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Resumen

Las hojas son una innovacion evolutiva de suma importancia en la historia de las plantas vasculares. A
pesar del impacto que han tenido en la historia de la vida en la Tierra, nuestro conocimiento sobre su
evolucion aun no es claro. Los helechos muestran gran diversidad en la forma de la hoja por lo que son
un linaje clave para comprender la evolucion de dicho 6rgano en las plantas vasculares y en las
eufilofitas (helechos y plantas con semilla). Entender las diferencias y similitudes en los mddulos
genéticos de desarrollo foliar en los diferentes linajes de plantas vasculares permitira entender mejor el
origen, la evolucion y el desarrollo de las hojas. El objetivo principal de este trabajo fue entender la
evolucion de los genes ARP (ASYMMETRIC LEAVES1, ROUGH SHEATH2, PHANTASTICA) en
plantas vasculares con énfasis en helechos, con el fin de entender mejor la evolucion y el origen de las
hojas en eufilofitas.

Se realizaron busquedas de genes ort6logos de ARP y de genes MYB en los principales linajes
de plantas (musgos, licofitas, helechos, gimnospermas y angiospermas) en diferentes bases de datos de
genomas Y transcriptomas de plantas terrestres. Con las secuencias obtenidas se realizaron analisis
filogenéticos con Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud. También se realiz6 un analisis de
motivos proteicos (MEME), con el fin de determinar los motivos caracteristicos de los genes ARP.
Finalmente, con la finalidad de determinar su conformacion tridimensional se realizé un modelo por
homologia de las proteinas de los genes ARP y de las secuencias mas cercanamente relacionadas con
base en una de las filogenias obtenidas.

Nuestros resultados muestran que no hay genes ARP en helechos, pero encontramos que otros
genes que codifican para el dominio MYB son diversos en este linaje. Con las secuencias de los linajes
en lo que si se recuperaron ortélogos a ARP (angiospermas, gimnospermas y Selaginella), se logro
identificar un motivo caracteristico de estos genes. A pesar de que se han realizado modelos de
estructura tridimensional para diferentes proteinas MYB, hasta ahora no se contaba con uno que
describiera a las proteinas ARP; este trabajo proporciona el primer modelo de ellas. La ausencia de
genes ortdlogos de ARP en helechos sugiere que la red de desarrollo foliar en este grupo de plantas
podria ser diferente a la de las plantas con semilla, lo que apoya la hipétesis de que no hay homologia
entre las hojas de eufilofitas. Proponemos como sustitutos de la funcion de ARP en los helechos a los
genes correspondientes a las secuencias de helechos del clado b, al ortélogo de AS2 o al gen JLO, en
el caso de encontrarse en este linaje. A su vez, otro mecanismo alterno para la regulacion de los genes
KNOX Clase I, podria ser la sefializacién a través de las auxinas. De igual forma, proponemos que otros

genes MYB pudieran ser los responsables del desarrollo de la hoja, a través de sus regiones promotoras.
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Introduccion

Las hojas son el érgano lateral con mayor diversidad de formas en las plantas vasculares actuales
(licofitas, helechos y plantas con semilla). Se caracterizan por tener un crecimiento determinado, un
sistema vascular, presentar una polaridad adaxial-abaxial y un patron predecible de organizacién
alrededor de un eje (filotaxia) (Harrison & Morris, 2018; Tomescu, 2009).

El primer registro fosil de plantas terrestres con diminutas excrecencias laterales semejantes a
hojas data del Silurico tardio-Devonico medio, hace aproximadamente 427 millones de afios (ma)
(revisado en Beerling et al., 2001). Por otro lado, las hojas con venacién dicotomica y forma laminar
aparecen en el registro fosil al final del periodo Devonico, hace aproximadamente 360 ma (revisado en
Beerling et al., 2001) (Figura 1). Sin embargo, a pesar de que las hojas de distintos grupos de plantas
vasculares (licofitas, helechos y plantas con semilla) presentan caracteristicas similares, el registro fosil
y los andlisis filogenéticos sugieren que su origen es independiente (Corvez et al., 2012; Tomescu,
2009).

La aparicion de las hojas permitié un cambio en la estructura de las plantas, convirtiéndose en
el 6rgano dominante de las plantas vasculares. Esta estructura también es de suma importancia en la
reproduccion sexual de las plantas, ya que en ellas se encuentran sostenidos los esporangios. Entender
el desarrollo de las hojas permite entender la evolucidn de estructuras que derivaron de ellas, como los
carpelos en el caso de las angiospermas (Chanderbali et al., 2016; Endress & Doyle, 2009).

Las hojas también modificaron los ciclos biogeoquimicos y ecoldgicos de la tierra (Beerling et
al., 2001; Morris et al., 2018). Por ejemplo: la evapotranspiracion y respiracion de las hojas permitio
que el nivel de humedad en la atmdsfera aumentara y los niveles de CO2 atmosféricos disminuyeran,
lo cual dio lugar al desarrollo y diversificacién de nuevas formas de vida (Beerling & Berner, 2005;
Beerling et al., 2001).

A pesar de la importancia que tienen las hojas en la historia de la vida, ain existen muchas
interrogantes acerca de su origen y evolucion. Diferentes estudios filogenéticos, moleculares,
paleobotanicos, genéticos y de biologia del desarrollo han intentado resolver esta pregunta, sin
embargo, los resultados son adn contradictorios y no concluyentes (revisado en Vasco et al., 2013).

Recientemente, la aparicion y evolucion de las hojas se ha abordado desde la biologia evolutiva
del desarrollo (Evo-Devo, del inglés Evolutionary Developmental Biology). La comparacion de los
maodulos genéticos de desarrollo de las hojas en diferentes linajes de plantas vasculares ha permitido

hacer nuevas inferencias acerca de su evolucion (Harrison et al., 2005; Vasco et al., 2013).



El principal objetivo de este trabajo es entender la evolucion de los genes ARP (ASYMMETRIC
LEAVES]1, ROUGH SHEATH2, PHANTASTICA) en los helechos, los cuales, en angiospermas permiten
que las células del meristema apical se diferencién y participan en el establecimiento de la polaridad y
el desarrollo de la vasculatura en la hoja. Conocer la historia evolutiva y la presencia o ausencia de
genes ARP en los helechos dara luz sobre la posible conservacion evolutiva de un modulo de desarrollo
de las hojas en las plantas vasculares y permitird entender mejor la evolucién de las hojas en el linaje

que incluye helechos y plantas con semillas (eufilofitas).

Licofitas Helechos Gimnospermas Angiospermas

-
300 ma Divergencia entre gimnospermas y angiospermas g
=
§
@® 341 ma Divergencia de Selaginellales e Isoetales 3
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€@ 376 ma Divergencia de Licopodiales vs Selaginellales/ Isoetales o
m
s
Medio | 5
=
. O
400 ma Divergencia de helechos vs plantas con semilla
Inferior
4
427 ma Primer registro fosilifero de excrecencias semejantes a hojas g‘
430 ma Divergencia de licofitas vs helechos/plantas con semilla 8

Figura 1. Edades de divergencia de los linajes de plantas terrestres (de acuerdo a Pires & Dolan, 2012) y de los primeros
registros fosiles de estructuras semejantes a hojas (Revisado en Beerling et al., 2001). Imagen de acuerdo a la tabla
cronoestratigrafica internacional 2015 (Tabla disefiada por K.M. Cohen, S.C. Finney y P.L. Gibbard).



Evolucién de hojas

Las plantas terrestres (embriofitas) evolucionaron a partir de un ancestro de agua dulce perteneciente
al grupo de las estreptofitas (Becker & Marin, 2009; Lewis & McCourt, 2004; Wickett et al., 2014).
Los macrofosiles de las primeras plantas terrestres indican que éstas no tenian hojas y que unicamente
eran ejes ramificados desnudos, en cuyos apices se desarrollaban esporangios (Wellman et al., 2003).

Las plantas vasculares actuales incluyen tres linajes principales: licofitas, helechos y plantas
con semilla, los cuales surgieron hace 430 ma, 400 ma, y 300 ma, respectivamente (Pires & Dolan,
2012; Plackett et al., 2015) (Figura 1). Todos estos linajes poseen hojas actualmente; sin embargo, el
primer registro fosil de plantas terrestres con excrecencias laterales semejantes a hojas data de finales
del periodo Devénico, hace aproximadamente 360 ma (revisado en Beerling et al., 2001), es decir que,
este 6rgano aparecio en las plantas terrestres cuando las plantas vasculares ya habian tenido su primera
divergencia (Tomescu, 2009) (Figura 1).

En general, se acepta que en las plantas vasculares existen dos tipos de hojas: las microfilas que
son las hojas presentes en las licofitas; y las megafilas, que son las hojas presentes en las eufilofitas
(grupo que comprende los helechos y las plantas con semilla) (Vasco et al., 2013). La principal
diferencia morfoldgica entre las hojas micréfilas y las hojas megafilas es el nivel de vascularizacion de
la lamina. Las hojas megéfilas generalmente cuentan con una red compleja de haces vasculares y tienen
una laguna foliar (excepto los taxones con protostelas) (Figura 2a), mientras que las hojas microfilas
generalmente tienen un solo haz vascular y carecen de laguna foliar (Figura 3a) (Dkhar & Pareek, 2014;
Tomescu, 2009).

La teoria del teloma es hasta ahora la mas aceptada para explicar la formacion de las hojas
megafilas en eufilofitas (Zimmerman, 1952; revisado en Vasco 2013) (Figura 2). Esta teoria sostiene
que las hojas megafilas evolucionaron a partir de conjuntos de ejes, mediante tres procesos:
superposicién, aplanamiento y ensanchamiento (Zimmerman, 1952; revisado en Beerling & Fleming,
2007) (Figura 2). El proceso de superposicion plantea que los ejes dejan de crecer a un mismo ritmo de
modo que los ejes ya no tienen divisiones dicotdmicas equivalentes, por lo tanto, existen ejes de
diferentes tamarios a lo largo de un eje principal (Zimmerman, 1952; revisado en Beerling & Fleming,
2007). El proceso de aplanamiento explica que los ejes se orientan en un mismo plano (Zimmerman,
1952; revisado en Beerling & Fleming, 2007). Finalmente, el ensanchamiento implica que entre los
ejes de la planta se forme un tejido laminar por medio de excrecencias laterales (Zimmerman, 1952;

revisado en Beerling & Fleming, 2007).
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Para explicar el origen de las hojas microfilas se han propuesto tres teorias con base en el
registro fosil: la teoria de reduccion de telomas (Zimmerman, 1952; revisado en Vasco et al., 2013), la
teoria de la esterilizacion (Kenrick & Crane, 1997) y la teoria de la enacion (Bower, 1935; revisado en
Vasco et al., 2013) (Figura 3). La teoria de la reduccion de telomas propone que algunos telomas tanto
fértiles como esteériles se redujeron dando origen a las micrdfilas (Beerling & Fleming, 2007; Kenrick
& Crane, 1997) (Figura 3b). Por otro lado, la teoria de la esterilizacion plantea que las hojas microfilas
evolucionaron a partir de esporangios que se esterilizaron (Beerling & Fleming, 2007; Kenrick &
Crane, 1997) (Figura 3c). Por su parte la teoria de la enacion plantea que las hojas surgieron
inicialmente como excrecencias superficiales de las ramas que posteriormente se vascularizaron
(Bower, 1935; revisado en Vasco et al., 2013) (Figura 3d). Esta Gltima teoria es la mas ampliamente
citada para explicar el origen de las hojas en licofitas (ver Vasco et al. 2016 para una discusion al
respecto).

La evolucion independiente de las hojas de licofitas y eufilofitas ha quedado bien establecida,
sin embargo, aln existe un gran debate acerca de la homologia de las hojas en eufilofitas,
principalmente en helechos (Tomescu, 2009; Vasco et al., 2013).

Evolucion de hojas en helechos

Los helechos comprenden 14 o6rdenes y mas de 12 mil especies (PPG |, 2016). Las hipotesis
filogenéticas moleculares actuales los ubican como el grupo hermano de las plantas con semilla (Pryer
etal., 2001; Raubenson & Jansen, 1992; Sessa et al., 2014; Smith et al., 2006) (Figura 4). Sin embargo,
las relaciones evolutivas dentro del linaje de los helechos han sido ampliamente debatidas,
principalmente la inclusion de los 6rdenes Equisetales, Psilotales y Ophioglossales ya que su
morfologia es bastante diferente al resto de los helechos (Pryer et al., 2001; Vasco et al., 2013).

Las filogenias con base en datos moleculares recuperan a los érdenes Equisetales, Psilotales,
Ophioglossales, Marattiales, y a los helechos leptosporangiados como monofiléticos, sugiriendo que
las hojas de los helechos podrian tener un origen comun (Pryer et al., 2001). Por otro lado, las
filogenias que incluyen evidencia fosil ubican a cada uno de estos grupos en diferentes posiciones
dentro de las plantas vasculares y recuperan a los helechos como un grupo parafilético (Rothwell &
Nixon, 2006; Tomescu, 2009). Esta ultima hipotesis implica que las hojas en los helechos actuales

pudieron tener diferentes origenes.
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a) b) Teoria de los telomas

Presencia de laguna foliar Estado ancestral Superposicion  Aplanamiento Ensanchamiento
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Figura 2. Caracteristicas y teoria de la evolucién de las hojas megafilas. a) Presencia de laguna foliar. b) Teoria de los
telomas. Esta teoria involucra tres procesos: superposicion, aplanamiento y ensanchamiento de las ramas.
(Madificado de Beerling & Fleming 2007; Srivastava & Chandra 2009).

Teoria de la reduccion Teoria de la esterilizacién
Ramas vascularizadas Reduccion de ramas Ramas con esporangios Formacion de laminas
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g r% Teoria de la enacidn
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Figura 3. Caracteristicas y teorias de la evolucion de las hojas microfilas. a) Ausencia de laguna foliar. b-d) Teorias
propuestas para explicar la evolucidn de las hojas microfilas. b) Teoria de la reduccion, c) Teoria de la esterilizacion y d)
Teoria de la reduccion. (Modificado de Beerling & Fleming 2007).
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Desarrollo de hojas en helechos

Las hojas son dérganos laterales que se desarrollan a partir de un grupo de células en los flancos del
meristemo apical aéreo 0 SAM (Shoot Apical Meristem, por sus siglas en inglés), se acomodan de
manera ordenada y especifica alrededor del tallo (filotaxia) y tienen crecimiento determinado (Vasco
et al., 2013). Contrario a lo ocurrido en las plantas con semilla, en donde por lo general el desarrollo
de las hojas se da desde el apice hacia la base, las hojas de los helechos tienen un desarrollo acropétalo
(el &pice es la ultima parte que se diferencia). Este desarrollo acropétalo se debe a que sus hojas, a
diferencia de las de angiospermas, poseen una célula apical que permanece indiferenciada hasta muy
tarde en el desarrollo (Bower, 1952; revisado en Vasco et al., 2013).

Tanto las hojas de los helechos como las de las angiospermas poseen ademas un meristemo
alrededor del primordio foliar denominado meristemo marginal. En angiospermas las hojas se forman
principalmente por divisiones celulares intercalares, mientras que en los helechos las hojas se
desarrollan principalmente a partir de divisiones en este meristemo marginal y de la célula apical inicial
(Vasco et al., 2013). En las hojas compuestas de los helechos, cada una de las pinnas se desarrolla a
partir de la division celular regulada del meristemo marginal y en las células submarginales de los
primordios (Vasco et al., 2013; Wardlaw, 1963).

A pesar de la gran diversidad de formas que pueden tener las hojas de los helechos, la red de
regulacién genética que explica el desarrollo foliar ha sido poco estudiada (Byrne, 2012). Entender las
diferencias y similitudes en los modulos genéticos de desarrollo foliar en los diferentes linajes de
plantas vasculares, permitira entender mejor el origen, la evolucion y el desarrollo de las hojas. En los
ultimos 15 afios se han empezado a realizar estudios comparativos de esta red genética en linajes de
licofitas y helechos (Harrison et al., 2005; Plackett et al., 2015; Vasco et al., 2016).
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Figura 4. Filogenia consenso de las familias de los helechos y licofitas. Tomado de PPGI, 2016.
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Red genética del desarrollo foliar en plantas vasculares

Establecimiento de los primordios foliares
La mayoria de los estudios acerca de la red genética de desarrollo foliar se han realizado en
angiospermas, particularmente en Arabidopsis thaliana. A partir de estos estudios sabemos que la
division constante y altamente regulada del SAM requiere de la actividad antagonica coordinada de la
citoquinina, que mantiene en constante division al SAM, y de las proteinas KNOTTED1-like
Homeobox (KNOX Clase 1), que permiten a las células del SAM mantenerse en un estado
indiferenciado (Kurakawa et al., 2007; Long et al., 1996) (Figura 5).

El paso de un drgano con crecimiento indeterminado, como el tallo, a uno con crecimiento
determinado, como la hoja, requiere de la diferenciacion de las células del SAM. En Arabidopsis la luz
actiia como sefial morfogenética sobre el SAM y a través de una cascada de transduccion de sefiales
que altera la expresion del gen TRIPTOFANO AMINOTRANSFERASA DE ARABIDOPSISL (TAAL),
un gen importante en la biosintesis de auxinas (Byrne, 2012). La exposicion del SAM a la luz también
puede aumentar los niveles de citoquinina, ya sea al promover su biosintesis o al regular negativamente
su degradacion (Carabelli et al., 2007; Yoshida, et al., 2011) (Figura 5).

Otro grupo importante de genes en el desarrollo de las hojas son el grupo de genes ARP. A este
grupo se le dio ese nombre debido a los tres genes ortélogos que se han caracterizado en diferentes
especies de angiospermas: ASYMMETRIC LEAVES1 (Arabidopsis), ROUGH SHEATH2 (Zea mays) y
PHANTASTICA (Antirrhinum majus) (Sun et al., 2002). Las proteinas ASYMMETRIC LEAVES1 ,
ROUGH SHEATH2 y PHANTASTICA reprimen a los genes KNOX Clase | para permitir el desarrollo
de los primordios foliares a partir del SAM (Lodha et al., 2013), y participa en el establecimiento de la
polaridad de la hoja (Sun et al., 2002) (Figura 5).

Las proteinas PIN promueven el establecimiento de maximos de la fitohormona auxina en los
flancos del SAM (Reinhardt et al., 2003). Esta fitohormona promueve el inicio de la diferenciacién
celular, a través de diferentes mecanismos de activacion y represion de las vias de sefializacion y de
regulacién de hormonas. Por ejemplo, en el caso de los genes ARR7, ARR15, importantes reguladores
negativos de la sefializacion de las citoquininas, las auxinas actuan regulando negativamente a estos
genes, por medio del factor de transcripcion AUXIN RESPONSE FACTOR5/ MONOPTEROS (MP)
(Zhao et al., 2010). Las auxinas también funcionan como reguladores negativos de los genes KNOX
Clase | (Scanlon, 2003). El gen PIN-FORMED1 (PIN1) es regulado por las proteinas PLETHORA
(PLT3, PLT5 y PLT7), las cuales tienen actividad redundante y también estan involucrados en el
establecimiento de la filotaxia (Prasad et al., 2011) (Figura 5).
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Polaridad de la hoja
La polaridad de la hoja se da mediante el establecimiento de tres ejes (proximal-distal, medio-lateral y
adaxial-abaxial), esta regionalizacion permite que exista una especializacion de las actividades que va
allevar a cabo cada célula (revisado en Byrne et al., 2000 y Byrne, 2012). En las hojas de angiospermas,
se ha observado que las células de cada una de las superficies tienen forma, anatomia y funcion
diferentes (Byrne et al., 2000; Semiarti et al., 2001): la superficie adaxial se especializa en la captacion
de luz y todo el proceso fotosintético subsecuente, mientras que la superficie abaxial se encarga del
intercambio de gases (Bowman et al., 2002).

