroz adaptado a fotoperiodos largos y latitudes norte. Entre estas se encuentran
las variedades més cultivadas actualmente en el area mediterranea, asi como variedades adaptadas a
otras regiones, como Estados-Unidos o Japdn. En la coleccion también se incluyeron dos cultivares
de tipo indica: Kasalath, una variedad india con un tiempo de floracién medio; e IR64, una variedad
proveniente del International Rice Research Institute (IRRI, Filipinas) y utilizada frecuentemente
como referencia en los estudios de gendmica del arroz. También se afiadieron tres variedades
japdnica con caracteristicas destacadas en el tiempo de floracion: Arros da Terra, Italica Livorno y
Pavlovsky. Estas variedades, portuguesa, italiana y rusa respectivamente, destacan por ser
extremadamente precoces.

La coleccion se compone por tanto de 55 variedades de arroz japdnica con tiempos de floracion
variables y adaptadas a diferentes fotoperiodos, y dos variedades indicas a modo de control ya que,
debido a la gran distancia filogenética de los dos tipos de arroz, hay una mayor probabilidad de
encontrar polimorfismos. Se espera que la variabilidad presente en los tiempos de floracion de estas
variedades pueda relacionarse con variabilidad genética en los genes seleccionados.

4.2. CARACTERIZACION DEL TIEMPO DE FLORACION:

La floracion sobrevino entre los meses de Julio y Agosto de 2011. La fecha media de
emergencia de panicula fue el 4 de Julio, lo que corresponde a un fotoperiodo de dia largo (14h luz :
10h oscuridad).

La poblacion florecié de manera uniforme entre los 73 DDS y los 200 DDS, con una media
de 116,5 DDS y una desviacién estandar de 22,3 DDS. La mayor parte de los cultivares florecid
entre los 100 y los 125 DDS, distribuyéndose de forma normal (Figura 1). Los cultivares que
florecieron antes de este intervalo fueron considerados tempranos y los que lo hicieron después se
les consider6 tardios. Dos cultivares presentaron una floracion anormalmente tardia: Agami, de
origen africano, y Kinmaze, de origen asiatico.

Los datos de floracion se muestran en la tabla resumen del anexo |.

A Box-and-Whisker Plot B Histogram
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Figura 1: A) Diagrama de Box-Wishker de los datos de floracion de las 57 variedades de la coleccion.
B) Distribucion de densidad de los datos del tiempo de floracion de los 57 cultivares del estudio. La poblacién se
aproxima a una distribucion normal con una ligera asimetria positiva.
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4.3. ANALISIS GENETICO:

4.3.1. Regién promotora de Hd3a:

Nivel de expresion de Hd3a:

Los niveles de expresion de Hd3a son relativamente elevados respecto a lo esperado,
teniendo en cuenta la accidn represora de HD1 en fotoperiodos largos. La expresion es muy variable
entre cultivares. La mayor parte de la poblacion presenta una expresion relativa entre 0 y 50,
habiendo cinco variedades con la expresion anormalmente elevada: Arroz da Terra, CRLB, Gigante
Vercelli, Loto y Pavlovsky. Se consideraran anormales aquellos datos que se alejen méas de dos
desviaciones tipicas de la media de la poblacién. (ver Figura 2)

Las variedades que destacan claramente por un nivel de expresion muy por encima de la media
presentan tiempos de floracion muy tempranos. Es el caso de Arros da Terra, que presenta el mayor
nivel de expresion (799) y un inicio de floracion a los 73,0 DDS, esto es 43,5 dias antes que la
media de la poblacion.

CRLB1 también destaca por un tiempo de floracion precoz, 85,0 DDS. Aungue los niveles de
expresion de Hd3a son mas elevados que en el resto de la poblacion (54,5) no alcanzan los niveles
de Arros da Terra. Cabe indicar que la recoleccion de las hojas se realiz6 77,0 DDS, por lo que
Arros de Terra ya habia florecido. Las dos variedades indica utilizadas mostraron unos niveles de
expresion de Hd3a dentro del rango del resto de variedades japdnicas analizadas.

A Box-and-Whisker Plot B 300
250 | .
£ 20
H +
'§= 150 .’ ‘o, ¢
3 ¢ ¢ ¢ ”
§ 100 | . N
50|
0 200 400 600 800 0 ‘ ‘ : ‘ : .
expresion 4 2 U Hazalevel 6 8
C Floracién Ehd1 RFT1

Hd3a | -0,3449* 0,1075 0,7283**
RFT1 | -0,5209** 0,3369*
Ehd1 -0,3116

Figura 2:
A) Diagrama de Box-Wishker de los datos de expresién de Hd3a a 77,0 DDS, se aprecia que el 50% de la poblacién

presenta una expresion entre 0 y 25. Unos valores entre 0 y 50 se consideran normales, sin embargo 5 variedades
podrian ser consideradas anémalas puesto que su expresion se aleja demasiado de los valores medios de la poblacién.

B) Gréafico que muestra los tiempos de floracion asociados al logaritmo neperiano del nivel de expresion. Se aprecia la
correlacion negativa como una pendiente negativa de -0.29 en la recta de regresion.

C) Tabla de correlaciones (Pearson's correlation coeficient) entre niveles de expresion de los diferentes genes y el
tiempo de floracion. Los datos de expresion de Ehd1 se obtuvieron en el laboratorio en un estudio anterior.

* indica P<0,01, ** indica P<0,001
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Al comparar estos datos con los de floracion vemos que existe una correlacién negativa
entre ambos factores. Aunque esta correlacion es baja, -0,34, es consecuente con el fenomeno
observado: a mayor expresion menor tiempo de floracion. Esta correlacion tan baja entre expresion
de Hd3a y tiempo de floracion no permite explicar ni predecir la longitud del ciclo en funcion de
Hd3a. Hay casos en que un tiempo de floracién precoz no va asociado a una elevada expresion de
Hd3a. Es el caso de Giovanni Marchetti, que florece 84,0 DDS con unos niveles de Hd3a
relativamente bajos: 6,62.

Estos datos indican la existencia de otro factor que regule la floracién en dia largo. Basandonos en
estudios previos (Komiya et al., 2008), RFT1 podria explicar la variabilidad del tiempo de floracion
no asociado a Hd3a.

EcoTILLING de Hd3a:

Se establecio la region de interés en las 2.000 pb anteriores al coddn de iniciacion de la
transcripcion. En esta region se hallan los elementos de union a reguladores, ya descritos
anteriormente (Takahashi et al., 2009). En concreto hay un elemento de unién de tipo ARR1 sobre
el que se han descrito variaciones en variedades de tipo indica y que podria ser responsable de
cambios significativos en los niveles de expresion. Se localiza a -1.932 pb. Los fragmentos
amplificados fueron de 2.140 pb usando como cebadores los oligonucleétidos prom2 — promR (ver
anexo I).

Las digestiones con CEL1 mostraron 5 patrones de bandas. La mayor parte de la poblacion
comparte el patrén con Nipponbare clasificandose en el grupo alélico “a”: 47 variedades no
mostraban bandas al enfrentarlas a Nipponbare. Cinco variedades mostraron el mismo patrén,
Ilamado “b”. El patrén “c” estaba presente en 3 variedades, mientras que los patrones “d” y “e” sélo
aparecian en una variedad. (Figura 3B)

Se secuenciaron los productos de las amplificaciones por PCR de Hd3a con el cebador
directo prom2, puesto que una variacion relevante en el tiempo de floracion se encuentra a -1932 pb
(Takahashi et al., 2009). De este modo se asegurd la lectura de esta region.

Asimismo, se secuenciaron los productos de PCR de seis representantes del grupo “a” y todos los

individuos del resto de grupos alélicos, puesto que los patrones de bandas eran de interpretacion

dudosa debido a un gran ruido de fondo. Las alineaciones de las secuencias mostraron la presencia
de tres tipos de secuencias (Figura 3, Anexo II).

A B
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Figura 3: A) Electroforesis de las digestiones con CEL1 de los heterodlplex formados con cada variedad en estudio
frente a Nipponbare. La carrera 4, Kasalath presenta un patron de bandas similar al de la carrera 12, Norin8. La Gltima
carrera corresponde al control con ADN proveniente sdlo de Nipponbare.
B) Distribucion de las variedades de la coleccion segun su patron de bandas procedente de las digestiones de CEL1 para
el gen Hd3a y clasificacion segun los alelos deducidos de las secuencias.
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Los patrones de bandas “b”, y “e” resultaron deberse a ruido de fondo. El patron de bandas
“c”, con tres representantes, corresponde a la secuencia del alelo B. Un individuo clasificado en este
grupo alélico, Ullal, resulto no presentar dichas variaciones, pasando a formar parte del alelo A.

