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Resumen

El pasto llorén, Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, es una graminea perenne de origen
sudafricano que se ha convertido en una de las méas importantes fuentes de alimentacion
del ganado en las areas subhumedas y semiaridas de nuestro pais. Constituye un grupo
botanico muy polimérfico por lo que en numerosas oportunidades se hace referencia a
esta especie como el complejo E. curvula. Este complejo es morfoldégicamente diverso,
pobremente conocido y no bien circunscrito. Si bien existen diferencias morfologicas
marcadas entre las variedades de esta graminea, la existencia de formas o ecotipos con
caracteristicas intermedias entre ellas dificulta la clasificacion. E. curvula incluye
genotipos de diferente ploidia. Los diploides (2n=2x=20) son raros en la naturaleza, se
reproducen sexualmente y son autoincompatibles, mientras que los poliploides
(2n=6x=60 a 2n=8x=80) se reproducen por apomixis y son autocompatibles. También

existen unos pocos facultativos.

El término apomixis hace referencia a una forma de reproduccion asexual a traves de
semillas que origina plantas genéticamente idénticas a la planta madre (clones). Estas
semillas se forman a partir de tejidos maternos del dvulo, evitando los procesos de
meiosis y fertilizacion. El pasto lloron presenta apomixis diplosporica y la polinizacion

es necesaria para la formacion de la semilla (pseudogamia).

En el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CERZOS-CONICET-UNS se obtuvo
por cultivo in vitro de inflorescencias de pasto llorén una planta diploide (UNST1122).
Semillas de esta planta fueron tratadas con colchicina y se obtuvieron dos plantas
tetraploides (colchiploides) con alto grado de sexualidad (UNST1112 y UNST1131).
Esta serie de plantas permite estudiar tanto variaciones producidas por cambio de
ploidia como por cambios en el modo reproductivo. Por otro lado, la disponibilidad de
plantas tetraploides sexuales posibilita el cruzamiento de las mismas, como madres, con
polinizadores apomicticos, de manera de obtener poblaciones de mapeo que segreguen
para el carécter y de esta forma realizar un mapa genético y ubicar regiones genémicas

asociadas al modo reproductivo.
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Por lo tanto los objetivos de la presente tesis fueron: 1) analizar la variabilidad existente
en el germoplasma nacional de pasto llorén, a fin de seleccionar los genotipos
apropiados para desarrollar una poblacion segregante para la apomixis; 2) estudiar el
modo reproductivo de la especie; 3) construir un mapa genético a nivel tetraploide
utilizando una poblacion segregante para el modo reproductivo y 4) localizar regiones

genomicas asociadas a la apomixis.

Se utilizé una coleccion de germoplasma (ocho cultivares comerciales) proveniente del
INTA (EEA Anguil, La Pampa) que representan los mas difundidos en Argentina y
algunos desarrollados en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (CERZOS, UNS). Se
utilizaron marcadores RAPDs y AFLPs y se desarrollaron marcadores SSRs a partir de
genotecas de ADNc de E. curvula. La informacion obtenida permite concluir que los
datos aportados por marcadores moleculares se ajustan a los datos previos citoldgicos y
quimiosistematicos y el agrupamiento de los distintos materiales corresponde a los
distintos tipos agrondmicos. Los donantes de polen mas adecuados para la obtencion de

una poblacion de mapeo serian los cvs. Morpa, Ermelo y Don Arturo.

Para la evaluacion del modo reproductivo se analizaron diferentes técnicas, de manera
de contar con un test rapido y preciso para la caracterizacion de la poblacion de mapeo.
Se realizaron estudios citoembrioldgicos de sacos embrionarios (con distintas tinciones),
pruebas de progenie con marcadores moleculares y analisis de ploidia en semillas con
citometria de flujo. Las pruebas de progenie utilizando marcadores RAPDs y el patrén
de deposicion de calosa simplifican el analisis y agilizan el proceso de caracterizacion
fenotipica. Con citometria de flujo se confirmé que la relacion de ploidias entre
embrion/endosperma en la semilla no se modifica en los procesos apomicticos con
respecto a los sexuales, por lo que esta técnica no serviria para la caracterizacion del
modo reproductivo. Esto hace al sistema Eragrostis atractivo para la transferencia de la
apomixis a los cereales, que son sumamente sensibles a los cambios en la relacion de
ploidia embrion/endosperma. La observacion de calosa en la megasporogénesis de