El establecimiento de la superficie adaxial se establece por los factores de transcripcion
Homeodomain-Leucine-Zipper de Clase Il (HD-ZIP Clase I11) y los RNA de interferencia derivados
del gen TAS3, los cuales actuan para reprimir la expresion de los FACTORES DE RESPUESTA A
AUXINA (ARF3 y ARF4) (Byrne, 2012; Kidner & Timmermans, 2010). Los factores de transcripcién
KANADI y microRNAs, miRNA 165/166 reprimen la expresion de los factores de transcripcion HD-
ZIP Clase Ill, y junto a las proteinas ARF3 y ARF4 determinan la superficie abaxial de la hoja (Byrne,
2012; Kidner & Timmermans, 2010). Los genes de la familia YABBY también son importantes para la
abaxalizacion de las hojas: YABBY-FILAMENTOUS FLOWER (FIL), YABBY2 (YAB2), YAB3 y YABS.
Estos genes también permiten delimitar el margen y el crecimiento de la lamina foliar (Byrne, 2012;
Siegfried et al., 1999).

La superficie adaxial se establece entre otros, por la proteina AS1 (ASYMMETRIC LEAVES])
perteneciente al grupo de genes ARP, y por AS2 (ASYMMETRIC LEAVES2) que pertenece a su vez
a la familia de genes LOB (LATERAL ORGAN BOUNDARIES) (lwakawa et al., 2007; Kidner &
Timmermans, 2010). JLO (JAGGED LATERAL ORGAN) permite que AS1 y AS2 interactlen
fisicamente y lleven a cabo su funcién (Majer & Hochholdinger, 2011). Las interacciones
heterodiméricas entre las proteinas de AS1, AS2 y JLO permiten también la regulacion negativa con
los genes KNOX Clase | (Grimplet et al., 2017; Rast & Simon, 2012) (Figura 5). En este proyecto nos
enfocaremos al estudio del gen AS1.
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Figura 5. Modelo de la red génica de
desarrollo foliar en angiospermas. La
citoquinina esté involucrada en una via de
sefializacion dependiente de luz. Esta
fitohormona esta encargada de mantener
la division de las células del meristemo.
El transporte de auxinas por medio de las
proteinas PIN1 da lugar a méximos de
auxinas; los genes PIN1 estan regulados
por las porteinas PLT. La auxina inhibe a
la citoquinina y mediante una red de
transduccion de sefiales, también regula
negativamente a los genes KNOX Clase I,
los cuales se encargan de mantener a las
células del meristemo indiferenciadas. A
su vez KNOX Clase | regulan de manera
positiva a la citoquinina y de manera
negativa a las giberelinas y a los genes
Maximo AS1 y AS2. La proteina AS2 forma un
dimero con el gen JLO, el cual recluta a
AS1; esta proteina trimérica inhibe la
expresion de los genes KNOX Clase 1.
Modificado de Byrne 2012.

Méximo ¥ < de auxina
de auxina

El gen AS1 (ASYMMETRIC LEAVES]) del grupo ARP

El gen AS1 (ASYMMETRIC LEAVES1), descrito en la planta modelo Arabidopsis, pertenece al grupo
de genes denominado ARP. AS1 y sus ortdlogos PHAN (Antirrhinum majus) y ROUGH SHEATH2
(Zea mays) codifican para factores de transcripcion que cuentan con un dominio MYB (Stracke, et al.,
2001) (Figura 6). Se ha determinado que AS1 esta involucrada en la diferenciacion de las células del
meristemo apical que dan origen a las hojas en angiospermas (Byrne, 2012; Sun et al., 2002). También
se ha reportado que AS1 se encarga de establecer la polaridad en las hojas durante su desarrollo,
mediante el establecimiento de los ejes proximo-distal y medio-lateral (Byrne et al., 2000; Sun et al.,
2002).
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367 aminoacidos

15781232 pb 15783480 pb
Dominio MYB l

/ 106 aminoacidos
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‘As1 MKERQRWSGEEDALLRAYVR ‘\
QFGPREWHLVSERMNKPLNR
DAKSCLERWKNYLKPGIKKG
SLTEEEQRLVIRLQEKHGNK
WKKIAAEVPGRTAKRLGKWW
EVFKEK

\

b) 1  MKERQRWSGE EDALLRAYVR  QFGPREWHLV  SERMNKPLNR DAKSCLERWK  NYLKPGIKKG
61 SLTEEEQRLV IRLQEKHGNK  WKKIAAEVPG  RTAKRLGKWW  EVFKEKQQRE  EKESNKRVEP
121 IDESKYDRIL ESFAEKLVKE RSNVVPAAAA AATVVMANSN GGFLHSEQQV  QPPNPVIPPW
181 LATSNNGNNV  VARPPSVTLT LSPSTVAAAA PQPPIPWLQQ QQPERAENGP  GGLVLGSMMP
241 SCSGSSESVF  LSELVECCRE LEEGHRAWAD  HKKEAAWRLR RLELQLESEK TCRQREKMEE
301  IEAKMKALRE EQKNAMEKIE ~ GEYREQLVGL RRDAEAKDQK LADQWTSRHI  RLTKFLEQQM
361  GCRLDRP

Figura 6. Representacién de la region codificante del gen AS1 en Arabidopsis. a) La linea anaranjada muestra la ubicacion
del gen AS1 dentro del cromosoma 2. La linea azul representa la region que codifica para el dominio MYB. También se
presenta la secuencia y posicidn de los aminoacidos dentro de este dominio. EI dominio MYB cuenta con las repeticiones
R2 y R3. La repeticion R2 estd compuesta por tres triptdfanos conservados mientras que en la repeticion R3 el primer
tript6fano es sustituido por una leucina (posicion 182), marcados con (*). Modificado de Sun et al., 2002. b) Se muestra la
secuencia de residuos de aminoécidos que conforma a la proteina AS1 en Arabidopsis; se marca en rojo la region empleada
para realizar los alineamientos utilizados en la construccion de las filogenias.

El dominio MYB
La familia de los genes MYB es una de las familias mas grandes de genes que codifican para factores
de transcripcién en plantas (Stracke et al., 2001). Por ejemplo, el genoma de arroz cuenta con 88 genes
MYB y para Arabidopsis se estiman de 125 a 138 (Katiyar et al., 2012; Stracke et al., 2001).

El dominio MYB comprende tres motivos o repeticiones (R1, R2 y R3) que funcionan como
dominios de unién al DNA (Du et al., 2012; Myrset et al., 1993). En general los genes que codifican
para este dominio estan relacionados con el control del ciclo celular en animales, plantas y la mayoria
de los organismos eucariontes (Stracke et al., 2001). En plantas, el dominio MYB mas comln es de
tipo R2R3 (Stracke et al., 2001), sin embargo, existen algunas proteinas en Arabidopsis que conservan
la repeticion R1 (Dubos et al., 2010; Stracke et al., 2001).

En las proteinas MYB de tipo R2R3, cada repeticion R del dominio, forma tres alfa hélices y
esta formada por aproximadamente 53 aminoacidos caracteristicos, entre ellos tres triptofanos que se
encuentran altamente conservados (Stracke et al., 2001). Un alineamiento realizado en Arabidopsis con
secuencias que contaban con el dominio MYB, permitid establecer una secuencia consenso en la que
se determind que en la tercera repeticion el primer triptofano es reemplazado por una fenilalanina

(Stracke et al., 2001) (Figura 7). La segunda y tercera hélices de cada motivo constituyen una estructura
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tridimensional de hélice-giro-hélice (Helix-Turn-Helix; HTH) (Figura 8). Cuando la proteina adquiere
la conformacion HTH, los residuos de triptéfano quedan juntos conformando un ndcleo hidrofébico.
A la tercera hélice de cada repeticion se le denomina “hélice de reconocimiento” y su funcion principal
es establecer contacto directo con el DNA (Dubos et al., 2010; Jin & Martin, 1999; Ogata et al., 1992).

Las proteinas de la familia MYB-R2R3 tienen diversas funciones durante el desarrollo de la
planta; participan en la sintesis de metabolitos y el control de identidad celular y destino de las células
meristematicas (Borevitz et al., 2000; Bowman et al., 2017; Jin et al., 2000; Oppenheimer et al., 1991)
(Cuadro 1).

RZ LKKGPWTPEEDEKLINYILKHGEGNWRSLPKKAGLKRCGKSCRLRWTNYLRPD
% 36487495 55 100 62 44 81 99 99 72 48 97 30 23 57 61 14 30 49 98 78 57 38 99 39 33 40 58 53 23 53 75 80 21 97 63 88 97 93 99 96 90 99 99 72 98 76 98 66 97 54

RI T KRGNFTEEEEEL I IELHALLGNR*"W *“SKIAKRLPGRTDNEIKNYWNTHLKKK
% AB74737928 69 5323559967 2135 70 50247387 413252999153 96 69 23 92 94 21 22 B2 87 88 56 95 91 57 60 77 96 96 52 97 7166 46 49 57 70 57

Figura 7. Secuencia consenso de los motivos R2 y R3 de una proteina MYB en Arabidopsis. Los tres triptéfanos (W) estan
altamente conservados en el motivo R2. En el motivo R3 una fenilalanina (F) sustituye al primer triptéfano del motivo. En
el alineamiento de los motivos R2 y R3, el nimero debajo de los aminodcidos corresponde al porcentaje de veces que el
aminoacido ocupa esa posicion en los diferentes MYB de Arabidopsis. Modificado de Stracke et al., 2001.

“W-(X19)-W-(X19)-W-  -F- (X18)-W-(X18)-W- Estructura primaria
H H T H H H T H Estructura secundaria

hélice hélice giro hélice hélice hélice giro hélice

N- R2 R3 -C

Figura 8. Estructura del dominio MYB de tipo R2R3. Cada repeticién adquiere una estructura tridimensional con tres
hélices, Unicamente entre las dos Ultimas hélices de cada repeticion se forma un giro. La tercera hélice de cada motivo es
importante para su unién con el DNA. Modificado de Dubos et al., 2010.

19



Interaccion antagonica entre ARP y KNOX Clase |
La interaccion antagonica entre las proteinas KNOX Clase | y ARP es de suma importancia para la
formacion de los primordios foliares (Byrne, 2012; Langdale & Harrison, 2008). Las proteinas ARP se
encargan de regular negativamente a los genes KNOX Clase I, lo cual es importante para que las células
del SAM pueden comenzar a diferenciarse en células foliares (Langdale, 2008).

Los genes KNOX (KNOTTED HOMEOBOX) pueden clasificarse en tres grupos: Clase I, Clase
I1'y KNATM, en funcién de la similitud de secuencia dentro del homeodominio, posicion de los intrones
y patrén de expresion (Gao et al., 2015). Las proteinas KNOX Clase | se expresan principalmente en
el SAM y se encargan de mantener al grupo de células que lo conforman en constante division y en un
estado indiferenciado (Gao et al., 2015).

En angiospermas, los genes KNOX Clase | comprenden a los genes STM
(SHOOTMERISTEMLESS), KNAT1/BP (BREVIPEDICELLUS), KNAT2 y KNAT6 (Gao et al., 2015).
En Arabidopsis, se ha observado que el producto de estos genes se encargan de promover la
proliferacion de las células meristematicas a traves de la biosintesis de citoquininas mediante la
represion de las giberelinas y de factores de transcripcion como los genes AS1 y AS2 (Byrne et al.,
2002; Jasinski et al., 2005; Semiarti et al., 2001).

Se ha demostrado que los dobles mutantes de asl y as2 tienen fenotipos similares a las mutantes
sencillas de cada uno de los genes, lo que sugiere que éstos estan involucrados en una misma via de
desarrollo (Sun et al., 2012). Las proteinas AS1 y AS2 forman un complejo represor que se une a las
regiones reguladoras CWGTTD y KMKTTGAHW de los promotores de los genes BP y KNAT2
formando un bucle en el DNA; en este complejo también esta involucrado el factor de remodelacién
de la cromatina HIRA (Guo et al., 2008).

Sin embargo, para que las proteinas AS1 y AS2 puedan interactuar entre si, es necesaria la
participacion de otra proteina mas, codificada por el gen JLO (JAGGED LATERAL ORGANS) (Majer
& Hochholdinger, 2011). JLO se une a AS2, y cuando este complejo proteico se encuentra ensamblado,
se recluta a su vez a AS1, para formar una proteina trimérica funcional (Majer & Hochholdinger, 2011,
Rast & Simon, 2012; Xu, Luo, & Hochholdinger, 2016) (Figura 5).

Otro complejo proteico importante para la regulacion de los genes KNOX Clase | son los
complejos de compactacion de cromatina (PRC). Se sabe que el complejo Polimorrepresivos, PRC2
actua después de la iniciacion de la hoja y permite que los reguladores de expresion genetica sean
expresados en la zona correcta y en un momento de desarrollo del organismo especifico (Lodha et al.,
2013).
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El complejo que forma AS1 con AS2 mantiene interacciones fisicas con el complejo PRC2.
Estas interacciones permiten la union de este ultimo a los promotores de los genes KNOX Clase I: STM,
BP y KNAT2 (Lodha et al., 2013). Ademas de reprimir a los genes KNOX Clase I, el complejo AS1-
AS2 también regula negativamente a ARF3 y KANADI2 (KAN2), que son determinantes abaxiales
(Lodha et al., 2013; Xu & Shen, 2008).

Resulta interesante que los genes KNOX Clase | y ARP estén presentes en licofitas y
angiospermas ya que son dos linajes que divergieron hace cerca de 430 ma (Pires & Dolan, 2012;
Plackett et al., 2015) (Figura 1). En helechos, sabemos que hay genes KNOX Clase | que se expresan
en el SAM (Ambrose & Vasco, 2016; Harrison et al., 2005; Ruiz-Estévez et al., 2017; Sano et al.,

2005), pero aun no se sabe si los genes ARP estan presentes en este linaje.
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El gen AS2 (ASYMMETRIC LEAVES?2)
El gen ASYMMETRIC LEAVES2 (AS2), codifica para un dominio LOB, el cual pertenece a la familia
de genes LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN (LBD). La region N-terminal de AS2 se
caracteriza por un motivo de cuatro cisteinas separadas por un numero variable de residuos de
aminoacidos no conservados y actia como sitio de union al DNA (Majer & Hochholdinger, 2011; Xu
et al., 2016). Seguido de esta regién se encuentra un residuo de glicina invariable (Majer &
Hochholdinger, 2011; Xu et al., 2016). En la region C-terminal hay un zipper de leucina con cinco
aminoacidos hidréfobos, que pueden ser valina, isoleucina y leucina, y que a su vez se encuentran
separados por seis residuos de aminoacidos no conservados (Majer & Hochholdinger, 2011; Xu et al.,
2016). Este motivo probablemente actia como un dominio de dimerizacién de proteinas (Majer &
Hochholdinger, 2011) (Figura 9).

Al igual que AS1, AS2 esta implicada en el desarrollo foliar. En Arabidopsis se ha sugerido que
AS?2 es el responsable de la adaxalizacion de las células de la hoja (lwakawa et al., 2007). De manera
interesante, se ha reportado que en la especie de angiosperma Celosia cristata (Amaranthaceae), esta
proteina esta involucrada en la determinacion de la polaridad abaxial (Sun et al., 2012). La funcion de
AS2 también se ha asociado con el metabolismo de antocianinas y nitrégeno (Majer & Hochholdinger,
2011).

199 aminoacidos

Dominio LOB 303 pb

/ \

Motivo de Cisteina Glicina conservada

AS2 s SPCAAFK FLR RKS:O,P ECVFAPYFPPDQPQKFANVHKVFGASNVTKLLNELH

Zipper de Leucina y residuos hidrofébicos

PSQREDAVNSLAYEADMRLRDPVYGCVGVISLLQHQLRQLQIDLSCAKSEL 1o

24398143 pb 101 aminoacidos ‘ 24400989 pb

Figura 9. Representacion de la region codificante del gen AS2 y del dominio LOB en Arabidopsis. La linea anaranjada
muestra la ubicacion del gen AS2 en del cromosoma 2. EI dominio LOB se caracteriza por un motivo de cisteina (azul), una
glicina conservada (rojo) y un motivo de cierre de leucina (verde). La region del cierre de leucina puede tener otros
aminoécidos hidrofébicos conservados, como valina e isoleucina. Modificado de Matsumura et al., 2009.
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Genética del desarrollo de hojas en helechos
El estudio del desarrollo de las hojas en los helechos (incluyendo grupos con morfologias foliares
bastante peculiares como son las especies de Equisetales, Psilotales y Ophioglossales) y de las redes
genéticas que lo controlan, son importantes para entender el origen y evolucion de las hojas, tanto en
el clado de los helechos, como en el linaje de las plantas vasculares. La genética del desarrollo de las
hojas de los helechos ha sido menos estudiada que la de las angiospermas; sin embargo, recientemente
se han realizado investigaciones enfocadas en entender la red genética que controla el desarrollo foliar
en los helechos (Bharathan et al., 2002; Harrison et al., 2005).

Estas investigaciones han encontrado que los helechos y las angiospermas comparten algunos
genes involucrados en el desarrollo de la hoja, como por ejemplo los factores de transcripcion : HD-
ZIP Clase 111 (Vasco et al., 2016) y KNOX Clase | y 1l (Bharathan et al., 2002; Harrison et al., 2005;
Ruiz-Estévez et al., 2017; Sano et al., 2005). Los experimentos de expresion de estos dos factores de
transcripcion en helechos han mostrado que la expresion de estos tiene un patrén similar al reportado
para angiospermas. Por ejemplo, el estudio de HD-ZIP Clase 1ll en varias especies de helechos,
incluyendo Equisetales y Psilotales, mostr6 que estos genes se expresan en la superficie adaxial de los
primordios foliares en helechos, similar a lo encontrado en angiospermas (Vasco et al., 2016). También
los experimentos de expresion de genes KNOX Clase | realizados en los helechos con hojas compuestas
Anogramma chaerophylla (Bharathan et al., 2002), Ceratopteris richardii (Sano et al., 2005) y
Vandenboschia speciosa (Ruiz-Estévez et al., 2017), mostraron que estos genes tienen un patron de

expresion similar al encontrado en angiospermas con hojas compuestas.
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Justificacion

Se ha propuesto que la regulacién negativa entre las proteinas KNOX Clase 1 y ARP en plantas
vasculares es la responsable de que se genere un grupo de células con destino determinado (hojas) a
partir de células meristematicas (SAM) (Lodha et al., 2013). Se han reportado genes ortologos de
KNOX Clase I y ARP en dos linajes de plantas vasculares lejanamente relacionados: licofitas y
angiospermas (Harrison et al., 2005). Esto sugiere que, a pesar de que las micrdéfilas y las megafilas
tienen un origen evolutivo diferente, podrian compartir algunos genes involucrados en regular su
desarrollo. Actualmente, se sabe que los genes KNOX Clase | estdn presentes en algunos helechos
como: Anogramma chaerophylla, Ceratopteris richardii, Osmunda regalis y Elaphoglossum peltatum
(Ambrose & Vasco, 2016; Bharathan et al., 2002; Sano et al., 2005). Sin embargo, alin se desconoce si
existen genes ortélogos a ARP en helechos y por lo tanto si el médulo genético KNOX Clase I-ARP
esta presente en este linaje de plantas.