El patron “d” mostrd una secuencia similar al alelo B pero con algunas diferencias, se denomino
como alelo C, presente Unicamente en T65, una variedad taiwanesa de ciclo largo.
Todos los representantes del grupo “a”, como los de los grupos “b” y “e”, mostraron secuencias
idénticas a las de Nipponbare, formando un alelo A compartido por 54 individuos.

Todos los SNPs hallados fueron anteriormente descritos por Takahashi et al., 2009. Entre
nuestras variedades tenemos representantes de los dos grandes tipos de secuencias promotoras (ver
Figura 3B Introduccién). Nipponbare y las variedades con alelo A pertenecen a un primer grupo, de
menor nivel de expresion segun Takahashi. Los alelos B y C identificados en este trabajo forman
parte del segundo grupo, que en fotoperiodo corto presenta mayor nivel de expresion.

Para determinar la importancia de estas variaciones en las secuencias se busco en una base
de datos online de elementos reguladores (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) la presencia de
posibles sitios de unién factores de transcripcion.

Los polimorfismos indicados en la Figura 4 coinciden con posibles sitios de union de factores de
transcripcion. EI cambio de una adenina por una guanina en posicién -1824 podria afectar al
reconocimiento de factores de transcripcion similares a RAV1-A, de la familia APETALA 2-LIKE,
relacionado con la formacion de la flor. El resto de sitios de reconocimiento predichos sefialan
factores de transcripcion que no estan directamente relacionados con la floracion, pero podrian
indicar sitios de unién a otros factores que contengan dominios de reconocimiento de ADN
similares.

La proteina EHD1 presenta un motivo de unién a ADN tipo GARP (Golden2, Arabidopsis Respone
Regulator [ARR], y Chlamydomonas regulatory protein of P-starvation acclimatization response
[Psri1]) en su seccion media (Doi et al., 2004; Riechmann et al., 2000). Se hallaron tres sitios de
unién potenciales para factores de tipo ARR1 en la regién promotora de Hd3a que podrian ser
claves en la unién de este activador. Estas regiones no presentaban variacién, por lo que la
activacién de Hd3a por EHD1 no deberia verse afectada por cambios en estas zonas.
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Figura 4: A) Mapa de las variaciones de la region promotora de Hd3a desde -2.000 pb al inicio de la transcripcion.

B) Prediccion de sitios de reconocimiento por varios factores de transcripcion en la secuencia del promotor de Hd3a
donde se han localizado polimorfismos en la regién -2.000 a -860 pb. Se indica la secuencia de reconocimiento y la
posicién en el promotor.
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Relacion alelo Hd3a-floracion:

En la Figura 5 se sefiala la expresion de Hd3a de los alelos B y C (modificacion de la Figura
2B). Los niveles de expresion del alelo A, presente de manera mayoritaria, fueron muy dispersos. El
escaso numero de individuos que poseen los alelos B y C mostraron una expresion baja comparada
con la de los alelos A. Los datos de expresion obtenidos en variedades indica (Takahashi et al.,
2009), indican una expresion menor de los alelos del grupo A de promotores. Esto muestra una
inversion de tendencia respecto a nuestro alelo A que induce una expresion mayor a los promotores
del grupo B (alelos B y C) en el arroz de tipo japonica.

Las plantas que contenian el alelo B florecieron antes que el C. No obstante los pocos individuos
que poseen los alelos B o C hacen imposible obtener una conclusién firme.
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Figura 5: Grafico que muestra los tiempos de floracion asociados al logaritmo neperiano del nivel de expresidn de
Hd3a. Se muestra cada alelo hallado en el estudio por ECOTILLING con un color. Azul: alelo A, verde: alelo B, rojo:
alelo C.

4.3.2. Regién promotora de RFT1:

Nivel de expresion de RFT1:

Los niveles de expresion de RFT1 son también muy variables entre cultivares. EI 50% de la
poblacidn presenta una expresion relativa entre 0 y 25, siendo considerados como normales valores
entre 0 y 65. Se considerardn anormales aquellos datos que se alejen mas de dos desviaciones
tipicas de la media de la poblacion. Hay nueve variedades que presentan datos anormalmente altos:
Arroz da Terra, Carnice Precoce, CRLB1, Gigante Vercelli, Giovanni Marchetti, Gladio, Lemont,
Loto y Pavlovsky (Figura 6).

Al analizar los datos de floracion teniendo en cuenta la expresion de RFT1 vemos la
aparicion de una correlacién negativa -0,52, algo més elevada que en el caso de Hd3a (Figura 2).
Esta correlacion es moderada pero méas cercana a uno que la de Hd3a, por lo que seria mas
atribuible la variacién del tiempo de floracion a la de la expresion de RFT1. La recta de regresion de
los datos de floracion enfrentados a los datos de expresion de RFT1 presenta una pendiente negativa
mas marcada.

Variedades como Giovanni Marchetti que presentaban una floracion temprana a pesar de tener bajos
niveles de mARN de Hd3a encuentran aqui la explicacion a su precocidad. Esta es una de las
variedades con una expresion de RFT1 anomala, con un dato de 236.
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Figura 6: A) Diagrama de Box-Wishker de los datos de expresion de RFT1 a 77 DDS. El 50% de la poblacion presenta
una expresion entre 0 y 25. Unos valores entre 0 y 65 se consideran normales, habiendo nueve variedades con
expresiones anormalmente altas.

B) Grafico que muestra los tiempos de floracion asociados al logaritmo neperiano del nivel de expresion de RFT1. Se
aprecia la correlaciéon negativa como una ligera pendiente negativa de la recta de regresion que corresponde con una
correlacion de -0.52.

EcoTILLING de RFT1:

En el caso de RFT1 se estudiaron 1.200 pb de la region promotora, incluyendo la regién
5'UTR. Algunos ADNs amplificados presentaron una banda inespecifica a 700 pb que tuvo que
tenerse en cuenta para la posterior interpretacion de las digestiones. La amplificacion por PCR en
las variedades Norin8 y Kasalath present6 ciertas dificultades. En el caso de Norin8 todos los
intentos fueron infructuosos, por lo que se muestra esta variedad como una indeterminacion.

La digestion de los heteroduplex por CEL1 de la region reguladora mostrd 3 patrones de
bandas diferentes. La ausencia de bandas resultd mayoritaria, siendo el patrén de Nipponbare el mas
extendido en la poblacion. Se le denomind patron “a”. El patron llamado “b” agrupa 8 variedades,
que presentaban bandas inespecificas de PCR. EIl ultimo patron, “c”, estaba presente en 3
variedades, dos de ellas italianas.

Se secuenciaron los productos de las amplificaciones por PCR de RFT1, de algunos
representantes de cada grupo, asi como individuos con patrones de bandas confusos. Se emplearon
como cebadores los oligonucleétidos H-1 (ver anexo Ill). Las alineaciones de las secuencias
mostraron 3 alelos, diferentes a los grupos de patrones de bandas. Todos los representantes del
patron “b” resultaron ser idénticos a Nipponbare, indicando que las bandas de las digestiones
provenian, como se sospechaba, de reacciones inespecificas de la PCR. El patrén “c” se dividié en

tres tipos de secuencia, pasando una de sus variedades al alelo A.
A

B

FEFTY T PR C
Wl LLLLELLLLAA .
- e ‘0”8 — B:1
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Figura 7: A) PCR de la regién promotora de RFT1, se aprecia una banda a 700 pb en algunas variedades.

B) Electroforesis de la digestion de heterodiplex de la region promotora de RFT1, de cada una de las variedades frente
a Nipponbare. La Ultima carrera corresponde a Nipponbare digerido con CELL.

C) Distribucion de las variedades de la coleccidn segln su patron de bandas procedente de las digestiones de CEL1 para
el gen RFT1 y clasificacion segun los alelos deducidos de las secuencias.
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Se procedié como en el caso anterior a la busqueda de alteraciones en posibles sitios de
union a ADN. Mediante la base de datos PLACE se detectd la presencia de posibles sitios de union
a factores de transcripcidn, algunos de ellos podrian ser relevantes en la floracion.