Conocer si existen genes ortdélogos de ARP en helechos es importante ya que es el primer
acercamiento para establecer la evolucion de este grupo de genes en las plantas vasculares. Inferir si
estos genes se encontraban o no en el ancestro de las plantas vasculares nos permitira entender mejor

la evolucion de las hojas a lo largo de la historia evolutiva de las plantas terrestres.

Preguntas de investigacion

° ¢ Existen genes ortélogos de ARP en helechos?
° ¢Cual es la historia evolutiva de los genes ARP en plantas terrestres?
° ¢ Qué nos puede decir la evolucion de los genes ARP en plantas terrestres acerca de la evolucion

de las hojas megéfilas en eufilofitas?
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Objetivos

Objetivo General

e Conocer la historia evolutiva de los genes ARP en plantas vasculares con énfasis en helechos.

Objetivos Particulares

e Determinar si existen genes ortlogos de ARP en helechos.

e Inferir la historia evolutiva de los genes ARP en plantas terrestres a través de una filogenia.

e A traves de la filogenia de los genes ARP y de los genes MYB de plantas terrestres, generar
hipotesis acerca de la evolucion de los mddulos genéticos de desarrollo de las hojas megafilas
en eufilofitas.

e Identificar los motivos caracteristicos de los genes ARP.

e Inferir las posibles funciones de las secuencias de genes MYB en helechos a partir de una
filogenia.

e Determinar y comparar modelos de conformacion tridimensional de las proteinas ARP y las

secuencias cercanamente relacionadas.

Hipotesis
Nula
Los genes ARP estan presentes en helechos. Esto sugiere que los genes ARP y el médulo de desarrollo

de hojas KNOX Clase I-ARP se encontraban en el ancestro comun de las plantas vasculares, sugiriendo

que existe un mecanismo comun de desarrollo de hojas megaéfilas (Figura 10).

Alternativas

Los genes ARP no estan presentes en helechos, esto sugiere que: a) Los genes ARP se perdieron en los
helechos. Indicando que existen diferentes mecanismos de desarrollo de hojas megafilas (Figura 11 a);
0 b) Los genes ARP y el modulo de desarrollo de hojas KNOX Clase I1-ARP no se encontraban en el
ancestro comun de las eufilofitas; por lo que los genes ARP se transfirieron horizontalmente de un

linaje a otro.
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Figura 10. Hipotesis nula. Los
genes ARP estan presentes en
helechos. Esto sugiere que los
genes ARP y el mdédulo de
desarrollo de hojas KNOX
Clase 1-ARP se encontraban en
el ancestro comun de las plantas
vasculares, indicando que existe
un mecanismo comdn de
desarrollo de hojas megéfilas.

Figura 11. Hipotesis
alternativas. Los genes ARP no
estan presentes en helechos,
esto sugiere que: a) Los genes
ARP se perdieron en los
helechos. Indicando que existen
diferentes  mecanismos  de
desarrollo de hojas megéfilas; o
b) Los genes ARP y el mddulo
de desarrollo de hojas KNOX
Clase 1-ARP no se encontraban
en el ancestro comln de las
eufilofitas; por lo que los genes
ARP se transfirieron
horizontalmente de un linaje a
otro.

26



Materiales y métodos

Etapa I: Andlisis exploratorios, buscando los ortélogos de los genes ARP en
helechos
a) Busquedas de secuencias

Con la finalidad de reconstruir la filogenia de los genes ARP y explorar si existen genes ortdlogos a
AS1 en los diferentes linajes de plantas terrestres (musgos, licofitas, helechos y gimnospermas), se
realizaron diferentes busquedas de secuencias por similitud mediante el algoritmo de BLAST
(tBLASTX) (Altschul et al., 1990), con el gen AS1 (at2g37630) de Arabidopsis. Estas busquedas se
realizaron en las siguientes bases de datos de genomas y transcriptomas disponibles en repositorios
pablicos: TAIR (Lamesch et al., 2012) (https://www.arabidopsis.org/), OneKP (N et al., 2015)
(https://db.cngb.org/onekp/home/), Congenie (Nystedt et al., 2013) (http://congenie.org/), GenBank
(Benson et al.,, 2017) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), FernBase (Li et al., 2018)
(https://fernbase.org/) Phytozome (Goodstein et al., 2012)
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Ademaés, se realizaron busquedas en el genoma de
Ceratopteris richardii (Barbara Ambrose. Datos ain no publicados). El criterio de seleccion de
secuencias se fijé en un valor de E de menor a 1 x 107*°. A continuacion, se mencionan las

caracteristicas de cada una de las busquedas.

Angiospermas: Las secuencias de angiospermas incluidas inicialmente en el analisis fueron:
ASYMMETRIC LEAVES1 (At2g37630) de Arabidopsis thaliana, ROUGH SHEATH2
(NM_001112039.2) correspondiente a Zea mays, y PHANTASTICA (AJ005586.1) perteneciente a
Antirrhinum majus. Estas secuencias fueron obtenidas de la base de datos de GenBank (Supl. 1).

Gimnospermas: Se incluyeron secuencias de tres especies de gimnospermas: Ginkgo biloba, Picea

abies y Pinus taeda. Las secuencias de Ginko biloba fueron obtenidas de la base de datos de
transcriptomas de OneKP. Las secuencias de Picea abies y Pinus taeda fueron obtenidas de los

genomas disponibles en Congenie (Supl. 1).

Helechos: Para obtener las secuencias de helechos similares a ARP se hizo una busqueda en la base de
datos de OneKP. La basqueda incluyé al menos una especie que correspondiera a cada uno de los
ordenes de helechos (PPG I, 2016) (Figura 4, Cuadro 2). De igual forma se realizaron busquedas en los
genomas de los helechos Azolla filiculoides y Salvinia cuculata disponibles en FernBase, asi como en

el genoma aun no publicado de Ceratopteris richardii (Supl. 1).
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Licofitas: La busqueda de genes ort6logos de ARP en licofitas se realizo en la base de datos de OneKP.
Ademas de la secuencia del gen AS1 (at2g37630), se utilizo la secuencia reportada para Selaginella
kraussiana (SKARP) (Harrison et al., 2005). Con el gen AS1 Gnicamente se realizaron busquedas en:
Isoetes tegetiformans, Lycopodium annotinum y Selaginella kraussiana. Con el gen SKARP se
realizaron busquedas en todas las especies de licofitas con transcriptoma disponible en OneKP y en el

genoma de Selaginella moellendorffii, disponible en Phytozome. (Cuadro 3y Supl. 1).

Musgos: Las secuencias de musgos se realizaron en el genoma de Physcomitrella patens disponible en
Phytozome (Supl. 1).

b) Alineacion de secuencias
Las secuencias recuperadas de Congenie, FernBase, GenBank, y Phytozome incluyen la secuencia
codificante completa; por otro lado, las secuencias de OneKP, dado que son provenientes de
transcriptomas, son generalmente secuencias codificantes parciales. En el caso de las secuencias
provenientes de transcriptomas, solo fueron incluidas aquellas con dominios reconocibles completos.
Posteriormente las secuencias fueron depuradas para eliminar las que no presentaran marco de lectura
o fuesen muy cortas, segun las caracteristicas del alineamiento.

Los alineamientos se realizaron con la matriz de nucle6tidos, en la plataforma de MAFFT
(Katoh et al., 2017), con una penalizacién de 3 para la apertura de Gap, valor de compensacion de 1y
sin efecto en la puntuacion de la alineacion para los nucle6tidos N. Posteriormente, los alineamientos
se refinaron a mano con el programa de Mesquite v3.5 (Maddison, W. P. & D.R. Maddison. 2018)
(http://www.mesquiteproject.org). Para alinear las secuencias se tomé como referencia la posicion del
dominio MYB en Arabidopsis y se verifico que todas las secuencias estuvieran leidas con la direccion
5’- 3. Finalmente se eliminaron las secuencias repetidas o con el dominio MY B incompleto.

c) Filogenia Exploratoria 1
Con la matriz alineada se realiz6 un analisis de Maxima Verosimilitud (MV) usando el software publico
RaxML BlackBox (Stamatakis, 2014), en la plataforma publica CIPRES (https://www.phylo.org/)
(Miller et al., 2010). RaxML BlackBox realiza un analisis que permite obtener simultaneamente el
arbol mas verosimil y los soportes de las ramas (Stamatakis, 2014). Estos ltimos se calculan a través

de un analisis de Boostrap rapido (rapid bootstrap).

La filogenia obtenida fue visualizada y editada con el software de FigTree v1.4.3 (Rambaut Research

Group, n.d.) (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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Etapa Il: Ampliacion del muestreo a la familia de genes MYB

Con base en los resultados de la Filogenia Exploratoria 1, se decidié ampliar las busquedas de
secuencias en los diferentes linajes de plantas vasculares para incluir a los genes MYB. Esta segunda
busqueda tuvo como objetivo entender mejor las relaciones filogenéticas entre las secuencias incluidas
en la Filogenia Exploratoria 1 y entender las posibles funciones de las secuencias de helechos
recuperadas. Las busquedas se realizaron con el algoritmo de BLAST (tBLASTX), esta vez se

seleccionaron las secuencias con un valor de e <0.

a) Busquedas en angiospermas
Para realizar las busquedas adicionales de genes MYB de Arabidopsis se seleccionaron algunas
secuencias de helechos de los clados principales de la Filogenia Exploratoria 1, bajo el siguiente
criterio: tamarfio de la secuencia superior a 200 nucle6tidos y pocos caracteres ambiguos. Las busquedas
se hicieron en la base de datos de TAIR y solo se seleccionaron secuencias que estuvieran anotadas
como genes MYB con un valor de e<0. Las nuevas secuencias obtenidas se compararon con dos
filogenias de genes MYB previamente publicadas (Bowman et al., 2017; Stracke et al., 2001). Las
secuencias que se encontraban en las filogenias publicadas, pero que no se recuperaron en nuestras
busquedas de BLAST, fueron afiadidas a la matriz inicial. La nueva matriz se alined y analizo utilizando
los mismos métodos descritos en la Etapa I, incisos b y c. De este analisis se obtuvo la Filogenia
Exploratoria 2.

b) Busquedas en helechos, gimnospermas, licofitas y musgos
La Filogenia Exploratoria 2 se utilizd para detectar los clados en donde solo algunos de los linajes de
plantas vasculares estuvieran representados. De estos clados se seleccionaron diferentes secuencias de
Arabidopsis y con ellas se realizaron nuevas busquedas bajo el algoritmo de tBLASTX en los diferentes
linajes, como se especifica a continuacion.

Gimnospermas: Las busquedas se realizaron Unicamente en las especies que contaban con genoma:

Picea abies y Pinus taeda, de la base de datos de Congenie (http://congenie.org/) (Supl. 1).

Helechos: Se realizaron busquedas en la base de datos de genomas FernBase (https://fernbase.org/) de
las especies Azolla filiculoides y Salvinia cuculata. Adicionalmente, usando nuevamente el gen AS1
(at2g37630), se hicieron busquedas en todos los transcriptomas de helechos disponibles en la base de
datos de OneKP (Supl. 1).

Licofitas y musgos: Se realizaron busquedas en Selaginella moellendorffii, Gnica especie de licofitas

que cuenta con un genoma reportado y en el genoma del musgo Physcomitrella patens. Las secuencias

de ambas especies se obtuvieron de la base de datos Phytozome (Supl. 1).
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Todas las nuevas secuencias obtenidas fueron integradas a la matriz de la Filogenia Exploratoria 2, que

fue punto de partida para laEtapa I1l, como se describe a continuacion.

Etapa I11: Historia evolutiva de los genes MYB y ARP con énfasis en helechos

a) Division de los datos en dos matrices
Con las secuencias obtenidas en las Etapas | y 11, se construyeron dos matrices, que se alinearon con
los métodos detallados en la Etapa I. La primera matriz incluyé todas las secuencias recuperadas de
genomas y de transcriptomas (matriz G+T). La segunda matriz incluyé Gnicamente las secuencias
provenientes de genomas (matriz G) (Cuadro 4 y Supl. 1). Esto con la finalidad de reducir el namero
de terminales para que estas no excedieran el nimero de caracteres informativos, debido a que en
ocasiones cuando el numero de terminales supera el nimero de caracteres, las filogenias no estan
resueltas y los soportes de las ramas son malos.

b) Analisis de similitud
Con la finalidad de determinar el grado de similitud existente entre los genes ARP, las secuencias con
dominio MYB de Arabidopsis y las secuencias afines encontradas en todas las busquedas, se realizo
un analisis de similitud con la matriz G. De esta manera también se defini6 al grupo externo en el que
se enraizarian las filogenias obtenidas con los diferentes andlisis (RaxML, IQtree y MrBayes). Este
analisis fue realizado bajo el método de agrupamiento Neighbor joining, con la matriz G de
aminoéacidos en la plataforma de MAFFT (Katoh et al., 2017).

¢) Andlisis filogenéticos
Para entender la evolucion de los genes MYB y ARP en el contexto de las plantas vasculares se
realizaron analisis filogenéticos con las secuencias de nucleétidos de las matrices G y G+T, bajo dos
enfoques estadisticos diferentes: Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (I1B).

Los analisis de MV se realizaron con dos softwares diferentes: 1Qtree (Hoang et al., 2007) y
RaxML BlackBox (Stamatakis, 2014) en la plataforma Cipres (Miller, et al., 2010). RaxML BlackBox
emplea el modelo GTR-CAT de forma predeterminada y realiza un analisis que permite obtener
simultaneamente el arbol mas verosimil y los soportes de las ramas (Stamatakis, 2014). Estos Gltimos
se calculan a traves de un analisis de boostrap rapido (rapid bootstrap).

Con 1Qtree se empled el modelo de evolucion molecular GTR+G+I obtenido mediante un
analisis de concientes de verosimilitud jerarquico (hLRT) en MrModeltest 2.4 (Nylander, 2004). Los
soportes de ramas se calcularon a través de un analisis de bootstrap ultra rapido (Ultrafast bootstrap)

(Hoang et al., 2007).
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Los andlisis de 1B fueron realizados con el programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) bajo el
modelo de evolucion molecular obtenido con con MrModeltest 2.4 (GTR+G+I). Los analisis se
corrieron durante 10 millones de generaciones con cuatro cadenas de Markov (tres calientes y una fria),
y un muestreo de la distribucion de probabilidad posterior cada 1000 generaciones. Las muestras
correspondientes a la fase inicial de las cadenas de Markov (25%) se descartaron. La aplicabilidad de
este valor se determin6 mediante la inspeccion de los “likelihood Scores” con el software Tracer 1.5
(Drummond & Rambaut, 2015). Los arboles obtenidos, después de descartar el 25%, se combinaron
para obtener un arbol de consenso de mayoria y las respectivas probabilidades posteriores (PP) de los

nodos. Todos los arboles se visualizaron utilizando FigTree v1.4.0 (Rambaut Research Group).

Etapa IV: Motivos y modelos por homologia de las proteinas ARP

a) Analisis de motivos proteicos
Para detectar motivos proteicos caracteristicos de los genes ARP y de las secuencias cercanamente
relacionadas a ellos de acuerdo con las filogenias obtenida en la Etapa Ill, se realizd un analisis de
MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) (http://meme-suite.org/tools/meme) (Bailey & Elkan,
1994). Para este analisis se utilizo el alineamiento de amino&cidos de la matriz G+T bajo los siguientes
parametros: modo clasico de descubrimiento de motivos, cero a una ocurrencia por secuencia, y un
ndmero méximo de 40 motivos.

El anélisis de MEME permite determinar motivos caracteristicos de un grupo de secuencias.
Este analisis muestra la longitud del motivo localizado y el nivel de conservacion de los aminoacidos
que conforman el motivo dentro del grupo de secuencias que lo comparten, mediante un analisis de
similitud de las secuencias traducidas a aminoacidos. El programa MEME arroja motivos usando
modelamiento estadistico para elegir automéaticamente las secuencias que ocurren repetidamente dentro
de un grupo de secuencias relacionadas; teniendo en cuenta la longitud, nimero de ocurrencias y la
descripcion de cada motivo. El programa también arroja un valor de e que describe la probabilidad de

encontrar un patron similar en secuencias aleatorias.

b) Modelos por homologia de las proteinas ARP y clado b
Con la finalidad de determinar la estructura proteica de los genes ARP y de los genes MYB
cercanamente relacionados (de acuerdo con las filogenias obtenidas en la Etapa Ill), se realizd un
analisis de estructura terciaria de las proteinas en la plataforma de SWISS-MODEL (Waterhouse et al.,
2018) (https://swissmodel.expasy.org/). Este analisis consiste en realizar un BLAST con la secuencia
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traducida a aminoacidos, para compararla con otras secuencias depositadas en el repositorio de SWISS-
MODEL. El software construye un modelo con base en la proteina que se haya seleccionado de acuerdo
a los mejores valores de identidad (GMQE y QSQE), y finalmente el modelo se evalia mediante la
funcién de puntuacion QMEAN, la cual debe de ser QMEAN <1, para poder considerar que el modelo
representa a la estructura terciaria de la proteina en cuention.

Para la construccion del modelo tridimensional de las proteinas de los clados ARP y b (de
acuerdo con la filogenia G+T obtenida de RaxML; Figura 14) se us6 como plantilla la estructura
3zqc.3.A correspondiente a la proteina MYB3 de Arabidopsis reportada en esta misma plataforma.
Para la realizacion de los modelos se utilizaron las secuencias completas de residuos de aminoacidos
de las proteinas AS1, PHAN, RH2 y SKARP, mientras que para las secuencias ortélogas y las agrupadas
en el clado b unicamente se tomaron en cuenta los aminoacidos que se encontraban a partir de la primera

metionina hasta el primer codon de termino (Figura 12).

Resultados

Etapas | y Il: Busqueda exploratoria de secuencias y ampliacion del muestreo

La Filogenia Exploratoria 1, nos permiti6 visualizar y entender el nivel y cobertura de las busquedas
realizadas. En esta filogenia, ninguna de las secuencias de helechos incluidas se recuperd dentro del
clado que contenia las secuencias previamente publicadas de ARP en angiospermas, gimnospermas y
licofitas (Harrison et al., 2005). La Filogenia Exploratoria 2, incluy6 nuevas secuencias de genes MYB
de todos los linajes de plantas vasculares, principalmente de Arabidopsis, con el objetivo de entender
mejor la relacion filogenética de las secuencias de la Filogenia Exploratoria 1 y entender la posible
funcién de las secuencias de helechos, su relacion con los genes MYB de Arabidopsis y con ello sus
posibles funciones.

A partir de las busquedas realizadas en las Etapas | y Il y tras una depuracion que incluyo la
eliminacién de secuencias cortas, con el dominio incompleto o duplicadas, se obtuvo un total de 405
secuencias, de las cuales 30 pertenecen a musgos (todas del genoma de Physcomitrella patens), 49 a
licofitas (28 del genoma de Selaginella moellendorffii y 21 de transcriptomas de otras licofitas); 151 a
helechos (99 de los genomas de Azolla filiculoides, Ceratopteris richardii y Salvinia cucullata y 52 de
transcriptomas de otras especies de helechos); 68 a gimnospermas (66 de los genomas de Picea abies
y Pinus taeda y dos del transcriptoma de Ginkgo biloba) y 107 a angiospermas (una de Antirrhinum
majus, una Zea mays y 105 de Arabidopsis) (Cuadro 4 y Supl. 1).
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Etapa I11: Filogenias finales, historia evolutiva de los genes MYB y ARP con énfasis
en helechos

a) Alineamientos
El alineamiento de la matriz G+T cuenta con 405 terminales, la region alineada corresponde a 297
nucleotidos (99 residuos de aminoacidos) del dominio MYB. Nuestros alineamientos muestran que,
ademas de la fenilalanina, el primer triptofano de la repeticion R3, posicién 82 (Figura 12) es
reemplazado ya sea por leucina, isoleucina, fenilalanina o, en menor medida, por valina y metionina,
aungue, en algunos casos se conserva el triptéfano, todos estos aminoacidos son hidrofébicos y no
parece existir un reemplazo caracteristico por linaje.

En el alineamiento de aminoacidos de la matriz G+T (Figura 12, secuencias 1-14), se puede
notar que las secuencias correspondientes al clado ARP tienen Unicamente un residuo de leucina en la
posicion 54 en lugar del primer triptéfano de la repeticion R3. Ademas, las secuencias del clado ARP
se diferencian notoriamente del resto de las secuencias del alineamiento G+T porque presentan un
residuo de triptéfano extra en la posicion 91.

Las secuencias 15-23, que corresponden a las agrupadas en el clado b (Figuras 11 y 15) también
muestran diferencias significativas en comparacién con las secuencias del clado ARP y las que
conforman el resto de la matriz. Por ejemplo, la presencia de dos serinas continuas en las posiciones
28y 29, dos argininas continuas en las posiciones 31 y 32 y dos valinas consecutivas en las posiciones

62 y 63, excepto en la secuencia 15 correspondiente a la proteina MYB125 de Arabidopsis.
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Figura 12. Alineamiento de la matriz G+T
(aminoacidos). Unicamente se muestran las
secuencias del clado ARP, clado b y otras
secuencias de genes MYB de Arabidopsis.
La regién del dominio MYB empleada para
el alineamiento cuenta con 99 aminoécidos
y 405 terminales (en esta figura Gnicamente
se muestran 37 secuencias). De acuerdo
con Stracke et al., 2001, en este
alineamiento la repeticion R2 abarca las
posiciones 1- 48, mientras que la repeticion
R3 las posiciones 49-99,
aproximadamente. Las primeras 14
secuencias de este alineamiento se
recuperan en el clado ARP de los analisis
de Méaxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana realizados con la matriz G+T
(Figura 16). Se puede observar que estas
secuencias tienen un triptéfano extra en la
posicién 91; en la posicion 54, es en donde
se supone que esta el primer triptdfano de
la repeticion R3, hay una leucina; en el
resto de las secuencias el aminoacido que
sustituye al tript6fano es una fenilalanina o
isoleucina.  Las  secuencias  15-23
corresponden a las agrupadas en el clado b.
Se pueden observar ciertas diferencias
entre las secuencias del clado ARP y las
secuencias del clado b, por ejemplo: dos
serinas continuas en las posiciones 28 y 29,
dos argininas continuas en las posiciones
31 y 32 y dos valinas consecutivas en las
posiciones 62 y 63, excepto en la secuencia
15 correspondiente a la proteina MYB125
de Arabidopsis.
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b) Analisis de similitud
El analisis de similitud arroj6 como resultado que las secuencias Selaginella_moe_ 113921 y
Selaginella_moe_179572 son las que mas difieren del resto de secuencias con dominio MYB. Por esta
razon, ambas secuencias fueron utilizadas como grupo externo en los andlisis filogenéticos posteriores.
Cabe mencionar que el uso de estas secuencias como grupo externo no significa que su divergencia
haya sido anterior a las del resto de las secuencias (material suplementario V1).

También logramos determinar que las secuencias de los genes ARP se agruparon todas juntas y
es ese grupo el mas diferente a todas las otras secuencias, sin tomar en cuenta a las secuencias
Selaginella_moe_113921 y Selaginella_moe_ 179572, usadas para enraizar el arbol filogenético.

El andlisis de similitud mostr6 que las secuencias incluidas en la matriz G se dividen en dos

grupos principales (Supl. 6).

c) Analisis filogenéticos con la Matriz G
Con la matriz G, que incluye Unicamente secuencias provenientes de genomas, se realizd un anélisis
de Inferencia Bayesiana (IB) y dos anélisis filogenéticos de Méaxima Verosimilitud (MV) con diferentes
programas: RaxML en BlackBox y IQtree. Las tres filogenias obtenidas a partir de estos analisis
recuperaron 22 grandes clados con soportes de moderados a buenos. Estos clados se conforman por las
mismas secuencias en todos los analisis, sin embargo, las relaciones entre clados se modifican
dependiendo del método (Figura 13 y Supl. 3 y 5). Para la descripcion de resultados nos acotaremos a
la filogenia obtenida con los analisis de IB.

De los 22 clados identificados, los clados b, c, o, p, g, r agrupan secuencias de los diferentes
linajes de plantas terrestres. El clado fi agrupa Gnicamente a secuencias de plantas con semilla. Los
clados f, h, i, k, I, estan compuestos exclusivamente de secuencias de Arabidopsis. En la Figura 13, se
indican las funciones reportadas para los diferentes genes MYB de Arabidopsis agrupadas en cada uno
de los clados. En general, todas las funciones anotadas para los genes MYB de Arabidopsis, se
relacionan con la respuesta a algun tipo de estrés, o con la sintesis de diferentes metabolitos, polimeros
y fitohormonas. Unicamente los clados i, 0 y u cuentan con genes de Arabidopsis que se relacionan con

la diferenciacion de células meristematicas o el desarrollo de 6rganos laterales.
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o
[
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Desarrollo de raiz y érganos laterales, biosintesis
de antocianinas.
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respuesta al estrés producido por sequia, luz o heridas.
‘ Respuesta a estrés; alargamiento de las fibras; biosintesis de glucosinolatos;
ﬂ desarrollo del gametofito femenino.
u « Regulacion en la diferenciacion de células meristematicas.

/L[ Selaginella_moe_113921
Selaginella_moe_179572

'

0.5

Figura 13. Resumen del andlisis bayesiano de la matriz G. Esta filogenia fue realizada con Inferencia Bayesiana con el
programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) bajo el modelo de evolucion molecular GTR+G+l, durante 10 millones de
generaciones con cuatro cadenas de Markov (tres calientes y una fria), y un muestreo de la distribucién de probabilidad
posterior cada 1000 generaciones. Se muestran 22 clados, en cada uno se sefialan el nimero de copias de genes MYB
identificadas para helechos. Con base en los genes MYB de Arabidopsis agrupados en cada clado se determiné una posible
funcién. Para mas detalle de las secuencias que conforma a cada clado, ver Figura 14.
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Figura 14. Filogenia de genes MYB de plantas terrestres. Esta filogenia fue realizada con Inferencia Bayesiana con el
programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) bajo el modelo de evolucién molecular GTR+G+l. Con los puntos rojos se
marcan las copias de genes MYB identificadas para helechos (26 copias). Cada linaje se identifica por un color diferente:
musgos- verde, licofitas-morado, helechos-anaranjado, gimnospermas-azul claro, angiospermas-azul marino. Se muestran
todas las secuencias de la matriz G agrupadas en los 22 clados resumidos en la Figura 13.
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d) Anadlisis filogenéticos con la Matriz G+T (Genomas +Transcriptomas)

Con el fin de determinar si existen genes ortdlogos de ARP en helechos, se realizaron tres analisis
filogenéticos con la matriz G+T: un andlisis basado en Inferencia Bayesiana (IB) (Figura 16) y dos
analisis de Maxima Verosimilitud (MV), con diferentes programas: RaxML en BlackBox y IQtree
(Supl 2y 4).

Al comparar las filogenias que se obtuvieron con la matriz G+T y la matriz G, encontramos que
los 22 clados recuperados con la matriz G también se recuperan con la matriz G+T. A pesar de que
algunas relaciones entre las terminales se modifican los clados se conforman por las mismas secuencias,
la Gnica diferencia es que en las filogenias de la matriz G+T se integran las secuencias provenientes de
los transcriptomas de diferentes linajes de plantas.

Los analisis realizados con IB y MV en ambas matrices (G y G+T) nos muestran que un nimero
menor de terminales, en este caso, no modificd considerablemente la resolucion del arbol ni mejora en
gran medida los valores de probabilidad posterior (PP) y Bootstrap.

En las tres filogenias realizadas con la matriz G+T, se recuper6 un clado, que Illamamos clado
ARP, el cual agrup6 las secuencias previamente reportadas como ARP (AS1, PHAN, RH2, SKARP) y
diez secuencias mas, 8 de Selaginella y 2 de gimnospermas (Figura 16). Todas las filogenias realizadas
con la matriz G+T muestran que el gen ortélogo de ARP en este linaje, es de copia Unica. Ninguna de
las tres filogenias recupera dentro del clado ARP secuencias de helechos. También se recupera un clado
(Figura 16, clado b) conformado por una secuencia de musgos, dos de Selaginella, cuatro de helechos,
una de gimnospermas y una de angiospermas.

A pesar de que el clado b se recupera en las tres filogenias (Figura 15, Supl. 2 y 4), su relacion
con el clado ARP cambia. En la filogenia obtenida con RaxML el clado b es hermano del clado ARP.
En la filogenia obtenida con MrBayes es parte de una tricotomia. En la filogenia obtenida con IQtree,
el clado b se recupera como grupo hermano al clado c-q. En la Figura 17 se muestra un resumen de las

diferentes relaciones del clado b con el clado ARP y clado c-q.
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Figura 15. Resumen del anélisis bayesiano de la matriz G+T. Esta filogenia fue realizada con Inferencia Bayesiana con el
programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) bajo el modelo de evolucion molecular GTR+G+1. En esta filogenia se recuperan
los 22 clados previamente identificados con los analisis filogenéticos de la matriz G. Las secuencias de helechos que no se
agrupan en ningun clado provienen de transcriptomas.
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Figura 16. Filogenia de genes MYB de plantas terrestres, Matriz G+T. Esta filogenia fue realizada con Inferencia

Bayesiana con el programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) bajo el modelo de evolucién molecular GTR+G+1. Con los
puntos rojos se marcan las copias de genes MY B identificadas para helechos. Cada linaje se identifica por un color diferente:
musgos- verde, licofitas-morado, helechos-anaranjado, gimnospermas-azul claro, angiospermas-azul marino. Se muestran
todas las secuencias de la matriz G+T agrupadas en los 22 clados resumidos en la Figura 15.
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Figura 17. Resumen de las filogenias realizadas con Inferencia Bayesiana y Maxima Verosimilitud con las matrices G y
G+T. Se muestran las relaciones entre los clados ARP, b y ¢c-q y los soportes de las ramas, dependiendo del anélisis
empleado. Los valores mas altos en cada una de las ramas representan los soportes de porbabilidad posterior (IB) y boostrap
(MV) obtenidos con la matriz G; los valores mas bajos de cada rama corresponden a los obtenidos con la matriz G+T. I)
Topologia obtenida con inferencia Bayesiana (Figuras 13 y 15). 1) Topologia obtenida con el andlisis de Méxima
Verosimilitud (IQtree) (Sulp. 4 y 5); I11) Topologia obtenida con | analisis de Maxima Verosimilitud (RaxML) (Sulp. 2y
3).

e) Analisis de motivos proteicos
Con el fin de identificar los motivos proteicos que caracterizaban a las secuencias del clado ARP y del
clado b en la matriz G+T (Figura 12), se realiz6 un analisis de motivos proteicos (MEME), utilizando
el dominio MYB. Este analisis identifico 40 motivos (Supl. 7); los motivos proteicos que tienen el
mejor valor de E se muestran en la Figura 18 (motivos a-j).

Todas las secuencias incluidas en la matriz G+T comparten dos motivos proteicos que son los
de mayor longitud y tienen 41 y 29 aminoé&cidos respectivamente (Figura 18a y b). Ambos motivos
cuentan con pocos aminoacidos conservados en todas las secuencias; sin embargo, en ambos motivos
se identifican los residuos de triptéfanos conservados caracteristicos de cada repeticion (Figura 18a 'y
b).

El analisis de motivos proteicos reveld que existen dos motivos que son exclusivos del clado
ARP (Figura 18 e y i). Uno de ellos se localiza en la region amino terminal, y en lo sucesivo lo
Ilamaremos motivo ARP inicial (Figura 18 i), y el otro se localiza en la region préxima al carboxilo

terminal, por lo que en lo sucesivo lo llamaremos motivo ARP final (Figura 18 e). EI motivo ARP
o1



inicial, esta conformado Unicamente por seis residuos de aminoacidos. EI motivo ARP final cuenta con
un residuo de triptdfano extra junto al tercer triptfano de la repeticion R3 y tiene 21 aminoécidos de
los cuales 14 estan conservados en todas las secuencias del clado ARP.

Las filogenias obtenidas con la matriz G+T y los analisis de MEME realizados con esta misma
matriz (Figura 18), muestran la presencia de genes ortélogos de ARP en ocho especies de Selaginella:
Selaginella acanthonota, S. apoda, S. selaginoides, S. stauntoniana, S. wallacei, S. willdenowii, S.
lepidophylla y S. moellendorffii. Hasta ahora, inicamente se habian reportado genes ort6logos de ARP
en S. kraussiana (Harrison et al., 2005). También se identificaron dos secuencias de gimnospermas
ortologos de ARP: Picea_abi_101987g0010 (Picea abies), Ginkgo_biloba SGTW_ 2032857 (Ginkgo
biloba). Los genes que detectamos como ortélogos de ARP, comparten con AS1, PHAN y RS2 el motivo
ARP (Figura 18e).

Para las secuencias del clado b, el analisis de MEME no identificO motivos exclusivos. Sin
embargo, como se menciona en los resultados del alineamiento, la visualizacion directa permite
identificar algunos residuos de aminoacidos conservados en posiciones especificas y que son
exclusivos de las secuencias correspondientes a este clado: Por ejemplo, dos serinas continuas en las
posiciones 28 y 29, dos argininas continuas en las posiciones 31 y 32 y dos valinas consecutivas en las
posiciones 62 y 63, excepto en la secuencia 15 correspondiente a la proteina MYB125 de Arabidopsis
(Figura 12).

Las secuencias Selaginella_moe_ 113921 y Selaginella_moe_179572, que fueron identificadas en
el analisis de similitud como las secuencias que mas difieren, también tuvieron dos motivos exclusivos
(Figura 18 j, k).
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Figura 18. Analisis de motivos proteicos. Se muestran los esquemas que representan a cada uno de los motivos proteicos
identificados mediante el andlisis de MEME. El tamafio de la letra que de cada aminoacido representa la frecuencia con la
que se repite dicho residuo en las secuencias en las que se identificé el motivo. La cantidad de aminoacidos que conforman
cada dominio est4d marcada por el eje inferior. El valor de e indica la probabilidad que existe de que esa secuencia de
aminodcidos se haya encontrado por azar en el alineamiento, los primeros diez motivos son los que obtuvieron el mejor
valor de E (a-j), estos motivos son compartidos por la mayoria de las secuencias incluidas en este analisis. Los motivos de
mayor interés para este estudio son los siguientes: e) Motivo proteico identificado como exclusivo de las secuencias ARP;
j), k) motivos caracteristicos del grupo externo.
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f) Modelo por homologia de las proteinas del clado ARP y el clado b
Con el fin de evaluar y comparar la conformacion tridimensional que adquieren las proteinas ARP y
las secuencias del clado b (grupo hermano del clado ARP en los analisis de MV), se realizaron modelos
de estructura tridimensional en la plataforma de SWISS-MODEL.

La mayoria de los modelos proteicos obtenidos con el analisis en SWISS-MODEL tiene dos
grupos de alfa hélices: el grupo cercano a la region amino terminal que cuenta con dos o tres alfa hélices
y el grupo cercano a la region carboxilo terminal que en todos los casos cuenta con tres alfa hélices
(Figura 19). La unica excepcion fue el modelo correspondiente a Selaginella moellendorffii
(Selaginella_moe_80215) en donde no es posible diferenciar el grupo cercano a la region carboxilo
terminal (Figura 19 ).

Cada uno de los grupos de alfa hélices corresponde a una repeticion, es decir, el grupo cercano
a la regién amino terminal corresponde a la repeticion R2 y el grupo de alfa hélices cercano a la region
carboxilo terminal corresponde a la repeticion R3. Estas repeticiones, en todos los modelos, estan
unidas por un asa. Dos de los modelos correspondientes a las secuencias provenientes de helechos
cuentan con una pequefia hélice que une a ambas repeticiones (Figura 19 g, i). Algunos de los modelos

tienen una hélice incompleta en la repeticion R2 (Figura 19 a, e, f, g).
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Figura 19. Modelo por homologia de las proteinas del clado ARP y clado b.
a) PHAN (Antirrhinum majus), b) AS1 (Arabidospsis thaliana), c) Picea_
abi_101987g0010 (Picea abies), d) SKARP (Selaginella krausiana), e)
Selaginella_moe_140962 (Selaginella moellendorffii), f) RS2 (Zea mays),
0) Azolla_fil_s0076_g037908 (Azolla filiculoides), h)
Arabidopsis_tha_ MYB125 (Arabidospsis thaliana), i)
Ceratopteris_ric_47230 (Ceratopteris richardii), )
Physcomitrella_pat_Pp3c8_16720V3  (Physcomitrella  patens), k)
Picea_abi_130648g0010 (Picea abies), 1) Salvinia_cuc_s0147 g023157
(Salvinia  cucullata), m) Salvinia_cuc_s1503_g028048 (Salvinia
cucullata), n) Selaginella_moe 59725 (Selaginella moellendorffii), )
Selaginella_moe_80215 (Selaginella moellendorffii). Los modelos se
obtuvieron con el software Swiss Model y se visualizaron en PyMol.
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Cuadro 1. Genes MYB vy sus funciones en plantas. En este cuadro se muestran los genes MYB de Arabidopsis incluidos en
los andlisis filogenéticos y sus funciones reportadas. Los genes MYB relacionados con desarrollo de 6rganos laterales o
diferenciacion celular se resatan en negritas.