Es el caso de 4 posibles sitios de union a factores de tipo ARR1, definidos por la secuencia NGATT,
que presenta una alta similitud con EHD1. Todos ellos estaban intactos en los 3 alelos hallados, por
lo que la capacidad de reconocimiento de Ehd1 no deberia verse afectada.

A

posicion |-1149|-1091|-1011| -934 | -910 | -879 | -847 | -777 | -769 | -728 | -590 | -480 | -477 | -468 | -385 | -337 |n° cvs
Alelo A | G G C T G G G A G T G G - - T -- 54
AleloB | A C T C A A C G A A A G T 1
AleloC | G G C T G G G A G T G - A © A | GT 1
B secuencia de - -
inicio | orientacion | reconocimiento TF modelo PLACE site # orien- | secuencia de PLACE
-1001 0 CAAT CAATBOX1 5000028 inicio | -tacién | reconocimiento TF modelo site #
33‘7‘ (0) chm*g EEIS)T(QEEﬁA :gm 485 () CATGCA  |[RYREPEATBNNAPA  [S000264
- +
o ® CATATG CATATGGNSAUR S0003T0 417 (4) GAGAC  |SURECOREATSULTR11 |S000499
769 0 GAGAC  |SURECOREARSULTRIL 5000499 A7 () TGTCTC  |ARFAT 3000270
-769 *) YTGTCWC | SEBFCONSSTPR10A S000391 468 () AGAAA POLLEN1LELAT52 S000245
769 ) TGTCTC ARFAT 5000270
128 0 ATAGAA BOXIINTPATPB 5000296 385 () TATTAG _|CPBCSPOR S000491
468 0 AGAAA POLLENILELATS? 000245 385 (+) YACT  |CACTFTPPCA1 3000449

Figura 8: A) Mapa de los polimorfismos de la region promotora de RFT1.

B) Prediccion de sitios de reconocimiento por varios factores de transcripcion en la secuencia del promotor de RFT1
donde se han localizado polimorfismos. Se indica la secuencia de reconocimiento y la posicion en el promotor. El
primer panel corresponde al alelo B, el segundo panel corresponde al alelo C.

Relacion alelo RFT1-floracidn:

Se localizaron los alelos en el gréfico de la Figura 6B (Figura 9). Los niveles de expresion
del alelo A fueron muy dispersos. Los alelos B y C no presentaron niveles de expresion
diferenciales respecto de A. Los pocos individuos con los alelos B y C hacen que no se puedan
extraer conclusiones acerca de la influencia del alelo de RFT1 en el nivel de expresion.
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Figura 9: Grafico que muestra los tiempos de floracion asociados al logaritmo neperiano del nivel de expresion de
RFT1. Se muestra cada alelo hallado en el estudio por EcoTILLING con un color. Azul: alelo A, verde: alelo B, rojo:
alelo C.
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4.4. RELACION Hd3A-RFT1:

Los datos de expresion de ambos genes evidencian una correlacion entre ellos. Las cinco
variedades con expresiones anormalmente elevadas de Hd3a se encuentran entre las nueve
variedades andmalas de RFT1. El andlisis de ambas variables indica que existe una correlacion
positiva de 0.728 entre ambas: a mayor expresion de Hd3a mayor expresién de RFT1 y viceversa
(Figura 2).
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DISCUSION

Este trabajo tiene como objetivo conocer aspectos relacionados con el control de la floracidn
en condiciones de fotoperiodo de dia largo, centrandose en los dos genes que cumplen la funcion de
florigeno en arroz. La finalidad Gltima de este conocimiento es el disefio de variedades mejor
adaptadas al clima mediterraneo, promoviendo la precocidad de la floracion.

El arroz fue domesticado en las regiones tropicales de China, a una latitud aproximada de
31°N. Los datos que se conocen apuntan a dos eventos de domesticacion que dieron lugar a
diferentes subgrupos, uno de los cuales desembocO en cultivares que se adaptaron a zonas
templadas alcanzando el limite norte de 45°N, donde los dias se alargan en verano y se acortan en
invierno. Limitado por el frio invernal, en estos climas el arroz se ve forzado a completar su ciclo
bioldgico entre la primavera y el verano, cuando las condiciones de temperatura son adecuadas para
el cultivo, y a florecer en condiciones de fotoperiodo de dia largo. El resto de subgrupos,
permanecio en los tropicos, donde florecen en condiciones de fotoperiodo de dia corto. Puesto que
Hd3a y RFT1 son los genes clave de la induccion de la floracion, este trabajo se centrd en conocer
la variacion alélica de estos genes en variedades adaptadas a latitudes norte, y de esta manera, tratar
de entender el papel que han jugado en él los cambios adaptativos.

La floracion de las variedades de la coleccion ocurrié en condiciones de fotoperiodo largo y
se prolongd durante varias semanas, proporcionando tiempos de floracion muy dispares. Esta alta
variabilidad es esencial a la hora de analizar los factores que regulan la floraciéon.

El gen Hd3a ha sido sefialado como el principal responsable de la floracion e identificado

como el florigeno o la sefial movil que induce la floracién. En condiciones inductoras de floracién,
es decir, en dias cortos, seria esperable una expresion alta de Hd3a. Esto es lo que se observa en los
estudios previos realizados con variedades indica, adaptadas a climas de fotoperiodo corto. Al
contrario, la floracién en arroz estd inhibida en condiciones de dia largo y por lo tanto no es
esperable una expresion alta de Hd3a (Takahashi et al., 2009). Sin embargo, el analisis de expresion
llevado a cabo en nuestra coleccion de variedades japonica adaptadas a climas mediterraneos,
muestra una expresion detectable e inusualmente alta de Hd3a en condiciones de fotoperiodo largo.
Este hecho indica que la inhibicion de la expresion de Hd3a en condiciones de dia largo no se
produce en las variedades de arroz adaptadas.
Tal y como predice la base genética de la floracion la correlacion entre los datos de expresion de
Hd3a y el tiempo de floracion es negativa, es decir, cuanto mayor es el nivel de expresion de Hd3a,
antes se desencadena la transicion floral. Sin embargo, este coeficiente de correlacion es bajo,
indicando que Hd3a no es el principal responsable de la floracion en condiciones de fotoperiodo
largo. Esta hipotesis viene reforzada por el hecho de que ciertas variedades no presentan los niveles
de Hd3a esperables de acuerdo a su tiempo de floracion. Como ejemplo, las variedades Gema y
Ullal florecen al mismo tiempo, a pesar de que Ullal posee una expresion de Hd3a tres veces
superior a la de Gema.

El anélisis mediante ECOTILLING de la variabilidad genética en la region del promotor de
Hd3a mostrdé una poblacion altamente homogénea. 54 variedades de 57 presentaban la misma
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region promotora que Nipponbare.

La correlacion moderada entre los niveles de expresion de Hd3a y el tiempo de floracion, junto con
la homogeneidad alélica en la poblacion hizo sospechar la influencia de otro factor que regulase en
estas condiciones. Estudios previos (Komiya et al., 2008) apuntaban a RFT1, el gen considerado
como redundante de Hd3a y también identificado adicionalmente como florigeno, como el posible
factor adicional en la regulacién de la floracion en condiciones de fotoperiodo largo.

El andlisis de los niveles de expresion en relacion al tiempo de floracion desvela una
correlacion negativa mayor que en el caso de Hd3a, indicando una mayor influencia de RFT1 en la
induccion de la floracion.

Al igual que Hd3a, la poblacion presentaba una alta homogeneidad genética en la region
promotora en el estudio por ECOTILLING. Se hallé un alelo mayoritario idéntico a Nipponbare. El
alelo A, presente en 54 variedades mostraba niveles de expresion similares al resto de alelos
hallados. El alelo C inducia una expresion muy elevada de RFT1, presentando una floracién muy
precoz. La conservacion tan alta de este gen puede indicar la importancia de su funcion.

En algunos de los cultivares analizados, los niveles de expresion de Hd3a bajos son
compensados con niveles altos de RFT1, suficientes para explicar la induccion de la floracion. Es el
caso del cultivar temprano Giovanni Marchetti que compensa un bajo nivel de expresién de Hd3a
con un alto nivel de expresion de RFT1. Tanto Hd3a como RFT1 muestran correlacién con el
tiempo de floracion, siendo ésta mayor en el caso de RFT1, lo que induce a pensar en un control
conjunto por parte de ambos genes del tiempo de floracion, siendo RFT1 el que juega un papel
predominante en condiciones de fotoperiodo de dia largo.