Nombre de la secuencia Funcion Referencia

en el andlisis
Arabidopsis_tha_AB493533 1

Arabidopsis_tha_AB493793_1
Arabidopsis_tha_AS1
Arabidopsis_tha_AY059820_1
Arabidopsis_tha_AY062619 1
Arabidopsis_tha_MYB00O

Proteina hipotética reportada como MYB, no hay prueba funcional. ---
Proteina hipotética reportada como MYB, no hay prueba funcional. ---
Proteina MYB. Especificacion proximo-distal de la hoja.
Proteina hipotética reportada como MYB, no hay prueba funcional. ---
Proteina hipotética reportada como MYB, no hay prueba funcional. ---

Desarrollo de tricomas y rafz. Revisado en Bowman et al., 2017

Arabidopsis_tha_MYB001
Arabidopsis_tha_MYB002

Arabidopsis_tha_MYB0O03
Arabidopsis_tha_MYB004
Arabidopsis_tha_MYB005
Arabidopsis_tha_MYB009
Arabidopsis_tha_MYB010
Arabidopsis_tha_MYB0O11
Arabidopsis_tha_MYB012
Arabidopsis_tha_MYBO013
Arabidopsis_tha_MYB014
Arabidopsis_tha_MYB016
Arabidopsis_tha_MYB017
Arabidopsis_tha_MYB018
Arabidopsis_tha_MYB019
Arabidopsis_tha_MYB020

Arabidopsis_tha_MYB022

Arabidopsis_tha_MYB023

Arabidopsis_tha_MYB025

Arabidopsis_tha_MYB026

Arabidopsis_tha_MYB027
Arabidopsis_tha_MYB028

Arabidopsis_tha_MYB029
Arabidopsis_tha_MYB030
Arabidopsis_tha_MYB031
Arabidopsis_tha_MYB032
Arabidopsis_tha_MYB034

Arabidopsis_tha_MYB035
Arabidopsis_tha_MYB036
Arabidopsis_tha_MYB037

Arabidopsis_tha_MYB039
Arabidopsis_tha_MYB042
Arabidopsis_tha_MYB043
Arabidopsis_tha_MYB045
Arabidopsis_tha_MYB046
Arabidopsis_tha_MYB049
Arabidopsis_tha_MYB050
Arabidopsis_tha_MYB052
Arabidopsis_tha_MYB053
Arabidopsis_tha_MYB054
Arabidopsis_tha_MYB055

Respuesta a estrés.

Respuesta al estrés hidrico y osmético. Activador transcripcional
en ABA.
Biosintesis de fenilpropanoides.

Biosintesis de fenilpropanoides.

Biosintesis de flavonoides.

Biosintesis de lignina, glucosinolato, fibra.

Necesario para el crecimiento en condiciones limitantes de hierro.
Biosintesis de flavonoides.

Biosintesis de flavonoides

Biosintesis de lignina, glucosinolato, fibra.

Respuesta de la planta al estrés por frio.

Regulador de la formacion de la cuticula.

Biosintesis de lignina, glucosinolato, fibra

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.

Respuesta a estrés salino.

Desarrollo del gametofito femenino, biosintesis de
glucosinolato.

Control de diferenciacidn de células epidérmicas.
Respuesta a estrés.

Engrosamiento secundario en la antera.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.

Regulador positivo de los glucosinolatos derivados de metionina
alifaticos.
Sintesis de glucosinolato.

Sintesis de glucosinolato, lignina, fibras.

Sintesis de glucosinolato, lignina, fibras.

Sintesis de fenilpropanoides.

Sintesis de glucosinolato, lignina, fibras.

Desarrollo.

Desarrollo.

Regulacién del meristema axilar y formacidn lateral de

érganos laterales.
Sintesis de glucosinolato, lignina, fibras.

Biosintesis de la pared celular secundaria.
Biosintesis de la pared celular secundaria.
Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.
Expresion en silicua y capullos de flores.
Respuesta a estrés por altas condiciones de sal.
Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.
Engrosamiento de la pared celular.

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.
Engrosamiento de la pared celular.

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.

Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017

Revisado en Bowman et al., 2017
Jinetal., 2000
Parish et al., 2009
Revisado en Bowman et al., 2017
Palmer et al., 2013
Pandey, Misra, & Trivedi, 2015
Wang et al., 2016
Revisado en Bowman et al., 2017
Chen etal., 2013
Oshima & Mitsuda, 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Cuietal.,, 2013
Revisado en Bowman et al., 2017

Nam et al., 2009
Revisado en Bowman et al., 2017
Simpson et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Gigolashvili et al., 2007

Vaneechoutte et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013

Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013

Revisado en Bowman et al., 2017

Zhong et al., 2008

Zhong et al., 2008
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013

Yanhui et al., 2006
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
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Arabidopsis_tha_MYB056
Arabidopsis_tha_MYB058
Arabidopsis_tha_MYB059
Arabidopsis_tha_MYB060
Arabidopsis_tha_MYB061
Arabidopsis_tha_MYB062
Arabidopsis_tha_MYB063
Arabidopsis_tha_MYB064
Arabidopsis_tha_MYB065
Arabidopsis_tha_MYB066
Arabidopsis_tha_MYB068
Arabidopsis_tha_MYB069
Arabidopsis_tha_MYB070
Arabidopsis_tha_MYB072
Arabidopsis_tha_MYB073
Arabidopsis_tha_MYB074
Arabidopsis_tha_MYB0O76
Arabidopsis_tha_MYBO77
Arabidopsis_tha_MYB078
Arabidopsis_tha_MYB079
Arabidopsis_tha_MYB082
Arabidopsis_tha_MYB083
Arabidopsis_tha_MYB084
Arabidopsis_tha_MYB085
Arabidopsis_tha_MYB086
Arabidopsis_tha_MYB087
Arabidopsis_tha_MYB093
Arabidopsis_tha_MYB094
Arabidopsis_tha_MYB095
Arabidopsis_tha_MYB096
Arabidopsis_tha_MYB097
Arabidopsis_tha_MYB098
Arabidopsis_ tha_MYB100
Arabidopsis_tha_MYB101
Arabidopsis_tha_MYB103
Arabidopsis_tha_MYB105
Arabidopsis_tha_MYB106
Arabidopsis_tha_MYB107
Arabidopsis_tha_MYB108
Arabidopsis_tha_MYB109
Arabidopsis_tha_MYB110
Arabidopsis_tha_MYB111
Arabidopsis_tha_MYB112
Arabidopsis_tha_MYB113
Arabidopsis_tha_MYB115
Arabidopsis_tha_MYB116
Arabidopsis_tha_MYB117

Arabidopsis_tha_MYB118
Arabidopsis_tha_MYB119
Arabidopsis_tha_MYB120
Arabidopsis_tha_MYB122

Arabidopsis_tha_MYB124
Arabidopsis_tha_MYB125

Arabidopsis_tha_MYB305

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.

Biosintesis de lignina.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Respuesta a estrés hidrico.

Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Biosintesis de lignina.

Biosintesis de glucosinolatos.

Desarrollo del estambre y de la antera.

Desarrollo de pelos radiculares.

Alargamiento de la raiz, formacién de érganos laterales.
Engrosamiento de la pared celular.

Respuesta al estrés producido por sequia, luz o heridas.
Necesario para el crecimiento en condiciones limitantes de hierro.
Respuesta al estrés producido por sequia, luz o heridas.
Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.
Biosintesis de glucosinolatos.

Respuesta al estrés producido por sequia, luz o heridas.
Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Biosintesis de fenilpropanoides y desarrollo de tricomas.
Desarrollo, biosintesis de mucilago y lignina.
Alargamiento de la raiz, formacién de érganos laterales.
Biosintesis de la pared celular secundaria.

Biosintesis de flavonoides.

Biosintesis de antocianinas.

Regulador negativo del desarrollo de la raiz lateral.
Respuesta a estrés por sequia.

Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.

Respuesta a estrés por sequia.

Control de la diferenciacién del tubo polinico.
Biosintesis de glucosinolatos.

Biosintesis de glucosinolatos.

Respuesta hormonal (sefializacion Giberelinas).
Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Desarrollo pared celular.

Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.
Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Alargamiento de las fibras.

Desarrollo pared celular.

Biosintesis de flavonoides.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.
Biosintesis de antocianinas.

Embriogénesis.

Respuesta a estrés hidrico y a altas condiciones de sal.

Desarrollo pared celular.

Embriogénesis.

Biosintesis de glucosinolatos.

Control de la diferenciacién del tubo polinico.

Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.

Regulacidn en la diferenciacion de células meristematicas.
Formacion de gametos masculinos (entrada de la célula generativa

en la mitosis).
Respuesta a Luz Ultravioleta

Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Palmer et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Gigolashvili et al., 2007
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Zhong et al., 2008
Zhang et al., 2015
Revisado en Bowman et al., 2017
Gibbs et al., 2014
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Liang et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Ambawat et al., 2013
Revisado en Bowman et al., 2017

Revisado en Bowman et al., 2017

Revisado en Ambawat et al., 2013

Revisado en Bowman et al., 2017
Liang et al., 2013

Revisado en Ambawat et al., 2013

arabidopsis.org
(Peters et al., 2016)

Revisado en Ambawat et al., 2013



Arabidopsis_tha_MYB92_
AF062916_2
Arabidopsis_thaliana_MYB
R1
Arabidopsis_tha_MYB041_
NM_118951_3
Arabidopsis_tha_MYB102_
X90382_2

Diferenciacion celular, regulacion de la transcripcion.

arabidopsis.org

Proteina hipotética reportada como MYB, no hay prueba funcional. arabidopsis.org

Respuesta ante el estrés osmatico.

Biosintesis de glucosinolatos, lignina y fibras.

Schlereth et al., 2009

Revisado en Bowman et al., 2017

Cuadro 2. Especies de helechos muestreadas con AS1 (at2g37630) en OneKP en el analisis exploratorio (Etapa I). En la
Gltima columna se muestra el nimero de secuencias recuperadas por cada especie.

Especie

Numero de secuencias
obtenidas

Angiopteris evecta

Botrypus virginianum

Helechos Equisetum hyemale

Eusporangiados Equisetum diffusum

Ophioglossum vulgatum

Psilotum nudum

Tmesipteris parva

Blechnum spicant

Cryptogramma acrostichoides

Culcita macrocarpa

Helechos Lygodium japonicum

Leptosporangiados Osmunda sp (UOMY)

Pilularia globulifera

Ploystichum acrostichoides

Polypodium hesperium

Thyrsopteris elegans

Woodsia scopulina

PN (PIWIDPIOVWIDRWIN|DIWR | WININ
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Cuadro 3. Especies de licofitas muestreadas con AS1 (at2g37630) y SKARP (Harrison et al., 2005) en OneKP. La segunda
columna indica en nimero de secuencias recuperadas por cada especie. El simbolo * indica con que gen se recuperaron esas

secuencias.

Especie

Numero de secuencias
obtenidas

Secuencias obtenidas con el

gen AS1

Secuencias
obtenidas con el
gen SKARP

Dendrolycopodium obscurum

1

*

Diphasiastrum digitatum

*

Huperzia lucidula

Huperzia myrsinites

Huperzia selago

Huperzia squarrosa

*
*
*
*

Isoetes tegetiformans

Lycopodiella appressa

Lycopodium annotinum

Lycopodium deuterodensum

Pseudolycopodiella caroliniana

Selaginella acanthonota

Selaginella apoda

Selaginella kraussiana

Selaginella lepidophylla

Selaginella selaginoides

Selaginella stauntoniana

Selaginella wallacei

Selaginella willdenowii

RIRrR(R|RINR|R|R[PRW|R|IN[R|R|R[R[R

Cuadro 4. Total de secuencias muestreadas por linaje. En la tercera columna se muestra Unicamente el nimero de secuencias
provenientes de genomas recuperadas por linaje y en la tltima columna se muestra el nimero de secuencias provenientes
de transcriptomas recuperadas por linaje.

Linaje Total de secuencias obtenidas Secuencias de Secuencias de
(genomas y transcriptomas) genomas transcriptomas
Musgos 30 30 0
Licofitas 49 28 21
Helechos 151 99 52
Gimnospermas 68 66 2
Angiospermas 107 107 0
Cuadro 5. Caracteristicas de los alineamientos y valores de -InL con cada anailis para cada matriz .
Matriz | Numero de | Longitud del | % de Numero de | Log Log
Terminales | alineamiento | datos sitios verosimilitud del | verosimilitud
(nucledtidos) | faltantes | constantes | arbol consenso del arbol
(RaxML) consenso
(IQtree)
G+T 405 297 1.04% 15 -67570.054561 | -67540.697
G 330 297 1.04% 15 -56946.663590 | -56906.900
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Discusion

Las hojas son un érgano de gran importancia en la historia de la vida en la tierra. Su aparicion dio lugar
a nuevas rutas evolutivas en la forma de las plantas, ademas de ocasionar grandes cambios ambientales
(Beerling et al., 2001; Chanderbali et al., 2016; Endress & Doyle, 2009; Morris et al., 2018). El estudio
comparativo de las redes de interacciones genéticas que controlan el desarrollo foliar es un enfoque
que pretende entender mejor el origen y evolucion de las hojas. El principal objetivo de este proyecto
fue entender la evolucion de los genes ARP en los helechos, con el fin de aportar evidencia que nos
permita comprender mejor la evolucion de las hojas en las eufilofitas.

Para poder determinar si existen ortélogos de los genes ARP en los helechos y entender la
evolucion de los genes MYB y ARP en las plantas vasculares, se realizaron analisis de IB y MV con la
matriz G+T y la matriz G. Debido a que en los arboles de IB y MV de ambas matrices se recuperan los
mismos clados pero las relaciones entre ellos cambian, decidimos tomar la filogenia obtenida con IB

de la matriz G para guiar la discusion.

Evolucion de los genes MYB en helechos

Los arboles filogenéticos obtenidos a partir de la matriz G con los analisis de 1B y MV muestran las
mismas relaciones internas de los clados a-u (Supl. 3, 5). El arbol obtenido con los analisis de IB tiene
una politomia que abarca mas de la mitad de los clados recuperados (Figura 13), esto puede deberse a
que la longitud del dominio MYB es muy pequefia (297 nucle6tidos) comparada con el numero de
terminales (330 terminales). Ademas, al ser un dominio se encuentra altamente conservado (96
caracteres conservados) (Stracke et al., 2001; Sun et al., 2002). A pesar de la poca resolucion, nuestra
filogenia recupera relaciones similares a las reportadas anteriormente entre los genes MYB de
Arabidopsis (Bowman et al., 2017; Stracke et al., 2001).

A partir de la filogenia obtenida con IB con la matriz G, inferimos que existen al menos 26
copias de genes MYB en helechos (Figura 13 y 14); debido a la falta de resolucion en los clados que
forman la politomia c-q no es posible determinar copias adicionales en este linaje. Estos resultados nos
muestran que la familia de genes MYB es también muy diversa en los helechos, similar a lo reportado
previamente para angiospermas (Stracke et al., 2001).

Algunos clados estan conformados exclusivamente por secuencias de helechos (por ejemplo,
clados g, j), lo que podria estar indicando que estas copias de genes MYB son exclusivas de este grupo.
Adicionar secuencias de otros linajes afines a las secuencias de estos clados de helechos ayudara a
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entender mejor la historia evolutiva de estas copias y resolver si son realmente unicas a helechos o si
se encontraban en el ancestro comdn de las plantas vasculares o de las plantas terrestres. Esto también
permitird generar hipotesis acerca de las posibles funciones de los genes MYB codificados por esas
secuencias.

La filogenia de genes MYB muestra que existen clados que agrupan Unicamente secuencias de
plantas con semilla, como es el caso del clado fi (Figura 14), esto podria indicar que la copia que dio
lugar a esas secuencias aparecié después de la divergencia de las eufilofitas. No es posible establecer
con claridad que estas copias sean unicas de plantas con semilla ya que el clado fi hace parte una
politomia. Esto mismo sucede con los clados f, h, i, k, |, los cuales estdn compuestos exclusivamente
de secuencias de Arabidopsis. Las filogenias realizadas con MV, al tener mayor resolucion, podrian
ayudar a tomar decisiones respecto a la localizacion de las duplicaciones que dieron lugar a estas copias
de genes MYB, (Supl. 3y 5).

Finalmente, los clados b, ¢, n, 0, p, q, r, s estdn conformados por secuencias de musgos, licofitas,
helechos y plantas con semilla (con excepcién de los clados n, s; en los que solamente hay cuatro de
estos cinco linajes), lo que indica que estas copias posiblemente ya estaban presentes en el ancestro de
plantas terrestres. Las secuencias que conforman estos clados pueden ser mas facilmente relacionadas
con alguna funcion ya que en ellos se agrupan secuencias de genes MYB de Arabidopsis cuya funcién
ya ha sido reportada (Figura 13, Cuadro 1). Por ejemplo: podemos asumir que los genes
correspondientes a las secuencias de helechos del clado ¢ podrian estar regulando la produccién de
acido abscisico y participan en la respuesta a estrés hidrico y osmético. Hasta donde sabemos las
filogenias de genes MYB no habian integrado secuencias de helechos, por lo que la comprensién de la
evolucidn de esta familia de genes provenia de un panorama limitado. Hasta antes de este trabajo se
desconocia la diversidad y las posibles funciones de los genes MYB en el linaje de los helechos.
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Ausencia de genes ARP en helechos

Las diferentes filogenias realizadas con la matriz G+T permitieron determinar que no hay genes
ortlogos de ARP en los helechos (Figura 14, Supl. 2 y 4 clado ARP). Este resultado sugiere que el
modulo de desarrollo KNOX Clase I-ARP no es posible en helechos y que por la tanto la red genética
de desarrollo foliar en los helechos es diferente a la descrita en angiospermas. Lo anterior permite
rechazar la hipotesis nula planteada en este trabajo (Figura 10), ademas de que concuerda con los datos
paleobotéanicos que indican que las hojas de eufilofitas no son homdlogas (Corvez et al., 2012; Galtier,
2010).

Para explicar la ausencia de los genes ARP en los helechos proponemos dos hipétesis, la primera
es que el ancestro de las plantas vasculares presentaba el gen ARP y que éste se perdid en el linaje de
los helechos. Esto implicaria que las hojas de eufilofitas comparten un médulo genético de desarrollo
y que en ese sentido son homdlogas al menos a nivel molecular. Esto apoya trabajos previos realizados
con otros genes, en los que se propone que existe un mecanismo molecular compartido en el desarrollo
de hojas en todas las plantas vasculares, por ejemplo: HD-ZIP Clase 11l (Vasco et al., 2016) y KNOX
Clase | (Harrison et al., 2005; Ruiz-Estévez et al., 2017; Sano et al., 2005).

Nuestros andlisis filogenéticos con la matriz G+T ademés de demostrar la ausencia de genes
ARP en helechos permiten inferir que estos genes también estan ausentes en otros linajes de licofitas,
ya que en el clado ARP de las filogenias construidas con la matriz G+T Unicamente se recuperan
secuencias de Selaginellales (Figura 14, Supl. 2 y 4 clado ARP).

Otra hipotesis para explicar la presencia de genes ARP en dos linajes lejanamente relacionados
como son Selaginella y plantas con semilla, es que el gen ARP fue adquirido en alguno de estos dos
linajes por medio de transferencia horizontal de genes (THG) desde un linaje a otro. Los estudios
publicados por Davis et al. (2005) y Li et al. (2014) muestran que es posible una THG de un gen
completo entre linajes profundamente divergentes. Sin embargo, actualmente no hay pruebas
suficientes que apoyen esta ultima hipétesis. Tampoco resulta facil aclarar la direccién en la que ocurrio
la THG.

Para explicar la ausencia de genes ortdlogos de ARP en los otros dos ordenes de licofitas,
Licopodiales e Isoetales, proponemos que el gen ARP aparecio de manera independiente en las plantas
con semilla y en Selaginellales. Esta hipdtesis es menos probable y mas dificil de probar, sin embargo,
un estudio publicado por Weng & Noel (2013) sefiala que existio una evolucion convergente de ciertos
metabolitos entre Selaginelalles y plantas con semilla, lo cual indica que es posible una evolucion

convergente de ciertos caracteres moleculares.
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Es importante sefialar que como no contamos con un genoma secuenciado de Licopodiales e
Isoetales, todas las busquedas en estos linajes se hicieron en transcriptomas. Lo que también podria
explicar la ausencia de genes ARP para estos linajes en nuestras busquedas. El estudio de los genomas

de estas especies permitira esclarecer la evolucién de los genes ARP en licofitas.

Sustitucion funcional de ARP en helechos

Puesto que la interaccion antagdnica KNOX-ARP no es posible en los helechos, resulta interesante
conocer de qué manera los genes KNOX Clase | estdn regulados y como se lleva a cabo el
establecimiento de los primordios foliares en este grupo. Las filogenias realizadas con la matriz G+T
(Figura 13, Supl. 2 y 4) nos permitieron ubicar algunos genes que podrian estar cumpliendo la funcion
de los genes ARP en el linaje de los helechos.

El clado b resulto ser el clado mas cercanamente relacionado al clado ARP en los analisis de
MV en las Etapas I, 11 y 11l (Supl. 2 y 4). De acuerdo con nuestra filogenia (Figura 13) hubo al menos
una duplicacion que dio lugar al gen MYB125 y ARP, la cual tuvo lugar en la rama que soporta la
politomia de los clados ARP, b y c-g. En el clado b se encuentra una secuencia de Arabidopsis
correspondiente al gen MYB125, un gen también conocido como DUO1 (Alves-Junior et al., 2009;
Durbarry, 2005). Hasta el momento, la Unica funcion reportada para el gen DUO1 es la formacién de
gametos masculinos en plantas (Figura 20) (Durbarry, 2005; Tair: Klepikova et al., 2016), por lo que
la posible funcion de las secuencias de helechos agrupadas en este clado no es clara.

Por lo tanto, a pesar de que el clado b es el mas cercanamente relacionado al clado ARP, las
secuencias de helechos agrupadas en el clado b no son las principales candidatas para sustituir la
funcién de ARP en helechos. Ademas, los analisis de MEME muestran que las secuencias del clado b
no comparten el motivo identificado para los genes ARP (Figura 18 e). Por lo tanto, podriamos suponer
que las proteinas correspondientes a cada uno de los clados no son funcionalmente similares, a pesar
de que los modelos de motivos proteicos (Figura 19) no muestran diferencias notorias en la estructura

tridimensional.
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A pesar de que las secuencias del clado b no comparten el motivo caracteristico de las proteinas
ARP, es importante destacar que en estudios previos se ha determinado que en algunos eventos de
duplicacion y neofuncionalizacion genética las distintas funciones adquiridas en los genes duplicados,
pueden deberse a cambios en las regiones regulatorias de los genes (Moore & Purugganan, 2005; Flagel
& Wendel 2009).

Otros posibles genes candidatos para cumplir la funcion de los genes ARP en los helechos son
los correspondientes a las secuencias de helechos agrupadas en los clados i, y o (Figura 13). Estos
clados contienen secuencias de Arabidopsis que han sido anotadas como genes MYB involucrados en
el desarrollo de o6rganos laterales o actividad meristematica (revisado en Ambawat et al., 2013;
arabidopsis.org):  Arabidopsis_tha_MYBO037,  Arabidopsis_tha MYB084 (clado 0) vy
Arabidopsis_tha_MYB92_AF062916 2 (clado i). Con base en las filogenias realizadas con MV (Supl.
3y 5), determinamos que las secuencias de helechos mas cercanamente relacionadas al clado i son las
agrupadas en el clado g (conformado exclusivamente por secuencias helechos) y el clado o.

También resulta importante la posibilidad de que la funcion de AS1 en los helechos esté cubierta
por proteinas codificadas por otros genes de la red genética del desarrollo foliar (Figura 5). Estudios
anteriores han mostrado que el gen AS2 esta involucrado en la misma via de desarrollo que AS1 en
Arabidopsis (Sun et al., 2012). Por lo tanto, AS2 podria sustituir la funcion de AS1 en los helechos.
Actualmente, no existen estudios que exploren si este gen se encuentra presente en helechos.

Las auxinas juegan un papel integral, especificando la filotaxia y la polaridad de las hojas entre
algunos otros procesos de desarrollo en angiospermas (Byrne 2002). Se sabe que estas fitohormonas,

actuan mediante una red de transduccion, en la cual como reguladores negativos de los genes KNOX
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Clase I en el SAM (Reinhardt et al., 2003; Zhao et al., 2010). La evidencia experimental indica que en
las hojas de los helechos se produce una sefializacion similar entre el SAM vy los primordios foliares,
pero se conoce poco sobre la naturaleza molecular de estas sefiales en los helechos (revisado en Vasco
etal. 2013). Se ha demostrado que las auxinas afectan la complejidad de la hoja en Marsilea, un helecho
acuatico, asi como el desarrollo del primordio foliar (Allsopp, 1952; Steeves & Briggs, 1960). Por lo
tanto las auxinas son un candidato probable para la regulacion negativa de los genes KNOX Clase | en
el SAM de los helechos.

Seria importante realizar estudios en helechos sobre la historia evolutiva y las funciones de
algunos de los genes que promueven la biosintesis de auxinas, como YUCCA y TAAL (Byrne, 2012),
asi como de los que motivan la expresion de PIN1 para formar los méximos de auxina, como es el caso
de PTL (Prasad et al., 2011). Ademas de determinar como son los flujos de auxina y como se transporta.

El estudio de la formacion de organos laterales, y en especial de las hojas, ha sido ampliamente
estudiado en angiospermas, principalmente en Arabidopsis. Sin embargo, recientemente el estudio de
los genes involucrados en el desarrollo de hojas ha sido abordado en grupos tempranamente divergentes
(Plackett et al., 2018). En el helecho Ceratopteris richardii (Pteridaceae), se ha demostrado
recientemente que los genes LFY (Plackett et al., 2018) y KNOX Clase Il se expresan en el SAM
(Bharathan et al., 2002; Sano et al., 2005; Ambrose & Vasco, 2016). Ademas es importante mencionar
que estudios realizados en otras especies de angiospermas Pisum sativum y Medicago truncatula, se ha
mostrado que KNOX Clase | esta excluida en los primordios foliares y en el desarrollo posterior de las
hojas, y su papel ha sido remplazado por la proteina ortéloga de LFY (revisado en Wang et al., 2008).
Respecto a la regulacion por auxinas, en Pisum sativum y Medicago truncatula los genes LFY, son
regulados negativamente por auxinas mediante una casacada de sefializacion (revisado en DeMason &
Chawla, 2004), a diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis. Por lo que el establecimiento de los
primordios foliares y su desarrollo posterior podria depender principalmente de la interaccién entre
LFY y la sefializacion de las auxinas.

Esta evidencia nos permite pensar en la posibilidad de que los helechos hayan conservado la
funcidn superpuesta de los genes KNOX Clase | y LFY y que al igual que sucede en Pisum sativum y
Medicago truncatula, donde el paso de un érgano indeterminado a un érgano determinado (tallo-hoja)

pudiera estar regulado por la interaccién por LFY y Auxinas y no por KNOX Clase I- ARP.
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Identificacién de nuevos genes ARP en Selaginella y Ginkgo

Las secuencias que se recuperaron en el clado ARP comparten el motivo ARP (Figura 18e), lo cual
sugiere que esta region esta involucrada en que las proteinas ARP cumplan su funcién. Hasta ahora se
habian realizado alineamientos de aminoacidos los genes ARP de diferentes especies, y se habian
marcado las regiones compartidas (Evkaikina et al., 2017), pero no se habia reportado un motivo
caracteristico de proteinas ARP.

Aunque en el trabajo realizado por Evkaikina et al., (2017) se habia reportado una secuencia de
Pinus taeda similar a una proteina ARP, en el clado ARP de nuestras filogenias no se agrup6 ninguna
secuencia de Pinus taeda. Esto puede deberse al esfuerzo de muestreo, pues nuestras busquedas para
encontrar genes ortélogos de genes ARP en gimnospermas fueron enfocadas principalmente en Picea

abies, debido a que intentdbamos reducir el nimero de terminales.

Modelo por homologia de las proteinas del clado ARP y el clado b

La forma y funcion de las proteinas estan inevitablemente ligadas, y la actividad de cada una de las
proteinas existentes depende de la capacidad que esta tenga para unirse especificamente a otras
proteinas o moléculas (Alberts et al., 2004). Esto resalta la relevancia de conocer si la estructura
tridimensional de las proteinas ARP y de las proteinas del clado b eran iguales.

La diferencia en la secuencia de aminoacidos de las proteinas del clado ARP y el clado b dada
por el motivo ARP (Figura 12 y 18), sugeria que la estructura terciaria de ambas proteinas seria
diferente. Sin embargo, los modelos de estructura terciaria de las proteinas de ambos clados (ARP y b),
nos muestran que no es asi (Figura 19). Estos andlisis nos permitieron observar que no hay grandes
cambios en las hélices de reconocimiento (tercera hélice de cada repeticidn) entre los genes del clado
ARP y los genes del clado b.

La estructura consenso de la repeticion R3 de Arabidopsis tiene una fenilalanina en el lugar del
primer triptofano (Stracke et al., 2001). En el alineamiento de la matriz G+T (Figura 12), se observa
que ademas de fenilalanina, este triptéfano puede ser reemplazado por una leucina, isoleucina o valina.
Esta alteracion en la secuencia primaria de la proteina podria modificar su estructura terciaria. Sin
embargo, los modelos de estructura terciaria de las proteinas de los clados ARP y b, no mostraron
diferencias notorias en la repeticién R3 (Figura 19). Esto puede deberse a que los aminoacidos que

sustituyen al triptofano com o leucnian e siolecucina en la repeticion R3 son de la misma naturaleza
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que el triptofano (no polar), por lo tanto, las interacciones quimicas entre las tres alfa hélices de esta
repeticion no se alteren.

Los modelos de las proteinas ARP obtenidos en este trabajo, son el primer registro que se tiene
de la estructura terciaria de PHAN, AS1y RS2. En la base de datos de SWISS- MODEL existen modelos

de otras proteinas MYB, pero no de las pertenecientes al clado ARP.

Conclusiones

e No se encontaron genes ortdlogos de ARP en helechos en las las bases de datos revisadas en
151 secuencias progenientes de 18 especies, por lo que proponemos que los helechos y
angiospermas no comparten el modulo de desarrollo foliar KNOX Clase I- ARP.

e Encontramos que existen al menos 27 copias de genes MYB en helechos.

e Los genes ARP presentan el motivo caracteristico
A(S)E(Q)VPGR(T)TAKRLG(S)KWWEVY (F)KER(K) (motivo ARP)

e En las proteinas ARP, la sustitucion del primer triptéfano (W) en la repeticion R3 por otro
aminoéacido hidrofébico no altera la estructura tridimencional caracteristica de una proteina con
dominio MYB de Arabidopsis, segun los analsis de modelado realizados.

e Se identificaron nuevos ort6logos de genes ARP en ocho especies de Selaginella y en dos de
gimnospermas (Picea abies y Ginkgo biloba).

El presente trabajo constituye la primera aproximacion al estudio evolutivo de los genes ARP en los
helechos. Este trabajo demuestra que el médulo de desarrollo foliar KNOX Clase I- ARP, reportado en
angiospermas y en Selaginella, no existe en helechos. Por esta razén este médulo pudo haber sido
reclutado o coptado de forma independiente a lo largo de la evolucién de las plantas terrestres en dos
linajes no relacionados. O bien, el méduloe genético KNOX Clase I- ARP pudo haber estado presente
en el ancestro comun de plantas vasculares y posteriormente fue perdido en el linaje de los helechos.
Ambas posibilidades nos permiten inferir que el desarrollo de las hojas megafilas no es homélogo. Las
filogenias elaboradas con el dominio MYB, muestran que existen otros genes MYB en helechos, los
cuales hacen parte de clados que incluyen secuencias de Arabidosis para las cuales se han reportado
funciones que tienen que ver con desarrollo de hoja. Esto abre la posibilidad de explorar mas a fondo
la historia evolutiva de estas copias y probarlas funcionalmente en helechos, para entender si estas

copias estan involucradas en la red de desarrollo de hojas en helechos.
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Perspectivas

El gen AS2, y los genes de helechos del clado b, o, i son candidatos para cumplir la funcion de
ARP en los helechos. Otro candidato mas para cumplir esta funcién seria el otro miembro del
maodulo, el gen JLO. Por lo que seria importante realizar una basqueda similar a la que se hizo
en el presente trabajo, para estos dos genes.

Las auxinas son las fitohormonas candidatas para regular la actividad de KNOX Clase | o LFY.
Por lo que también se podrian realizar pruebas histoldgicas o funcionales que probaran los
niveles de auxinas en los primordios foliares de helechos.

Las genes MYB de helechos agrupados en clados diferentes al ARP, pudieran cumplir su
funcion através de sus regiones regulatorias. Por esta razon resulta importante analizar si las
regiones regulatorias de los diferentes MYB se encuentran conservadas.

Realizar pruebas funcionales a partir de los genes candidatos encontrados, en los que el gen

candidato se utilizaria para complementar a mutantes de Arabidopsis .
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Material suplementario

Suplementario 1. Tabla de todas las secuencias empleadas en los analisis filogenéticos. Columna uno, especie a
la que corresponde la secuencia. Columna dos, nombre asignado en los anélisis filogenéticos. Columna tres,
cddigo con el que puede ser encontrada esa secuencia en la base de datos de donde fue tomada. Columna cuatro,
base de datos de donde se obtuvo la secuencia. Columna cinco, origen de la secuencia: genoma o transcriptoma.

Columna seis, etapa de las busquedas en la que se obtuvo la secuencia.

Especie Nombre en el analisis

Angiopteris_eve_NHCM_2012261
Angiopteris evecta  Angiopteris_eve_ NHCM_2065362
Antirrhinum majus  Antirrhinum_maj_PHAN1
Arabidopsis_tha_AB493533_1
Arabidopsis_tha_AB493793_1
Arabidopsis_tha_AS1
Arabidopsis_tha_AY062619_1
Arabidopsis_tha_AY081512_1
Arabidopsis_tha_MYB000
Arabidopsis_tha_MYB001
Arabidopsis_tha_MYB002
Arabidopsis_tha_MYB003
Arabidopsis_tha_MYB004
Arabidopsis_tha_MYB005
Arabidopsis_tha_MYB009
Arabidopsis_tha_MYB010
Arabidopsis_tha_MYB011
Arabidopsis_tha_MYB012
Arabidopsis_tha_MYB013
Arabidopsis_tha_MYB014
Arabidopsis_tha_MYB016
Arabidopsis_tha_MYB017
Arabidopsis_tha_MYB018
Arabidopsis_tha_MYB019
Arabidopsis_tha_MYB020
Arabidopsis_tha_MYB022
Arabidopsis_tha_MYB023
Arabidopsis_tha_MYB025
Arabidopsis_tha_MYB026
Arabidopsis_tha_MYB027
Arabidopsis_tha_MYB028
Arabidopsis_tha_MYB029
Arabidopsis_tha_MYB030
Arabidopsis_tha_MYB031
Arabidopsis_tha_MYB032
Arabidopsis_tha_MYB034
Arabidopsis_tha_MYB035
Arabidopsis_tha_MYB036
Arabidopsis_tha_MYB037
Arabidopsis_tha_MYB039
Arabidopsis_tha_MYB041_NM_118951_3
Arabidopsis_tha_MYB042
Arabidopsis_tha_MYB043
Arabidopsis_tha_MYB045
Arabidopsis_tha_MYB046
Arabidopsis_tha_MYB049
Arabidopsis_tha_MYB050
Arabidopsis_tha_MYB052
Arabidopsis_tha_MYB053
Arabidopsis_tha_MYB054
Arabidopsis_tha_MYB055
Arabidopsis_tha_MYB056
Arabidopsis_tha_MYB058
Arabidopsis_tha_MYB059

Arabidopsis
thaliana

Cédigo de identificacion

NHCM_scaffold_2012261
NHCM_scaffold_2065362
AJO05586.1
AB493533.1
AB493793.1
At2g37630
AY062619.1
AY081512.1
AY519590.1
NM_111757.4
NM_130287.3
NM_111525.4
NM_120023.3
NM_112200.3
NM_121683.4
NM_112118.3
NM_116126.3
NM_130314.4
NM_100499.2
NM_128674.4
NM_121535.4
NM_115989.4
NM_118688.3
NM_124605.4
NM_105294.3
NM_123407.1
NM_123397.3
NM_129546.2
NM_001084678.2
NM_124340.3
NM_130287.3
NM_113337.4
NM_001084678.2
NM_106123.4
NM_119665.3
NM_125482.3
NM_113767.2
NM_125143.4
NM_122206.4
NM_117888.3
NM_118951.3
NM_117305.5
NM_121666.3
NM_114751.2
NM_121290.3
NM_124803.3
NM_104552.2
AF469468.1
NM_125921.3
NM_106001.3
NM_001125441.1
NM_121786.4
NM_101514.3
NM_125370.4

Base de
datos

One KP
One KP
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR
NCBI / TAIR

genoma/
trascriptoma
transcriptoma
transcriptoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma

Etapa

Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
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Arabidopsis
thaliana

Azolla filiculoides

Arabidopsis_tha_MYB060
Arabidopsis_tha_MYB061
Arabidopsis_tha_MYB062
Arabidopsis_tha_MYB063
Arabidopsis_tha_MYB064
Arabidopsis_tha_MYB065
Arabidopsis_tha_MYB066
Arabidopsis_tha_MYB068
Arabidopsis_tha_MYB069
Arabidopsis_tha_MYB070
Arabidopsis_tha_MYB072
Arabidopsis_tha_MYB073
Arabidopsis_tha_MYB074
Arabidopsis_tha_MYB076
Arabidopsis_tha_MYB077
Arabidopsis_tha_MYB078
Arabidopsis_tha_MYB079
Arabidopsis_tha_MYB082
Arabidopsis_tha_MYB083
Arabidopsis_tha_MYB084
Arabidopsis_tha_MYB085
Arabidopsis_tha_MYB086
Arabidopsis_tha_MYB087
Arabidopsis_tha_MYB093
Arabidopsis_tha_MYB094
Arabidopsis_tha_MYB095
Arabidopsis_tha_MYB096
Arabidopsis_tha_MYB097
Arabidopsis_tha_MYB098
Arabidopsis_ tha_MYB100
Arabidopsis_tha_MYB101

Arabidopsis_tha_MYB102_X90382_2

Arabidopsis_tha_MYB103
Arabidopsis_tha_MYB105
Arabidopsis_tha_MYB106
Arabidopsis_tha_MYB107
Arabidopsis_tha_MYB108
Arabidopsis_tha_MYB109
Arabidopsis_tha_MYB110
Arabidopsis_tha_MYB111
Arabidopsis_tha_MYB112
Arabidopsis_tha_MYB113
Arabidopsis_tha_MYB115
Arabidopsis_tha_MYB116
Arabidopsis_tha_MYB117
Arabidopsis_tha_MYB118
Arabidopsis_tha_MYB119
Arabidopsis_tha_MYB120
Arabidopsis_tha_MYB122
Arabidopsis_tha_MYB124
Arabidopsis_tha_MYB125
Arabidopsis_tha_MYB305