Cabe destacar que la tendencia de la expresion de ambos genes muestra una correlacion
positiva y cercana a uno. El control ejercido por un mismo factor sobre ambos genes podria estar en
el origen de esta correlacién. El hecho de que Hd3a y RFT1 se hallen separados Unicamente por
11,5 kb en el genoma debido a un origen comdn por una duplicacion en tdndem (Kojima et al.,
2002) apoya la idea de elementos de regulacion compartidos.

No hay muchos datos conocidos acerca de la regulacion de la expresion de RFT1. Komiya et al.,
2009, proponen un control de la floracion ejercido por Ehd1 sobre ambos genes en condiciones de
fotoperiodo largo (figura 2 Introduccién). La presencia de sitios de reconocimiento de secuencias
comunes a ambas regiones promotoras, como la presencia de un sitio de reconocimiento de
secuencia de tipo ARR1 o CAAT-box, apoyan la hipétesis de una regulacion comun.

Sin embargo, una conexion en sus rutas de regulacién, controladas por un mismo factor como
EHD1, deberia implicar una misma influencia sobre el tiempo de floracion ejercida por ambos
genes. No obstante RFT1 presenta un grado de correlacion mayor que Hd3a con el tiempo de
floracion. Los datos obtenidos confirman que el peso de la ruta de floracion se ha desplazado hacia
el florigeno RFT1, que en fotoperiodo largo pasa a ser el principal receptor de las sefiales inductoras
de floracion conocidas. Hd3a estaria jugando un rol complementario en fotoperiodos largos.

Las diferencias en la correlacion con el tiempo de floracién de ambos genes podria deberse a
una influencia directa de uno de estos genes sobre la regulacion del otro, o bien a la presencia de
mas factores involucrados en la regulacion de los genes.

Los elementos reguladores que interaccionan con estas regiones podrian presentar variacion y
provocar las diferencias en el nivel de expresion de los genes. La variacion de Ehdl podria ser
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crucial para entender los cambios en la longitud del ciclo. Estudios anteriores en nuestro laboratorio
indican que no hay correlacion entre el tipo de alelo de Ehd1 y la duracién del ciclo en condiciones
de fotoperiodo largo (Naranjo, TFC 2010). HD1 podria jugar un papel importante en estas
circunstancias debido a su accion represora. Sin embargo, la mayor parte de estos cultivares
presentan un alelo de HD1 no funcional y por lo tanto no puede inhibir la expresion de Hd3a, lo que
hace pensar en la intervencion de otros factores en la induccion de la floracion.

Los fitocromos ejercen una gran influencia en la floracion a través de la regulacion de Hd1,
cambiando su conformacion. También se ha demostrado que modulan la expresién de Ehdl. Los
mutantes de peérdida de funcion del gen se5, involucrado en la sintesis del cromoforo de los
fitocromos, produce plantas con niveles de Ehd1 altos y que presentan una floracion muy temprana,
del orden de 42 DDS, e insensible a fotoperiodo (Andrés et al., 2009). Parece por tanto que Ehdl
podria estar en el origen de las variaciones en el tiempo de floracion de las variedades estudiadas.

Aunque nuestra hipdtesis consiste en que las variaciones de expresion de Hd3a y RFT1 son
los reguladores de la floracién, no hay que descartar que los procesos de adaptacion a nuestra latitud
pudiesen haber producido variaciones en las regiones codificantes de estos genes, introduciendo
variabilidad en las proteinas con funcion de florigeno. Las diferencias en el tiempo de floracién
dentro de los alelos mayoritarios podrian deberse a diferentes funcionalidades de las proteinas. Un
estudio de las regiones codificantes permitiria verificar este aspecto.

El empleo del EcoTILLING durante este trabajo nos ha permitido familiarizarnos con sus
particularidades, detectando sus ventajas y sus inconvenientes.
La primera variante desarrollada del método EcoTILLING (Comai et al., 2004) es muy resolutiva,
ya que se emplean cebadores marcados con fluorescencia que se usan para detectar los fragmentos
de ADN originados por la digestion, tras ser separados mediante electroforesis con geles de
acrilamida. No obstante, la presencia de mas de un polimorfismo en una misma region analizada es
dificil de detectar ya que s6lo estan marcados los extremos. En el presente trabajo se utilizd una
variante en la que no se emplea fluorescencia y la separaciéon de los fragmentos generados en la
digestion con CELL1 se realiza con geles de agarosa (Raghavan et al., 2007). Este método de
deteccion de polimorfismos es rapido y de bajo coste, pero presenta ciertas limitaciones,
principalmente derivadas de la capacidad resolutiva del gel de agarosa, que no permite la deteccion
de bandas inferiores a 100 pb, aproximadamente. Por tanto, el analisis de un fragmento de ADN con
un gran nimero de polimorfismos resultaria en un nimero elevado de fragmentos de ADN cercanos
al limite de resolucion del gel. Tampoco se pueden detectar polimorfismos que disten pocas pares
de bases, en los que la digestion con CEL1 produzca fragmentos muy pequefios. De hecho, en este
trabajo se ha podido detectar mediante secuenciacién polimorfismos diferentes en ADN proveniente
de variedades que presentaban el mismo patron de bandas. El uso de geles con mayor resolucion,
por ejemplo con acrilamida, implicaria aumentar el tiempo del analisis, eliminando la ventaja de la
rapidez.
Por otro lado, otro aspecto dificultoso del EcoTILLING es la posible presencia de bandas
inespecificas, debidas a hibridaciones aleatorias de los cebadores en porciones del genoma
diferentes a la secuencia objetivo, que hace la interpretacion de los patrones de bandas algo mas
complicada. Este inconveniente se elude estableciendo una serie de controles adecuados y
seleccionando cuidadosamente los cebadores para la reaccion de PCR, que nos permitiran eliminar
las bandas no asociadas a polimorfismos.
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A pesar de estos inconvenientes, el ECOTILLING es un método 6ptimo para el analisis de un
numero elevado de muestras con fragmentos de ADN con pocos polimorfismos. En esta situacion el
método destaca por permitir la visualizacion directa del nimero y posicion de polimorfismos de una
misma secuencia en una gran cantidad de variedades de forma simultanea (tantas como carreras
tenga el gel). Asi se facilita la clasificacion de las variedades en grupos alélicos, disminuyendo el
numero de fragmentos de ADN que hay que secuenciar dentro de cada grupo. Esta ventaja resultaba
especialmente atil unos afios atras, cuando el método fue puesto a punto (Comai et al., 2004). Hoy
dia el coste de las reacciones de secuenciacion ha disminuido considerablemente de tal forma que se
ha de sopesar la conveniencia del uso del ECOTILLING frente a la secuenciacion directa de los
genes, tras una amplificacion por PCR. Cabe destacar ademas que la precision de la secuenciacion
es insuperable, por lo que se presenta como la opcion a elegir en futuros estudios de estas
caracteristicas.

27



w

SN

ol

(3]

\‘

CONCLUSIONES

. Se ha caracterizado el tiempo de floracion de 57 variedades de Oryza sativa que se cultivan en
clima templado. En condiciones de fotoperiodo largo, las plantas florecieron mostrando una
distribucion normal con una ligera asimetria positiva. La media de floracion fue de 116,5
DDS, con una desviacion tipica de 22,3 DDS.

. Se cuantifico la expresion de los genes responsables de la floracion Hd3a y RFT1, a los 77 DDS.
La correlacion existente entre los niveles de expresion de Hd3a y RFT1 con el tiempo de
floracion fue -0,3449 y -0,5209 respectivamente, lo que sefiala que el control de la floracion
en dia largo recae sobre RFT1, complementado por Hd3a.

. La region promotora de Hd3a estd muy conservada. La variacion genética de la region promotora
de Hd3a se distribuyo en tres alelos, siendo uno de ellos mayoritario, el alelo A, presente en
54 variedades. Dos variedades no europeas compartian el alelo B. El alelo C pertenecia a una
variedad taiwanesa.

. La variacion genética de la region promotora de RFT1 se distribuyé en tres alelos. El alelo A,
mayoritario, estaba presente en 54 variedades, el alelo B y el alelo C estaba presentes en dos
variedades asiatica tardias.

. La baja tasa de variacién de los promotores de Hd3a y RFT1 y la correlacion moderada con los
niveles de expresion indican la implicacién de ambos genes, actuando de forma sinérgica, en
la induccion de la floracion o la existencia de otros factores reguladores adicionales.

. Los niveles de expresion de Hd3a y RFT1 muestran una correlacion alta indicando una conexion
en la regulacién de ambos genes.

. El método de anélisis de secuencia empleado, el EcOoTILLING, facilité la division de las
variedades en grupos segun su patron de bandas, reduciendo la necesidad de secuenciacion.
No obstante el método presenta algunas limitaciones, una de ellas reside en la escasa
capacidad de reconocimiento de polimorfismos distanciados unas pocas pares de bases.
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ANEXO |

Dias hasta emer- alelo pro-  expresion relativ alelo pro-  expresion relativ

Grupo  VARIEDADES Continente -gencia panicula -motor Hd3a  Hd3ax100 -motor RFT1  RFT1x10
japonica AGAMI Africa 168,0 a 0,519 a 285x10°
japonica  AKIHIKARI Asia 113,8 a 7,9 a 1,69
japonica ARROS DA TERRA Europa 73,0 a 799 a 583
japonica AZUCENA Asia 141,5 a 0,553 c 0124
japénica  BAHIA Europa 121,8 a 12 a 0,925
japonica BENDRET Europa 119,0 a 852 a 427
japonica BENISANTS Europa 113,0 a 845 a 41
japonica BOMBA Europa 118,5 a 351 a 13
japonica CALMOCHI Norteamérica 100,0 a 08 a 143
japonica CAMPINO Europa 146,5 a 10,5 a 3,65x10°
japénica CARNICE PRECOCE  Europa 100,5 a 417 a 253
japénica CESARE Europa 108,5 a 6,77 a 454
japénica CORMORAN Europa 115,8 a 21 a 0,0871
japénica CRLB1 Europa 85,0 a 545 a 39
japonica CT 18 Sudamérica 110,5 a 1,77 a 322
japonica DAEGUDO Asia 91,3 a 63 a 16,9
japonica DONGJIN Asia 125,3 a 454 a 0315
japonica FONSA Europa 95,3 a 992 a 274
japonica GAVINA Europa 103,3 a 126 a 157
japonica GEMA Sudamérica 114,8 a 3,79 a 1,59
japonica GIGANTE VERCELLI Europa 87,0 a 735 a 105
japonica GIOVANNI MARCHETT Europa 84,0 a 6,62 a 236
japénica  GIZA 178 Africa 116,0 a 4,94 a 90,2
japonica GLADIO Europa 100,5 a 16 a 255
japonica GLEVA Europa 116,3 a 64 a 362
japonica GUADIAMAR Europa 102,8 a 743 a 0,0185
japonica GUWEOLDO Asia 137,5 a 213 a 0,407
japonica HARRA Australia 1155 a 0,506 a 0,152
japonica HWAYOUNG Asia 107,7 a 24 a 0,78

indica IR 64 Asia 129,3 a 548 a 5,58x10°
japénica  ITALICA LIVORNO Europa 106,5 a 7,08 a 98
japonica  JSENDRA Europa 109,8 a 757 a 139

indica KASALATH Asia 124,5 b 0171 a 0,119
japénica KINMAZE Asia 200,0 a 0,287 a  6,00x10°
japonica KOSHIHIKARI Asia 106,0 a 1,65 a 1,76
japonica  L202 Norteamérica 120,0 a 1,09 a 0,013
japonica LEDA Europa 129,8 a 1,52 a 9,09
japonica LEMONT Norteamérica 114,0 a 288 a 317
japonica LOTO Europa 85,5 a 60,7 a 244
japonica LTH Asia 101,5 a 2,09 a 16,6
japonica M 201 Norteamérica 121,8 a 259 a 0,0233
japonica M 202 Norteamérica 108,5 a 312 a 582
japonica MOROBEREKAN Africa 147,5 a 10 a  4,38x10°
japonica NIPPONBARE Asia 147,3 a 261 a 0,0454
japonica NORIN 8 Asia 126,5 b 1,46 - 0,322
japonica PAVLOVSKY Rusia 96,5 a 179 a 310
japonica PEGONIL Europa 117,3 a 159 a 2,19x10°
japonica PUNTAL Europa 120,3 a 62 a 0,79
japonica  RIPALLO Europa 103,3 a 332 a 8097
japonica ROMOLO Europa 106,5 a 11,2 a 117
japonica  SASANISHIKI Asia 1213 a 1,77 a 0,0249
japonica  SENIA Europa 108,8 a 504 a 413
japénica  SEQUIAL Europa 92,0 a 255 a 724
japbnica T 65 Asia 159,5 c 2,68 b 1,31x10°
japonica T 67 Asia 137,3 a 153 a 21
japonica  ULLAL Europa 114,8 a 149 a 11,7
japonica ZHONGHUA 15 Asia 151,8 a 7,05 a  477x10°
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ANEXO 2
Hd3a

1. Secuencia completa del gen Hd3a v de su regién promotora:

>6 dna:chromosome chromosome:MSU6:6:2936905:2941553:1

TATAATTGTTATGCCATTGATTTATTGACACAGCTAGAGATGGTATCGGCTTATCTTGCC
CGGACAAATCGAGCTAAGCAAGAACATTTACATAATAAGCAGGCATCAGATTAAGACAGC
AACGCAGAATTGCAGACAGAGAGAATGCATGGAGGCAGCTAGCAAGCAGCCCCTGCCTGT
TGGTTCTCTACACGGTTTCAATCAAT I EEOREAeE T T CAAACAAATCGC
AACACCGTAGTATAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
TAATGTACAACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
GTTACTTTTAAAGTGCCTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAAATTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTCT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
TTATTTAAAACAATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAGAAAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
CGGTACGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAARATGAG
CGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGTA
CTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGT TGCGGAAAAACCAACAAATTAGCA
ACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTGA
AAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAAATT
TAAATTTTGATTGCGACTGATAAGAAAAAAAAACAAATGATGGGAGGCTATATCAACTGT
CAAACTGGCTAATTTAGAAAGACGACATCGAATTCCTACAGATTGGAGGCAGCARAAGAG
AGCCCGTCTCTGCCGGGTGCGTGCATGATGCTCGATCATATCCCATCTCTCCTCACTTCA
TCATCAACAAGAACAAGAGGAACTATATAGCTGCAAGATCTAGACTGAAACTACTATAGC
AACTAACTGTACTGTAGCTAGATTACGCTTAGCTATAGCTGCTGCTGCATCTATCTGTAA
ATTCCAACTACGACGTCGACTGCTGCAAGCTAGCTTGGCCGGCTAGCTAGATAGCTAGCT
AGCTCAAAAGAGAAAGCTTTGCGAAATAGGAGTAACTAGCTAGCTCTAGCTAGGGCGCCA
TCGATGCGTGACCACCGAGCTCGCCTCGTCCACACGTACAGGAAGACGATGCAGAAAGCG
GCCGGCATGCAGTACACTGACCGAGCTAAGAGAGAGAGAGAGATGATATTATTCTTCTGC
AGCTAAATTAAAGTGAAAGTTGGACATGGACATGGACATAGTAATTTTGCATGGCCATCA
TCTTGCCCTCCTATATAAAGCGGCCATCTCACTCTCAACCACAGCTCGATCCAGCAGCCC
TGCACCACACACAGTTCAGCTAGCAGATCACCTAGCTAGATAGCTGCCTCTATCACAGTA
TATTTGCTCCCTGCAACTTGCTGCTGCTGCAATAGCTAGCAGCTGCAGCTAGTAAGCAAA
ACTATAAACCTTCAGGGTTTTTTGCAAGATCGATGGCCGGAAGTGGCAGGGACAGGGACC
CTCTTGTGGTTGGTAGGGTTGTGGGTGATGTGCTGGACGCGTTCGTCCGGAGC