Arabidopsis_tha_MYB92_AF062916_2
Arabidopsis_thaliana_MYB_R1

Azolla_fil_s0001_g000218
Azolla_fil_s0001_g000839
Azolla_fil_s0003_g007581
Azolla_fil_s0003_g007699
Azolla_fil_s0003_g008081

Azolla_fil_s0004_g008455_R

Azolla_fil_s0005_g009119
Azolla_fil_s0005_g009154
Azolla_fil_s0006_g009830
Azolla_fil_s0007_g010866
Azolla_fil_s0008_g011612
Azolla_fil_s0010_g012085
Azolla_fil_s0010_g012145

NM_100755.3
NM_100825.5
NM_105503.3
NM_106569.4
NM_12114
NM_001337925.1
NM_121479.3
NM_125976.3
NM_119499.4
NM_127893.3
NM_104495.1
NM_119889.2
NM_116749.3
NM_001342956.1
NM_114866.4
NM_124340.3
NM_117422.3
NM_148121.3
NM_111685.3
NM_114829.4
NM_118394.3
NM_180548.4
NM_119940.5
NM_103190.2
NM_114628.4
NM_106103.4
NM_125641.4
NM_118827.2
NM_117993.3
NM_128080.1
NM_128805.4
X90382.2
NM_105065.3
NM_001334415.1
NM_001337322.1
NM_001337450.1
NM_111525.4
NM_115431.3
NM_113823.1
NM_124310.3
NM_103696.3
NM_105308.2
NM_123400.2
NM_001332675.1
NM_102441.3
NM_113694.2
NM_125275.2
NM_124884.2
NM_106068.3
NM_001084065.3
NM_115910.2
NM_113337.4
AF062916.2
CP002688.1
Azfi_s0001.g000218
Azfi_s0001.g000839
Azfi_s0003.g007581
Azfi_s0003.g007699
Azfi_s0003.g008081
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Azolla filiculoides

Blechnum spicant

Botrypus
virginianus

Ceratopteris
richardii

Cryptogramma
acrostichoides

Culcita
macrocarpa

Dendrolycopodium
obscurum
Diphasiastrum
digitatum

Azolla_fil_s0014_g013539
Azolla_fil_s0014_g013584
Azolla_fil_s0016_g014344
Azolla_fil_s0018_g014830
Azolla_fil_s0021_g015882
Azolla_fil_s0035_g025508
Azolla_fil_s0041_g026717
Azolla_fil_s0041_g026722
Azolla_fil_s0061_g034930
Azolla_fil_s0076_g037908
Azolla_fil_s0103_g044681
Azolla_fil_s0105_g044929
Azolla_fil_s0113_g045874
Azolla_fil_s0125_g048539
Azolla_fil_s0129_g048859
Azolla_fil_s0130_g049059
Azolla_fil_s0163_g054240
Azolla_fil_s0173_g055749
Azolla_fil_s0179_g056258
Azolla_fil_s0179_g056264
Azolla_fil_s0217_g058506
Azolla_fil_s0243_g059882
Azolla_fil_s0390_g067689
Azolla_fil_s0445_g070637
Azolla_fil_s0812_g087843
Azolla_fil_s0938_g093183
Azolla_fil_s1083_g097159
Azolla_fil_s3609_g116385
Blechnum_spi_VITX_scaffold_2003303
Blechnum_spi_VITX_scaffold_2008243
Blechnum_spi_VITX_scaffold_2008697
Botrypus_vir_BEGM_scaffold_2023523
Botrypus_vir_BEGM_scaffold_2090916
Ceratopteris_ric_10971
Ceratopteris_ric_18151
Ceratopteris_ric_18320
Ceratopteris_ric_18829
Ceratopteris_ric_19986
Ceratopteris_ric_21031
Ceratopteris_ric_22922
Ceratopteris_ric_23124
Ceratopteris_ric_23616
Ceratopteris_ric_31009
Ceratopteris_ric_32145
Ceratopteris_ric_41362
Ceratopteris_ric_43319
Ceratopteris_ric_44195
Ceratopteris_ric_44548
Ceratopteris_ric_44597
Ceratopteris_ric_44789
Ceratopteris_ric_46354
Ceratopteris_ric_46511
Ceratopteris_ric_46622
Ceratopteris_ric_47230
Ceratopteris_ric_4890
Ceratopteris_ric_6415
Cryptogramma_acr_WQML_2008610
Cryptogramma_acr_WQML_2012025
Cryptogramma_acr_WQML_2012131
Cryptogramma_acr_WQML_2066663
Culcita_mac_PNzZO_2148837
Culcita_mac_PNzZO_2150229
Culcita_mac_PNzZ0O_2152281

Dendrolycopodium_obs_XNXF_2070197

Diphasiastrum_dig_ WAFT_2064506

Azfi_s0014.g013539
Azfi_s0014.g013584
Azfi_s0016.g014344
Azfi_s0018.g014830
Azfi_s0021.g015882
Azfi_s0035.g025508
Azfi_s0041.g026717
Azfi_s0041.g026722
Azfi_s0061.g034930
Azfi_s0076.g037908
Azfi_s0103.g044681
Azfi_s0105.g044929
Azfi_s0113.g045874
Azfi_s0125.g048539
Azfi_s0129.g048859
Azfi_s0130.g049059
Azfi_s0163.g054240
Azfi_s0173.g055749
Azfi_s0179.g056258
Azfi_s0179.g056264
Azfi_s0217.g058506
Azfi_s0243.g059882
Azfi_s0390.g067689
Azofi_s0445.g070637
Azfi_s0812.g087843
Azfi_s0938.g093183
Azfi_s1083.g097159
Azfi_s3609.g116385
VITX_scaffold_2003303
VITX_scaffold_2008243
VITX_scaffold_2008697
BEGM_scaffold_2023523
BEGM_scaffold_2090916
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/10971_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/18151_ARP
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iOHQ_Cfern|c123/f1p123/18829_ARP
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iOHQ_Cfern|c123/f1p123/44597_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/44789_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/46354_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/46511_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/46622_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/47230_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/4890_ARP
iOHQ_Cfern|c123/f1p123/6415_ARP
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Equisetum
diffusum

Equisetum hymale
Ginkgo biloba

Huperzia lucidula
Huperzia
myrsinites
Huperzia selago
Huperzia
squarrosa
Isoetes
tegetiformans
Lycopodiella
appressa
Lycopodium
annotinum

Lycopodium
deuterodensum

Lygodium
japonicum
Ophioglossum

vulgatum

Osmunda sp
(uomy)

Physcomitrella
patens

Physcomitrella
patens

Equisetum_dif_CAPN_2039541

Equisetum_hye_JVSZ_2005827
Equisetum_hye_JVSZ_2010537
Equisetum_hye_JVSZ_2129411
Ginkgo_bil_SGTW_2038931
Ginkgo_biloba_SGTW_2032857
Huperzia_luc_GKAG_2020029
Huperzia_myr_CBAE_2006957

Huperzia_sel_GTUO_2003499
Huperzia_squ_GAON_2002376

Isoetes_teg_PKOX_2013608
Isoetes_teg_PKOX_2094344
Lycopodiella_app_ULKT_2011475

Lycopodium_ann_ENQF_2003353
Lycopodium_ann_ENQF_2011065
Lycopodium_ann_ENQF_2084123
Lycopodium_deu_PQTO_2009942

Lygodium_jap_PBUU_2003535
Lygodium_jap_PBUU_2005772
Lygodium_jap_PBUU_2009136
Lygodium_jap_PBUU_2017046
Lygodium_jap_PBUU_2078554
Ophioglossum_vul_QHVS_2102717
Ophioglossum_vul_WTJG_2009741
Ophioglossum_vul_WTJG_2020032
Osmunda_sp_UOMY_2002138
Osmunda_sp_UOMY_2008801
Osmunda_sp_UOMY_2010120
Osmunda_sp_UOMY_2080628
Physcomitrella_pat_Pp3cl_1650V3
Physcomitrella_pat_Pp3cl_21610V3
Physcomitrella_pat_Pp3cl_4970V3
Physcomitrella_pat_Pp3c11_10350V3
Physcomitrella_pat_Pp3cl1_5410V3
Physcomitrella_pat_Pp3c11_5420V3
Physcomitrella_pat_Pp3c12_17180V3
Physcomitrella_pat_Pp3c14_12390V3
Physcomitrella_pat_Pp3c15_15960V3
Physcomitrella_pat_Pp3c15_24080V3
Physcomitrella_pat_Pp3c16_9970V3
Physcomitrella_pat_Pp3c17_19780V3
Physcomitrella_pat_Pp3c17_7730V3
Physcomitrella_pat_Pp3c19_20750V3
Physcomitrella_pat_Pp3c2_37040V3
Physcomitrella_pat_Pp3c20_8950V3
Physcomitrella_pat_Pp3c23_7530V3
Physcomitrella_pat_Pp3c25_3170V3
Physcomitrella_pat_Pp3c26_1390V3
Physcomitrella_pat_Pp3c3_12080V3
Physcomitrella_pat_Pp3c4_12510V3
Physcomitrella_pat_Pp3c5_2150V3
Physcomitrella_pat_Pp3c6_24650V3
Physcomitrella_pat_Pp3c7_23450V3
Physcomitrella_pat_Pp3c7_23490V3
Physcomitrella_pat_Pp3c8_16720V3
Physcomitrella_pat_Pp3c9_15970V3
Physcomitrella_pat_Pp3c9_24170V3
Physcomitrella_pat_Pp3c5_7650V3
Physcomitrella_pat_Pp3c6_23360V3
Picea_abi_10157944g0010
Picea_abi_101987g0010
Picea_abi_10208000g0010

CAPN_scaffold_2039541

JVSZ_scaffold_2005827
JVSZ_scaffold_2010537
JVSZ_scaffold_2129411
SGTW_scaffold_2038931
SGTW_scaffold_2032857
GKAG_scaffold_2020029
CBAE_scaffold_2006957

GTUO_scaffold_2003499
GAON _scaffold_2002376

PKOX_scaffold_2013608
PKOX_scaffold_2094344
ULKT_scaffold_2011475

ENQF_scaffold_2003353
ENQF_scaffold_2011065
ENQF_scaffold_2084123
PQTO_scaffold_2009942

PBUU_scaffold_2003535
PBUU_scaffold_2005772
PBUU_scaffold_2009136
PBUU_scaffold_2017046
PBUU_scaffold_2078554
QHVS_scaffold_2102717
WTIG_scaffold_2009741
WTIG_scaffold_2020032
UOMY_scaffold_2002138
UOMY_scaffold_2008801
UOMY_scaffold_2010120
UOMY_scaffold_2080628
Pp3cl_1650V3
Pp3cl_21610V3
Pp3cl_4970V3.1
Pp3c1l_10350V3
Pp3cll_5410V3
Pp3cl1_5420V3.1
Pp3cl12_17180V3.1
Pp3c14_12390V3
Pp3c15_15960V3.1
Pp3c15_24080V3.1
Pp3c16_9970V3
Pp3c17_19780V3
Pp3cl7_7730V3
Pp3c19_20750V3
Pp3c2_37040V3.1
Pp3c20_8950V3.1
Pp3c23_7530V3
Pp3c25_3170V3.1
Pp3c26_1390V3
Pp3c3_12080V3
Pp3c4_12510V3
Pp3c5_2150V3
Pp3c6_24650V3
Pp3c7_23450V3
Pp3c7_23490V3
Pp3c8_16720V3.1
Pp3c9_15970V3
Pp3c9_24170V3.1
Pp3c5_7650V3
Pp3c6_23360V3
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Piecea abies

Piecea abies

Pilularia
globulifera

Pinus taeda

Picea_abi_10425867g0020
Picea_abi_10426233g0010
Picea_abi_10430220g0010
Picea_abi_10434028g0010
Picea_abi_10435612g0010
Picea_abi_10859g0010
Picea_abi_120049g0010
Picea_abi_128244g0010
Picea_abi_128871g0010
Picea_abi_129382g0010
Picea_abi_130648g0010
Picea_abi_130951g0010
Picea_abi_137453g0010
Picea_abi_137934g0010
Picea_abi_13869g0010
Picea_abi_139238g0010
Picea_abi_139448g0010
Picea_abi_139924g0010
Picea_abi_140579g0010
Picea_abi_142039g0010
Picea_abi_14730g0020
Picea_abi_158099g0010
Picea_abi_1589g0010
Picea_abi_164713g0010
Picea_abi_183667g0010
Picea_abi_195086g0010
Picea_abi_20462g0010
Picea_abi_22140g0010
Picea_abi_223201g0010
Picea_abi_24271g0020
Picea_abi_2797g0010
Picea_abi_308669g0010
Picea_abi_322432g0020
Picea_abi_328440g0010
Picea_abi_33964g0010
Picea_abi_357440g0010
Picea_abi_358042g0010
Picea_abi_3665g0010
Picea_abi_4704g0010
Picea_abi_51173g0010
Picea_abi_53573g0010
Picea_abi_55123g0010
Picea_abi_62361g0010
Picea_abi_62687g0010
Picea_abi_6393g0010
Picea_abi_64405g0010
Picea_abi_66255g0010
Picea_abi_7055g0010
Picea_abi_7115g0010
Picea_abi_8356281g0010
Picea_abi_83918g0010
Picea_abi_8626g0010
Picea_abi_89683g0010
Picea_abi_9374017g0010
Picea_abi_94467g0010
Picea_abi_9483804g0010
Picea_abi_95226g0010
Picea_abi_9684426g0010
Picea_abi_96853g0010
Picea_abi_9783816g0010
Picea_abi_9818613g0010
Pilularia_glo_KIIX_2010134
Pilularia_glo_KIIX_2011949
Pilularia_glo_KIIX_2090543
Pinus_tae_AY356372
Pinus_tae_DQ399060
Polypodium_hes_IXLH_2006001

MA_10425867g0020
MA_10426233g0010
MA_10430220g0010
MA_10434028g0010
MA_10435612g0010
MA_10859g0010
MA_120049g0010
MA_128244g0010
MA_128871g0010
MA_129382g0010
MA_130648g0010
MA_130951g0010
MA_137453g0010
MA_137934g0010
MA_13869g0010
MA_139238g0010
MA_139448g0010
MA_139924g0010
MA_140579g0010
MA_142039g0010
MA_14730g0020
MA_158099g0010
MA_1589g0010
MA_164713g0010
MA_183667g0010
MA_195086g0010
MA_20462g0010
MA_22140g0010
MA_223201g0010
MA_24271g0020
MA_2797g0010
MA_308669g0010
MA_322432g0020
MA_328440g0010
MA_33964g0010
MA_357440g0010
MA_358042g0010
MA_3665g0010
MA_4704g0010
MA_51173g0010
MA_53573g0010
MA_55123g0010
MA_62361g0010
MA_62687g0010
MA_6393g0010
MA_64405g0010
MA_66255g0010
MA_7055g0010
MA_7115g0010
MA_8356281g0010
MA_83918g0010
MA_8626g0010
MA_89683g0010
MA_9374017g0010
MA_94467g0010
MA_9483804g0010
MA_95226g0010
MA_9684426g0010
MA_96853g0010
MA_9783816g0010
MA_9818613g0010
KIIX_scaffold_2010134
KIX_scaffold_2011949
KIIX_scaffold_2090543
F1469926

F1469927
IXLH_scaffold_2006001

CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
CONGENIE
One KP
One KP
One KP
NCBI
NCBI

One KP

genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
genoma
genoma
transcriptoma

Etapa Il
Etapa
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa Il
Etapa Il
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa Il
Etapa Il
Etapa ll
Etapa ll
Etapa |
Etapa Il
Etapa ll
Etapa |
Etapa |
Etapa Il
Etapa |
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa Il
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |

80



Polypodium
hesperium
Polystichum
acrostichoides

Pseudolycopodiella
caroliniana
Psilotum nudum

Salvinia cucullata

Selaginella
acanthonota
Selaginella apoda
Selaginella
kraussiana

Selaginella
lepidophylla

Polypodium_hes_IXLH_2020610

Polystichum_acr_FQGQ_2000476
Polystichum_acr_FQGQ_2005766
Polystichum_acr_FQGQ_2006743
Polystichum_acr_FQGQ_2068415
Pseudolycopodiella_car_UPMJ_2019671

Psilotum_nud_QVMR_2008046
Psilotum_nud_QVMR_2013012
Psilotum_nud_QVMR_2016093
Psilotum_nud_QVMR_2017134
Salvinia_cuc_s0001_g000153
Salvinia_cuc_s0002_g000870
Salvinia_cuc_s0002_g001222
Salvinia_cuc_s0004_g002054
Salvinia_cuc_s0006_g003255
Salvinia_cuc_s0007_g003659
Salvinia_cuc_s0011_g004977
Salvinia_cuc_s0015_g006431
Salvinia_cuc_s0016_g006931
Salvinia_cuc_s0026_g009506
Salvinia_cuc_s0031_g010615
Salvinia_cuc_s0032_g010734
Salvinia_cuc_s0036_g011562
Salvinia_cuc_s0041_g012546
Salvinia_cuc_s0043_g012904
Salvinia_cuc_s0053_g014109
Salvinia_cuc_s0063_g015735
Salvinia_cuc_s0068_g016477
Salvinia_cuc_s0073_g017015
Salvinia_cuc_s0086_g018401
Salvinia_cuc_s0092_g018975
Salvinia_cuc_s0096_g019382
Salvinia_cuc_s0106_g020274
Salvinia_cuc_s0123_g021550
Salvinia_cuc_s0129_g021926
Salvinia_cuc_s0137_g022448
Salvinia_cuc_s0142_g022799
Salvinia_cuc_s0147_g023157
Salvinia_cuc_s0193_g025371
Salvinia_cuc_s0196_g025489
Salvinia_cuc_s0196_g025496
Salvinia_cuc_s0226_g026344
Salvinia_cuc_s0272_g027033
Salvinia_cuc_s0330_g027251
Salvinia_cuc_s1503_g028048
Selaginella_aca_zYCD_2002111

Selaginella_apo_LGDQ_2010304
Selaginella_kra_AY667452
Selaginella_kra_ZFGK_2009382
Selaginella_kra_ZFGK_2041777
Selaginella_lep_ABIJ_2010935

Selaginella_moe_1_3049629_3050183
Selaginella_moe_100734
Selaginella_moe_101484
Selaginella_moe_109587
Selaginella_moe_113921
Selaginella_moe_140962
Selaginella_moe_179572
Selaginella_moe_39481
Selaginella_moe_39516
Selaginella_moe_437219
Selaginella_moe_59725
Selaginella_moe_6091

IXLH_scaffold_2020610

FQGQ_scaffold_2000476
FQGQ_scaffold_2005766
FQGQ_scaffold_2006743
FQGQ_scaffold_2068415
UPMJ_scaffold_2019671