ARSI GGC TCCAAGACCGTGTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCCATGG
TCACCCACCAGCCTAGGGTCGAGGTCGGCGGCAATGACATGAGGACATTCTACACCCTTG
TATGTGAGCTCTACCATGTGTCGTAGTTGGTGCAGAGACCAGAAGTTATACTTTCTTTCA
TTATTATATTATAGAAAAATTTGTTTGGTACTTAACCCAAGATGACTTTAAAATGCATTA
ATTTGATGTTTGTCATGGTTTTTTGTGGTGTGTACCTGAAGGTGATGGTAGACCCAGATG
CACCAAGCCCAAGTGACCCTAACCTTAGGGAGTATCTACATTGGTAAGCACACTAATGTT
AAGCTAGCGCACTTGTTTTCATGCAATGATCAAAATAATCACTGCTAGCTGATTTACATA
CATAACCACATCTTGACTGCATGATGGGTTGATCATCTTAATTTGTTTGTCCACAGGTTG
GTCACTGATATTCCTGGTACTACTGCAGCGTCATTTGGTCAGTATTAAACGATCAAATGG
TTTAGATTGATTTGATTTCCCACTTAAATACATTGCAGTATAAAACTAACAGAGGTAAAT
TGTCTTTCCATACTATTGTTTGGGGGGGGGGGGGCAGGGGGCAGTGAGTTGTTGAGCATT
TTCCCTCACTCGCGAGCCCCCAGTTTGCCGCATTAATTCCCCATCATCCTTCACCACCAC
AAAAAAAAAAGTGATTTGGAGAAGGATACGCTCCTCCAAATAATTTTTAACAAGTTCACC
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> Hd3a [N

> Hd3a promF
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< no3a SR

> Hd3a C

< Hd3a A



ACCACAACGAGGCACCGACAACCGCCATGAGTCCACGCACCCTGCAGCTAGTCGTGCCAC
CAGCACCACAGTTAGCCACACCGCGAGCAATCCACGCCATCACTTGCCGCTGTGAGTCCA
CGATCACACGCCTCGATCAGCCAGCTGCCATGATATGTCGGCTTGGGCTTGGATTCTGCA
ACATACCATGTCCCCATCGATGGCACCACACTCTAATTCGCCAACACAACACTGAAGGGA
TCGGATCGGGAGGGCTAGCTCACTCAAGATAGTGACGGGATGATTCGATGGGAATTCCAT
GGGGAACAAAGCACAAAATCATTAAAATGTCCTTTTCAATTCCATGGCAAATTCCTAAAG
CAATACTCTCTCTCCATTCTATAATGTAGGTTGCACACTCATTTCAAGATTCAACTTTCA
AAACATTTGACTAACGATTTGTATAATATAAATTGAATTTTATTTGATAGAAATAATATT
ATTGGATTGATATTTCAATATACTTTCATATGGTTATAATTTTGTTACTACAAACTTTAT
AGTATATTAGAAATTATAAATAAAAAATTAGTTTTGTAGACCGTACATGCCAAGTTTGAC
CATACCATATTATGAAAAAGAGGGAGTAGTAACCTTGTTTATATTTGCAATATATACTCC
CTCCGTTTCTAAATATCTGACGCTGTTGACTTTTTAAACATGTTTGACCGTTCGTCTTAT
TAAAAAATAAGTAATTATTAATTCTTTTCCTATCATTTGATTTATTGTTAAATATATTTT
TATGCAGACATATAGTTTTACATATTTCATAAAAGTTTTTGAATAAGAAGAATGATCGTC
AAATATTTAGAAACGAGGGGAGTATATTGCTAGTAAATTTTACTGTAAAGTCATGTTTCT
TCATGTGTCTTTTTTAGAACATTTCTTCTTCATGTGTTCCAATCAATTTTTTCGATCTCC
ACCACCACTACCACAGTTGTATGTGTAGTAGCTAGCTGTTGCACATGCTCATGTTAATCT
GAATCTGTCCATGGTTTTTTGCAGGGCAAGAGGTGATGTGCTACGAGAGCCCAAGGCCAA
CCATGGGGATCCACCGGCTGGTGTTCGTGCTGTTCCAGCAGCTGGGGCGTCAGACAGTGT
ACGCGCCCGGGTGGCGTCAGAACTTCAACACCAAGGACTTCGCCGAGCTCTACAACCTCG
GCTCGCCGGTCGCCGCCGTCTACTTCAACTGCCAGCGCGAGGCAGGCTCCGGCGGCAGGA
GGGTCTACCCCTAGCTAACGATGATCCCGATCGATCTGCTGCATGCTCACTATCATCATC
CAGCATGCTATACATTGCAGGTTCAGACAATTGAAATGATTCTCGACACACAACATATAT
ATGATGGTGTAATTAATTATGCAATTAAATAGCTGAGCAAGGCTAAGGTCTCTCATGAAG
CTAGCTTTGCTCTATATATATATATATATATATATAGTGAAGTGTGCAATAAGCTGCAAG
TATATAAGACTGGATTTAAGGAGCTAATTAACTAAACCATGCATCATGTATATGTGAGAT
GCAGTCGTGCTCTTGCATCCAAGGATACATACAGCATATGCATGCAATATTGGTATCATA
TGCAGCGGCTGCTAGCTACTCCTAGATCAAGCTATACAGCAGAATGTAAACATATATGTG
TAGCAGTACTTATACGTAGCACATCGATCTGCACATGTTGGATGTAGCAAGAAATTGCTA
TGAAATATAAGTAGAGATGTGCTTAATATCAAATGTGTATCACATGTGAATCTATCAGCT
GGGCATATATAGTGTCTCTTTCAGGCTTCCATCTCACTGTCTATCTCGCCCCCCACTGAA
TATGCCCAGTTTAAGGACAGGTACTACGTGCTGATGATATGATATGATGGTGAAAGGGAC
TACAGCTAGGGAGTATCAATCAGAACCCATGTTTTGGAAAAGCTGATACGGATCGATATT
GATCATATGCATGCGTAGAAGAATTCATCGTCAGAAAACGCGTACGATT

2. Alineacion de las secuencias promotoras de Hd3a:

< Hd3a D

-1995
Rémolo = ——-———-——= TATAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
NIPPON AACACCGTAGTATAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
IR64 —-——--CCGTAGTATAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
Kasalath = -———------——- AAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
Norin = ——=-=——-== TAAAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
LTH mmmmm————————— GTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC
TeS  mmm—mm——— TATAGTACTTTTAATTCGTCTTCGAGATACGACTTTAATCATTAATTGCC

hhkrhkkhkhhkhhkhkhhhkhkkhkrhkhkrkhkhkrhkhkhhkhkhkkhkrhkkrhhkrkhkhkhkkhkxx

Rémolo TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
NIPPON TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
IR64 TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
Kasalath TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
Norin TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
LTH TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG
T65 TTACCTCAACTTTATGTTCGGATTACATATCATGTAATATTATAAAAAAATCTAATGGTG

R R I b b S b b 2h S b b Sb b S SR S S S Sb e Sb SR E Sh b b Sb b Sb b I Sb S Sb b Sb b S 2R e S b b Sb db S 2b b 2b db S Sb b S 4
Rémolo TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
NIPPON TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
IR64 TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
Kasalath TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
Norin TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
LTH TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT
T65 TAATAAATGTTATAAAATAAACTTAGATGCATAGTTCCGGATATATGCCCCTCCGGTTTT

hhkrhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhhkrhhkrkhkhkkxhkxk
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Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

Rémolo
NIPPON
IR64
Kasalath
Norin
LTH

T65

-1824
TAATGTACAACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACAACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACAACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACIACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACIACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACAACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT
TAATGTACIACACTTAAATTTTGGATGTGTGTTCGTTTTGAATCAAATCTGAAATAGTAT

hhkhkhkhkhkkhk kA hkhhkhkhkrhhhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkkkhkxkxx

-1757
GTTACTTTTAAAGTGCCTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGCCTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGCCTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGICTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGICTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGCCTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA
GTTACTTTTAAAGTGICTTTAAAGATAAAACAAATCACAATAAAAATACATATATTTTTA

KAKXKAAKNAXAAAKAAAKAAX A A AA A KAAKRA I AA A A AR A A A AN A AN A AR A A A A A A A A Ak kKK

-1693
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGCATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA
AATAAGACAGATGATCAAGIATATATTCAAAGTCAACAGATCAGTCATACATTATTAGAA

hhkrhkhkhkhhkhkkhkAhhkhkhkkhkrkhkk hhkrhkhhhhkhhkrhkhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkrhhkrkkhkhkxkxx

-1607
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATICCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATICCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC
GAGAATTTCTTGTATGCCCTTGAAATTTAAGTCAATCTTTTCTATGCCCTTGAATTTTAC

KA KA K AR AR KA A KR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A hk Ak h Ak Ak Ak kA k k%

-1585
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTITTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTITTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC
TCACTCTCTTGTATAGTTGTATACCTTTTAATTATGATTTCATCTCTTTTACATCTTTTC

hhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkhkhkhhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrkhhkrkkhkhkdhkxk

-1506 -1474
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAAATTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTCT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAAATTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTCT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAAATTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTCT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAA.TTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTIT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAA.TTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTIT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAAATTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTCT
CGTTAGTTGACCGGTTCCCTTTAAAA.TTAGAAGTTTGTGTACGAGACTATTATATTTIT

KAKRKA AR A hAAAAA AR A AR h A A A hAhhhk A hhkhAhkhhkhk Ak Ak h Ak hkhk Ak hkhkkhhkkhhkrxkhrkkxx %

GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT
GAGTTTGTTGTGCGATGTACTATTTACAAAAAGAAATTAGATGTGCAAGAAAAATAATAT

hhkrhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhkhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrhhkrkhhkkxhkxk
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-1401
TTATTTAAAACAATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACAATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACAATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACIATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACIATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACAATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA
TTATTTAAAACIATATGTGTAGCATATTTTTGTGATGTAACATATTTGCCACCTATTGTA

kA hkhkhkhkhkhkhkkh,x hhkhkhkrhkkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrkhkhkrhkkkhkxkxx

TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC
TATATTATCTAAAAGAAATCCTATACAAGACCAATTGTTTTTTTTCAATTATAAAAAAGC

KA KA AR AR A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A A A A A A,k kK

-1237
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAGAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAGAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAGAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAIAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAIAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAGAAAA
CGCACAAGCTTTTTCATGAATATATTAAATTTTCTAAGTACAATACTTCCTCATAIAAAA

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrhkhkrkkhkk *k*xx*

AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA
AAACTTATAATATTATAGTCCCACAATAAATTACTATATTTCCAACGTTAGCATCCACAA

hhkhhkhkhkhhkhk Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkkhkhkdxhkxk

AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA
AATTTCTAGGCATGTACAATTGTAAAATGACCTTTTTACAGGCATTAAACAGTTAACTAA

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR A KR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A A ARk Ak Ak kK

-1107
CGGTA-CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA-CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA-CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA.CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA.CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA-CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA
CGGTA.CGGAAATGGTATAAAACGGGTTAAAATTAAAATTCAGAGGTATATAAAAAATGA

KAKAkKh KA A A AA AR A AR A A A AR A A A A AR A A A A Ak A A A A A Ak Ak kA Ak Ak hAk Ak hk Ak kA kk k)%

GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT
GCGATTAGCTAAACTTTTAGGAGTATAAAAGAAATTCTCTTACTGAAAACCAGAGGGAGT

hhkrhkhkhkhhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhhkrhhkrhhkrkhkhkhkxhkxx
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ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC
ACTACATATAACCTCATTTTTTTACGGGTTGATAAGTTGCGGAAAAACCAACAAATTAGC

KA A K AR A A A A A A AR A A AR A AR AR A I A A A A AR A I A A A A AR AR AR A A A A Ak A Ak h kK

AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG
AACAAATATGAGTAAAACTTGTATACATGTGTCTTCTTAGCGATTTAAAAATCAATGCTG

Ak hkhkkhk kA hkhk Ak hkhAhhk A hhkhkhhkhhhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhhkrhkkkhkxkxk

1066
1079
1072
1066
1068
1063
1068

1123
1139
1132
1126
1128
1123
1128

-815
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1181
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1197
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1190
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1183
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1188
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1181
AAAATAAATTACAATAAAATTAAAAATCTCAAGATAATCTCTAAAATGTAGTTTTAAA 1186

hhkhkhkkhk kA hk Ak hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrkkhkhkxx*
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ANEXO III:
RFT1

1. Secuencia completa de gen RFT1 v su regidon promotora: (cv. Nipponbare)

>6 dna:chromosome chromosome:MSU6:6:2923724:2927575:1

CAAACTACACTAAAATGTATTCAATTGTGGAGTCAATGAAGCTAGTGATTCGGTGGGCGT
AACTGGTATGAATTCTCCTCTGGCTATATATGCAATTAATCCACATTCAAACAATTAGTT
TTTCAATAACAGAAATCAACCCAAGCCGCTCTACATCATAGTGAATATACATCATAATGA
ATAATGAGTACTAGCCTTTTCATCATCTAAAAAGACAGGAATAACATTTGGCTGGCCGGT
CGGCTATCGCGAATGCAATCTGATATTCTCGCACCCAGTCTTGCTCTGTCCTGGTGGCCA
TCCCTGTCCAATAATGCTTAGCCATGCATCCATCAAGAAAATTCCTTTATCAATTCATCT
AGTATATATTCCTTTTTGAAAGTTTGCATTTCAAAATGTACGACACCATTAATTTTTCGC
ATAACGTTTGACCATTTGTCTTATTAAATATATATATAAATATCATTTACTCTCTCTGTT
TCATATTATAAGTCGTTTTTTTTCTTAGTTAAACTTTTTTAATTATGTTTAACCAAGTTT
ATAGAAAAAATTAGCAACATTTATGATACCAAACTAGTTTTATTAAATTTAACACTGTAT
ATACTTTGATAATATGTTTGTTTTCTATTTAAAATATTACTATATTTATCTTTAAACTTG
ATCAAGTTTAAAGAAAAGTTTGACTAAGGAAAAAAGTCAAATCTTATAATATAATAAAAA
CGTAGGGAGTATTTTGTTGTTACTTATTTTATCATCAAACAAAATATAATCTCAACTTAT
ACTTTACATATATAATAATATATATAAATATTCATTTATTTTGTTGTGTTTAGCTTTTCT
GCCGCCGGCCGGGAATAATGTCTAGCCTTTCTGTTTGTATTGCATCATGCATTTTGCATA
TCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTAGTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCT
GGCCTGGCCACCACACCTTTCAAGACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTAT
TTTTTTTAATCTAAGCATTTTGAGAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAA
GCTTAACCAAACATTGTATGAGTTTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTG
TAGAATAGGTATGGTGAAAAATTAATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTA
TAAGTTTTGCCATGCCAGATCAGCTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATC
TACATTGTACCCTAGAGTATGTAATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGC
CTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTGCATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAG
TTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTAAAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAA
GCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTTTTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTT
CTTAACTCTGCCAAACATGCCCATAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTAT
TTTGGACGGGGTTAGTACATATGTATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGT
TTCAGCACTTCTATCGACATGAAGAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAG
AAAGAGAAGATTCTACCGGGCACAACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAAAAGATTCTACT
GGGCACATCATAGTAAGGCTATTCTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAA
ATAAGCTGCTACCTAATATGAAAAATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGA
AAACAAGGTCTTGCATGAGACATGGTTTCTACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAA
ATTTAATTTAAGCATGAAAAAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTT
TATTGATGATGTGAAGTTTATGAAAACTACCGTGTAGTGTCTTGGGTTGGTACTGCCTAA
AGGGGCCGGCTAGCTATATAAACTGTACAGATGCAGAGAAGCTTGCACAACTAGTGCATC
CCTGTCACTGTTTGGCTAGCTTAACCTTCCTGACATCTATCCTCTGGATTGAACGGCAGG
AGATACCTAAGCTAGCTAGCAATCTCTATCGATCTGTTTGTTTACATGTTCAGTTAAAGG
TTACTGAGAAATGCCTAGAGTTTTTCCGGCTAGCTTCATAAGTTAGTGGGTTAGCTGACC
TAGATTCAAAGTCTAATCCTTTTATTTATTTGATATTAGATATCCTAACGTTTTTAGTTA
GAGGTTATTAATTTGACATGGCCGGCAGCGGCAGGGACGATCCTCTTGTGGTTGGCAGGA
TTGTGGGTGATGTGCTGGATCCATTCGTCCGGATCACTAACCTCAGTGTCAGCTATGGTG
CAAGGATCGTCTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCCATGGTGACCCAACAGCCCAGGG
TCGTGGTCGGTGGCAATGACATGAGGACGTTCTACACACTCGTACGGATCATATCTTGGA
TGCAGAGACCCACCAGAAGTTATTTAATTACTTTCATTAATTATCATAAAACTAGACTAT
AAATTATATTTTTTACATGGATGCATGTTAATTTTGTGTGGCTTACGTACTAATCTAATT
ACCTACAGGTGATGGTAGACCCGGATGCTCCGAGCCCAAGCAACCCTAACCTTAGGGAGT
ATCTACACTGGTAGGCACCGATCAGATATGTTAGCTAGCTAATTGTATACATTCGTCCTA
GAATATAAAGAATTTGGACCGGATTCTCAATCATTCGCGTTGATTCTCTTTGTCTGTCTG
TAGGCTGGTCACCGATATTCCTGGTACCACTGGAGCAACATTTGGTCAGTAAACTAGTAT
ATATATATAGTACTCATATCAATTTCGATGTAACAGCAACATATGTGGCAGTTCCATGAA
TTTTTATTACCTTGGTCCTACCCCATATATATACTTCAAAAATTGCATAATGACAAAATT
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ATACTCCCTCCGTATTTTAATGTATGACGCCGTTGACTTTTTAACCAACATTTGACCATT
CGTCTTATTTAAATTTTTTATGCAAATACAAAAATACTTATGTCATGCTTAAAGAACATT
TGATGATAAATCAAGTCACAATAAAATAAATGATAATTACATAATTTTTTTGAATAAGAC
AAAAAGTCAAACGTTTGTTAAAAAGTCAATGTCGTCATACATTAAAATACGGAGGGAGTA
TCTATTTTGTCAAAAATTTTCGTCAGATTTGAAGGATAGGGCTGTACTTCTTCTATGCCA
AAATGGAGGGTGGTGATCCCCTCAAAACTTGTAGAACAGCCACTGTTGATATATATATGG
TGAATAACGTAGATAATTAAATTGATGCAGGGCAAGAGGTGATGTGCTACGAGAGCCCAA
GGCCAACCATGGGGATCCACCGGCTGGTGTTCGTGCTGTTCCAGCAGCTGGGGCGTCAGA
CGGTGTACGCACCGGGGTGGCGCCAGAACTTCAGCACCAGGAACTTCGCCGAGCTCTACA
ACCTCGGCTCGCCGGTCGCCACCGTCTACTTCAACTGCCAGCGCGAGGCCGGCTCCGGCG
GCAGGAGGGTCTACCCCTAGCTAGCTACGCATGCCACCCGGCCTCCATGCATGCAGCAGC
TATAGCTAAGCTGAGACCTGCCTAGCTGTATATGCATGCAGGCTCTTAAGTGTGTATATA
TAAATAAATAAATGTATATCTACTATTATAAAATTATAAAAATATAAAGATGCTAGCGTT
CATGCATTAGCT

2. Alineacion de las secuencias promotoras de RFT1:

kasalath = @—==-="""""---"—""--— TA
AZUCENA  —————mm e e m NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTGGAGCTA
KINMAZE = & ————————— e ————— NNNNNNNNNNNNTCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTA
T65  mm e TTTTTGCATATCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTA
Giza =0 e CATGCATTTTGCATATCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTA
Rémolo = = =  —mmmmmmmmmmmmmmmm e ATTTTGCATATCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTA
NIPPON AGCCTTTCTGTTTGTATTGCATCATGCATTTTGCATATCTGCAAGTCGATCTGGAAGCTA
* %

kasalath GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
AZUCENA GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
KINMAZE GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
T65 GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
Giza GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
Rémolo GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
NIPPON GTTCTCCTCCACATATGCATGCATGCTTTGCTTCTCTGGCCTGGCCACCACACCTTTCAA
Ak hkhkhhkhkhkhkhkdhhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhrkhhkkxk

kasalath GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
AZUCENA GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
KINMAZE GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
T65 GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
Giza GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
Rémolo GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
NIPPON GACAAATCTATGGATATGTACTATCTTTTTTTCTTATTTTTTTTAATCTAAGCATTTTGA
KAk khkhk kA Ak hkhkhhhkh kA hkhkhkhkh kA hkhhkhkhkhkh Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrkhhhkkx*

kasalath GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
AZUCENA GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
KINMAZE GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
T65 GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
Giza GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
Rémolo GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
NIPPON GAAGTTTCAAAAGTTATCGATCTCAGAATTTTTAAAAGCTTAACCAAACATTGTATGAGT
KAk khkhk kA Ak hk Ak hhhkhhkhkhhhkhkh kA hkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhrkhhkhkxk

kasalath TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
AZUCENA TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
KINMAZE TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
T65 TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
Giza TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
Rémolo TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
NIPPON TTTGGAATCGGAAATATACCGAACACACCGCGAATTGTAGAATAGGTATGGTGAAAAATT
Ak hkhkhhkhhkhkhkhhhkhhkhkhhhhhhkhhhhdhhhkhhkhkhdhhhkhhkhkhkdhhkhhkhkrdhkhhkhkhhrkhhhxxk

-1149

kasalath AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG
AZUCENA AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG
KINMAZE AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG
T65 AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTACCATGCCAGATCAG
Giza AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG
Rémolo AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG
NIPPON AATGAGAGATGAAGCTTGTAAAACGTTAGGCCAGCTATAAGTTTTGCCATGCCAGATCAG

R Rk kb kb kb kb b bk b b b S b SR
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-1091
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTCTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA
CTACAGTACCATCTGATTCTATCGTAACAATAGAATCTACATTGTACCCTAGAGTATGTA

R R R R R R R R R R R R

ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG
ATTTAATTGTGCACAACAATATTAGTAGCTATAGGGCCTGTTTGGGGGAGCTTCTAGCTG

KA KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KA KA A XA KA KK KK

-1011
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATTAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA
CATCAACTTCTCCCAGAATCAAAAGCTCTCAAAATAGTTCAGCTGTTGGTCCAGATTCTA

KAK KKK KA A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A AR A A A AR AR A A A AR ARk K

-934 -910
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATCTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAACTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT
AAAAGCTATAGTTATAGAATTTATAAAAGAACTAAAAGCCAGAAGCTAGGTAACCAGCTT

R R R R R R R R R R I S Rk

-879 -847
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAACCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTCCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
TTCCAAACTCTCAGAGCCTGGTTACCAAACAGCTGTTCTTAACTCTGCCAAACATGCCCA
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TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATGTG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG
TAGTTAGCTTCATTATTTTACTGCTAGCTTCATTTATTTTGGACGGGGTTAGTACATATG

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR RS R R RS S IS

-769 -728
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA
TATCTATCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTACTATCGACATGAA
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA
TATCTGTCTCGAAATCGCCTCTGTAAATGGGGTCAGTTTCAGCACTTCTATCGACATGAA

KAXKKAK KA KA KA KA A KA A KA A AR AR A AR A AR AR KA A AR A AAAAAAKARAAAAKN AA A A A A A A A Ak kK

GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
GAAGATAGAAAGGGCCATGCGAGAGAGAGTGTGTGAGAAAGAGAAGATTCTACCGGGCAC
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AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAAAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAAAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAARAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGARAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAAAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGAAAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
AACAAAGTGTGTAAATGCATAAAGARAAGATTCTACTGGGCACATCATAGTAAGGCTATT
KA KA A KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A AR AR KK
-590
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGAAA
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGARA
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGAAA
CTCAACTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGAAA
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGAAA
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGAAR
CTCAGCTCAATAACTAGGATGGTGTCCATAGCATTAAATAAGCTGCTACCTAATATGARA
R SR I I I R I I R I I R I h E E I b E E b b b b b b b b b b i i
-485 -47
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAAAACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAAAACAAGGTCTT-CATGAGAACA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGARAACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAAAACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAARACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAARACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
AATGATGTGGCAAGTGAGTAAATGAGGAAAGAGAAGAARACAAGGTCTTGCATGAGA-CA
R R R R R R R R R R R R R R R R E b R S S (3
-468
TGGTTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGTTTCCTACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGGTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGTTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGTTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGTTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
TGGTTTC-TACACAACATTGAAGACATCATGTGAGATAAATTTAATTTAAGCATGAAA
R R R R R R R R R R R R R R R R R R i
-385
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAAAACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGT TTATTGATGATGTGAAGTTT
AAGTGGTGTTTGTATTGAAAAAGTAGTGTCTAATACTAGTTTATTGATGATGTGAAGTTT
AKAK KKK KA KA KA KA KA A A KA KA KA KA A A A A AAKAAAKAAAAAKN A A AAAAA A AR A A A A A A A A A A A A A KKK
-337
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
ATGAAAACTACCGTGTAGTGTGTCTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGNNNNNNANNNN
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
ATGAAAACTACCGTGTAGTGT--CTTGGGTTGGTACTGCCTAAAGGGGCCGGCTAGCTA
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