QVMR_scaffold_2008046
QVMR_scaffold_2013012
QVMR_scaffold_2016093
QVMR_scaffold_2017134
Sacu_v1.1_s0001.g000153
Sacu_v1.1_s0002.g000870
Sacu_v1.1_s0002.g001222
Sacu_v1.1_s0004.g002054
Sacu_v1.1_s0006.g003255
Sacu_v1.1_s0007.g003659
Sacu_v1.1_s0011.g004977
Sacu_v1.1_s0015.g006431
Sacu_v1.1_s0016.g006931
Sacu_v1.1_s0026.g009506
Sacu_v1.1_s0031.g010615
Sacu_v1.1_s0032.g010734
Sacu_v1.1_s0036.g011562
Sacu_v1.1_s0041.g012546
Sacu_v1.1_s0043.g012904
Sacu_v1.1_s0053.g014109
Sacu_v1.1_s0063.g015735
Sacu_v1.1_s0068.g016477
Sacu_v1.1_s0073.g017015
Sacu_v1.1_s0086.g018401
Sacu_v1.1_s0092.g018975
Sacu_v1.1_s0096.g019382
Sacu_v1.1_s0106.g020274
Sacu_v1.1_s0123.g021550
Sacu_v1.1_s0129.g021926
Sacu_v1.1_s0137.g022448
Sacu_v1.1_s0142.g022799
Sacu_v1.1_s0147.g023157
Sacu_v1.1_s0193.g025371
Sacu_v1.1_s0196.g025489
Sacu_v1.1_s0196.g025496
Sacu_v1.1_s0226.g026344
Sacu_v1.1_s0272.g027033
Sacu_v1.1_s0330.g027251
Sacu_v1.1_s1503.g028048
ZYCD_scaffold_2002111

LGDQ_scaffold_2010304
AY667452
ZFGK_scaffold_2009382
ZFGK_scaffold_2041777
ABIJ_scaffold_2010935

3049629_3050183
100734
101484
109587
113921
140962
179572
39481
39516
437219
59725
6091

One KP

One KP
One KP
One KP
One KP
One KP

One KP

One KP

One KP

One KP

FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
FernBase
One KP

One KP
NCBI

One KP
One KP
One KP

Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome

transcriptoma

transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma

transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
transcriptoma

transcriptoma
genoma

transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma

genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma

Etapa |

Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |

Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapall
Etapa |
Etapall
Etapa |
Etapa |

Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |

Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall

81



Selaginella
moellendorffii

Selaginella
selaginoides
Selaginella
stauntoniana
Selaginella
wallacei
Selaginella
willdenowii
Thyrsopteris
elegans
Tmesipteris parva

Woodsia scopulina

Woodsia scopulina
Zea mays

Selaginella_moe_6282

Selaginella_moe_72632
Selaginella_moe_77255
Selaginella_moe_78303
Selaginella_moe_78848
Selaginella_moe_80215
Selaginella_moe_80553
Selaginella_moe_81112
Selaginella_moe_84195
Selaginella_moe_84369
Selaginella_moe_84608
Selaginella_moe_90153
Selaginella_moe_93784
Selaginella_moe_98669
Selaginella_moe_99462

Selaginella_sel_KUXM_2011240
Selaginella_sta_ZZOL_2006067
Selaginella_wal_JKAA_2005609
Selaginella_wil_KJYC_2011588
Thyrsopteris_ele_EWXK_2016753

Tmesipteris_par_ALVQ_2016652
Tmesipteris_par_ALVQ_2086856
Woodsia_sco_YJJY_2011080
Woodsia_sco_YJJY_2012974
Woodsia_sco_YJJY_2074662
Woodsia_sco_YJJY_2077181
Zea_may_RS2_NM_001112039

6282
72632
77255
78303
78848
80215
80553
81112
84195
84369
84608
90153
93784
98669
99462
KUXM_scaffold_2011240

Z70L_scaffold_2006067
JKAA_scaffold_2005609
KIYC_scaffold_2011588
EWXK_scaffold_2016753

ALVQ_scaffold_2016652
ALVQ_scaffold_2086856
YJJY_scaffold_2011080
YJJY_scaffold_2012974
YJJY_scaffold_2074662
YJJY_scaffold_2077181
NM_001112039.2

Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
Phytozome
One KP

One KP
One KP
One KP
One KP

One KP
One KP
One KP
One KP
One KP
One KP
NCBI

genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
genoma
transcriptoma

transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma

transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
transcriptoma
genoma

Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapall
Etapa |

Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |
Etapa |

Etapa |
Etapa |

82



% ARP

96 b
e
<d9 e, gj

1

k

|— Arabidopsis_tha_MYB039

<
<
| picea_abi_10426233g0010
‘.

Selaginella_moe_1_3049629_3050183

100

\— Azolla_fil_s0179_g056258

100 IL Selaginella_moe_179572

Selaginella_moe_113921

Lygodium_jap_PBUU_2017046

7 Salvinia_cuc_s0142_g022799

— Psilotum_nud_QVMR_2013012
5
o~
n
Arab|dop5|s tha_MYBO017

Blechnum_spi_VITX_scaffold_2008697

0.8

Suplementario 2. Filogenia de la Matriz G+T. Esta filogenia fue obtenida mediante un anélisis de Maxima Verosimilitud
en RaxML BlackBox (Stamatakis, 2014) en Cipres (Miller, et al. 2011), con el modelo de evolucién molecular GTR-

CAT.
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Suplementario 3. Filogenia de la Matriz G. Esta filogenia fue obtenida mediante un analisis de Maxima Verosimilitud en
RaxML BlackBox (Stamatakis, 2014) en Cipres (Miller, et al. 2011), con el modelo de evolucion molecular GTR-CAT.
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Suplementario 4. Filogenia de la Matriz G+T. Esta filogenia se obtuvo mediante un analisis de Maxima Verosimilitud en
IQtree, con el modelo de evolucién molecular GTR+G+I.
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Suplementario 5. Filogenia de la Matriz G. Esta filogenia se obtuvo mediante un analisis de Maxima Verosimilitud en
IQtree, con el modelo de evolucion molecular GTR+G+I. Se muestran dos valores de Bootstrap, el valor de la izquierda fue
obtenido con el enfoque de Aproximacion Ultrarrapida Bootstrap (UFBoot)(Minh, Nguyen, & Von Haeseler, 2013). El
valor de Bootstrap de la derecha muestra el soporte que tiene la rama con un enfoque tradicional de Maxima Verosimilitud.

86



Sl

Antirrhinum_maj_PHAN1
Arabidopsis_tha_AS1
may_RS2_NM_001112039
Picea_ abl . 1019870010

| SN

_kra_AY667452

lla_moe_140962

Arabidopsis_tha_AB493533_1
Arabodopsls tha_| _MYB122

psis_tha_AY081512_1

——————5

Sat cuc . s0004 _g002054
inella_moe_78303

Selagmella moe_ 78848
Azotla_fil_s0003 9008081
Azolla_fil_sC014_g013584
Ceratopteris_ric_41362
Physcomitrelia_pat_Pp3c14_12390V3
Physcomitrella_pat_| Pp3<:17 19780V3
Ceratoplens ric_46622

_moe_101484
Safwma cuc_s0015_g006431

Sat _cuc_ 50007 003659

Ph _pat_Pp3ci_21610V3

Arabidopsis_tha_ A8493793 1

| S

Arabidopsis_tha_MYB029
Arabidopsis_tha_AY062619_1
Arabidopsis_tha_MYB102_X90382_2

_|I_

Arabidopsis_tha_MYB074
Arabodops&s tha_MYBO41_NM_118951_3

id _tha_MYBO049
Arabidopsis_tha_MYBO009
Arabidopsis_tha_MYB107
Azotla_fil_s0129_ 9048859
Salvinia_cuc_s0086_g018401
Arabidopsis_tha_MYB016
Arabidopsis_tha_MYB106
Picea_abi_10435612g0010
Picea_abi_9483804g0010
Azolla_fil_s0016_g014344
Salvinia_cuc_s0043_g012904

—

Salvinia_i _CUC_ "s0006_g003255

Ph _pat_Pp3ci6_9970V3
Ploea abi 2427190020
Picea_abi_66255g0010
Physcomilrella_pat_Pp3c1_4970V3
Physcomitrella_pat_Pp3c11_S5420V3
Physcomitrella_pat_Pp3c2_37040V3
Physcomitrella_pat_Pp3c7_23450V3
Physcomitrella_pat_Pp3c25_3170V3
Physcomitrelia_pat_Pp3c11_S410V3
Physcomitrella_pat_Pp3c7_23490V3
Arabidopsis_tha_MYBO0S53
Arabldopsls lha MYBOQG

Arabidopsi MYBQZ AF062916_2
Azolla fil_sG005_q009153

b _cuc_s0032_g010734
Pacea _abi_358042g0010
Picea_abi_10430220g0010
Picea_abi_137934g0010
Picea_abi_9374017g0010
Arabidopsas tha_MYB013

Arabidopsis_tha_MYB014

S E—

Arabidopsis_tha_MYBO017
Picea_abi_12823450010
Picea_abi_9522690010
Picea_abi_8391890010
Picea_abi_137453g0010
Azolla_fil_s0001_g000838
Salvinia_cuc_s0092_g018975
Salvnma _cuc_s0053_g014109

bidopsis_tha_MYBO039

| S —

| =

Sat cuc_s0142_g022799
Arabidopsis_tha_MYB020
Arabidopsis_tha_MYB043
Arabidopsis_tha_MYB042
Arabidopsis_tha_MYB085
Picea_abi_6393g0010
Picea_abl_12887150010
Azolla_fil_s0010_g012085
Ceratoptenis_ric_22922
Picea_abi_62361g0010
Pinus_tae_AY356372
Saivma _cuc_s0073_g017015
Physoomﬂmﬂa _pat_Pp3c15_15960V3
P -

-

_pal | Pp3co_15970V3

fla_pat_Pp3c19_20750V3
Arabtdopsb tha_MYB030
Arabidopsis_tha_MYB094
Arab'dopsfs tha_MYBO096

=

_tha_MYBO060
Arabodops:s tha_MYB031

87



Arabidopsis_tha_MYB035
— Physcomitrella_pat_Pp3c12_17180V3

L— Physcomitrella_pat_Pp3c4_12510V3
Arabidopsis_tha_MYB036
_’E Picea_abi_10859g0010
Picea_abi_51173g0010
— Arabidopsis_tha_MYBO068
L— Arabidopsis_tha_MYB084
Arabidopsis_tha_MYB087
Arabidopsis_tha_MYB037
Arabidopsis_tha_MYB026
Arabidopsis_tha_MYB103
Picea_abi_1589g0010
Picea_abi_158099g0010
Pinus_tae_DQ399060
Arabidopsis_tha_MYB050
Arabidopsis_tha_MYB055
Arabidopsis_tha_MYB086

Arabidopsis_tha_MYB061
Picea_abi_139238g0010
Azolla_fil_s0041_g026722
Physcomitrella_pat_Pp3c17_7730V3
Physcomitrella_pat_Pp3c26_1390V3
Selaginella_moe_90153

Arabidopsis_tha_MYB045
Arabidopsis_tha_MYB003
Arabidopsis_tha_MYB004
Picea_abi_2797g0010
Picea_abi_139448g0010
Arabidopsis_tha_MYB032
Picea_abi_55123g0010
Picea_abi_139924g0010
Picea_abi_10157944g0010
— Picea_abi_22140g0010

Selaginella_moe_437219
Picea_abi_3665g0010
Selaginella_moe_84608
Azolla_fil_s0003_g007699
o p—
Salvinia_cuc_s0196_g025489
L Ceratopteris_ric_18151
Ceratopteris_ric_21031
Arabidopsis_tha_MYB046
Arabidopsis_tha_MYB083
Picea_abi_14730g0020
Picea_abi_130951g0010
Picea_abi_13869g0010
Picea_abi_357440g0010
Arabidopsis_tha_MYB018
Arabidopsis_tha_MYBO019

L—— Picea_abi_223201g0010
Picea_abi_308669g0010
Azolla_fil_s0113_g045874
Salvinia_cuc_s0002_g000870
Selaginella_moe_109587
Selaginella_moe_39481
Selaginella_moe_39516

Physcomitrella_pat_Pp3c11_10350V3
Arabidopsis_tha_MYBO011
Arabidopsis_tha_MYB012
Arabidopsis_tha_MYB111
Arabidopsis_tha_MYB005
Picea_abi_129382g0010
Picea_abi_7055g0010
Picea_abi_8356281g0010
Picea_abi_94467g0010
Selaginella_moe_98669

Picea_abi_140579g0010
Picea_abi_195086g0010
Picea_abi_142039g0010

Picea_abi_626879g0010
Picea_abi_164713g0010
Picea_abi_64405g0010
Picea_abi_7115g0010
Picea_abi_8626g0010
Picea_abi_328440g0010
Picea_abi_53573g0010
Picea_abi_9818613g0010

Picea_abi_183667g0010

Arabidopsis_tha_MYB082
[ Avrabidopsis_tha_MYB000

|_|: Arabidopsis_tha_MYB023
Arabidopsis_tha_MYB066

Arabidopsis_tha_MYB113

Arabidopsis_tha_MYB002
Arabidopsis_tha_MYBO078
Arabidopsis_tha_MYB108
Arabidopsis_tha_MYB112

{ Arabidopsis_tha_MYB062
Arabidopsis_tha_MYB116

— Arabidopsis_tha_MYB079

L—— Arabidopsis_tha_MYB305

Picea_abi_10434028g0010

Picea_abi_322432g0020

Picea_abi_33964g0010

Arabidopsis_tha_MYB059

Arabidopsis_tha_MYB027
— Ceratopteris_ric_18829

L———— Salvinia_cuc_s0196_g025496

88



4L|:

—

s
L e

&
=

—

| B

B

Azolla_fil_s0003_g007581
Azolla_fil_s0005_g009119
Azolla_fil_s0445_g070637
Salvinia_cuc_s0026_g009506
Azolla_fil_s0006_g009830
Salvinia_cuc_s0193_g025371
Azolla_fil_s0010_g012145
Salvinia_cuc_s0137_g022448
Ceratopteris_ric_44195
Azolla_fil_s0035_g025508
Salvinia_cuc_s0106_g020274
Ceratopteris_ric_18320
Azolla_fil_s0217_g058506
Arabidopsis_tha_MYB065
Arabidopsis_tha_MYB101
Physcomitrella_pat_Pp3c15_24080V3
Physcomitrella_pat_Pp3c9_24170V3
Selaginella_moe_81112
Selaginella_moe_84369
Picea_abi_10208000g0010
Picea_abi_96853g0010
Picea_abi_20462g0010
Arabidopsis_tha_MYB097
Arabidopsis_tha_MYB120
Azolla_fil_s0004_g008455_R
Salvinia_cuc_s0041_g012546
Ceratopteris_ric_4890
Azolla_fil_s0021_g015882
Salvinia_cuc_s0272_g027033
Ceratopteris_ric_19986
Ceratopteris_ric_6415
Salvinia_cuc_s0002_g001222
Azolla_fil_s0938_g093183
Salvinia_cuc_s0330_g027251
Arabidopsis_tha_MYB125
Azolla_fil_s0076_g037908
Picea_abi_130648g0010
Ceratopteris_ric_47230
Salvinia_cuc_s1503_g028048
Salvinia_cuc_s0147_g023157
Physcomitrella_pat_Pp3c8_16720V3
Selaginella_moe_59725
Selaginella_moe_80215
Selaginella_moe_93784
Azolla_fil_s0041_g026717
Ceratopteris ric 44597

89



a

___/

Arabidopsis_tha_MYB001
Azolla_fil_s0007_g010866
Salvinia_cuc_s0016_g006931
Ceratopteris_ric_23124
Physcomitrella_pat_Pp3c5_2150V3
Physcomitrella_pat_Pp3c6_24650V3

I

Arabidopsis_tha_MYB109

T

Arabidopsis_tha_MYB025
Arabidopsis_tha_MYB070
Arabidopsis_tha_MYB073
Arabidopsis_tha_MYB077
Arabidopsis_thaliana_MYB_R1
Azolla_fil_s0018_g014830
Salvinia_cuc_s0226_g026344
Azolla_fil_s1083_g097159
Salvinia_cuc_s0096_g019382
Physcomitrella_pat_Pp3c20_8950V3
Physcomitrella_pat_Pp3c23_7530V3
Selaginella_moe_99462
Selaginella_moe_77255
Picea_abi_120049g0010
Picea_abi_89683g0010
Picea_abi_96844269g0010
Picea_abi_9783816g0010
Ceratopteris_ric_10971
Azolla_fil_s0163_g054240
Ceratopteris_ric_44548
Ceratopteris_ric_46354

Azolla_fil_s0179_g056264

Azolla_fil_s3609_g116385
Arabidopsis_tha_MYB052
Arabidopsis_tha_MYB054
Ceratopteris_ric_43319
Azolla_fil_s0103_g044681
Salvinia_cuc_s0068_g016477
Selaginella_moe_6091
Selaginella_moe_6282
Physcomitrella_pat_Pp3c3_12080V3
Physcomitrella_pat_Pp3c1_1650V3
Picea_abi_10425867g0020
Picea_abi_4704g0010
Ceratopteris_ric_23616
Selaginella_moe_80553
Azolla_fil_s0105_g044929
Salvinia_cuc_s0129_g021926
Ceratopteris_ric_31009
Azolla_fil_s0243_g059882
Ceratopteris_ric_44789
Arabidopsis_tha_MYB105
Arabidopsis_tha_MYB117
Arabidopsis_tha_MYB056
Salvinia_cuc_s0001_g000153
Azolla_fil_s0001_g000218
Azolla_fil_s0014_g013539
Ceratopteris_ric_46511
Azolla_fil_s0125_g048539
Azolla_fil_s0130_g049059

Salvinia_cuc_s0036_g011562

Arabidopsis_tha_MYB110

il

Arabidopsis_tha_MYB069
Arabidopsis_tha_MYB064
Arabidopsis_tha_MYB119
Arabidopsis_tha_MYB098
Arabidopsis_tha_MYB118
— Physcomitrella_pat_Pp3c5_7650V3

L—— Physcomitrella_pat_Pp3c6_23360V3
— Ceratopteris_ric_32145

L———— Salvinia_cuc_s0031_g010615

ﬁH

Selaginella_moe_100734
Azolla_fil_s0061_g034930
Azolla_fil_s0812_g087843
Salvinia_cuc_s0011_g004977
Azolla_fil_s0173_g055749
Salvinia_cuc_s0063_g015735
Azolla_fil_s0390_g067689
Salvinia_cuc_s0123_g021550
Selaginella_moe_1_3049629_3050183
Picea_abi_10426233g0010

Azolla_fil_s0179_g056258

Arabidopsis_tha_MYB115

e I

Arabidopsis_tha_MYB022

Arabidopsis_tha_MYB100

Arabidopsis_tha_MYB124

Selaginella_moe_72632

Selaginella_moe_113921
Selaginella_moe_179572

Selaginella_moe_84195

Suplementario 6. Andlisis de similitud. Este analisis fue realizado bajo el método de agrupamiento Neighbor joining, con
la matriz G de aminoécidos en la plataforma de MAFFT (Katoh, Rozewicki, & Yamada, 2017).
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Suplementario 7. Motivos proteicos recuperados con el anélisis de MEME. El tamafio de la letra que representa a cada
aminodacido equivale al nimero de veces que ese aminoacido se encuentra en la misma posicion en las secuencias del
alineamiento. La cantidad de aminoacidos que conforman cada dominio esta marcada por el eje inferior. El valor de E
indica la probabilidad que existe de que esa secuencia de aminoacidos se haya encontrado por azar en el alineamiento. La
longitud del motivo también indica el porcentaje de secuencias que comparten ese motivo
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