plantas apomicticas cuestiona observaciones realizadas previamente.
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Se realizaron cruzamientos entre los colchiploides y los cvs. tetraploides apomicticos
Morpa y Ermelo, cuatro afios luego de la poliploidizacién de los colchiploides. Al
analizar la segregacion de marcadores en la progenie se observé que esta presentaba una
alta homologia con el progenitor femenino, caracteristica de la reproduccion apomictica.
Por tal razon se realizaron test de deposicion de calosa y pruebas de progenie en las
plantas UNST1131 y UNST1112, demostrando que actualmente presentan un 10-20%
de reproduccion sexual, en lugar del 100% hallado en los estudios realizados en el afio
2003.

La siguiente etapa del trabajo de tesis tuvo como objetivo comprobar si durante el
periodo 2003-2007 se produjeron alteraciones de tipo genético (analisis de AFLPS) y/o
epigenético (analisis de MSAP) en las plantas UNST1131 y UNST1112, a fin de
explicar la reduccion en la expresion de la sexualidad. Estos andlisis revelaron cambios
genéticos y epigenéticos en el tiempo en estas plantas, indicando cierta plasticidad
gendémica. Se secuenciaron bandas polimorficas, algunas de las cuales mostraron
homologia con secuencias repetitivas y con marcadores de apomixis. También se
estudio la actividad de retrotransposones en las genotecas de E. curvula disponibles para
estimar la posibilidad de mutaciones y reestructuraciones epigenéticas dirigidas por
estos elementos. Los resultados de este analisis indican que en la genoteca de
inflorescencias de la planta Tanganyika (tetraploide apomictica) existe un porcentaje
menor de secuencias similares a retrotransposones transcripcionalmente activos en
comparacion con las genotecas de inflorescencias de las plantas UNST1122 (diploide
sexual) y UNST1131 (tetraploide altamente sexual, ya que las genotecas se realizaron
en el afio 2003). La mayor actividad de retrotransposones observada en las plantas
sexuales podria deberse a las situaciones de estrés por las que pasaron durante el cultivo

in vitro y posterior tratamiento de poliploidizacion.

De todo lo expuesto se concluyd que las plantas diploides de E. curvula son
completamente sexuales. Las plantas de mayor nivel de ploidia son, en general
altamente apomicticas. Algunas plantas tetraploides pueden presentar sexualidad en alto
grado, como las colchiploides recientes. Otras son completamente sexuales, como el

material PI 574506 del USDA. Estas evidencias indicarian la existencia de una region (o



dos) determinantes del caracter apomixis. Esta/s region/es estaria/n ausente/s en las
tetraploides completamente sexuales. Las plantas apomicticas pueden desreprimir la
sexualidad ante situaciones que provoquen choques genomicos, indicando un control
epigenético del caracter. La/s region/nes también estarian presentes en la planta diploide
de la serie euploide, pero no se expresa. Una hipdtesis para explicar este fenédmeno
podria basarse en los mecanismos de silenciamiento que existen en las plantas

dependientes del nimero de copias de ciertos genes.



Abstract

Weeping lovegrass, Eragrostis curvula (Schrad.) Nees is a perennial grass native from
Southern Africa that has become one of the most important forage crops in the
subhumid and semiarid areas of Argentina. It constitutes a highly polymorphic group so
many times referred as the E. curvula complex. This complex is morphologically
diverse, poorly understood and not very well circumscribed. E. curvula includes
genotypes with different ploidy. Diploids (2n = 2x = 20) are rare in nature, reproducing
sexually and are self-incompatible, while the polyploids (2n = 6x = 60 to 2n = 8x = 80)
are self-compatible and reproduce by apomixis. There are also a few facultative

cytotypes.

The term apomixis refers to a form of asexual reproduction through seeds that give
origin to plants genetically identical to the mother plants (clones). These seeds are
formed from maternal tissues of the ovule, preventing the meiosis and fertilization
process. Weeping lovegrass presents diplosporous apomixis and pollination is necessary

for seed formation (pseudogamia).

In the Plant Biotechnology Laboratory CERZOS-CONICET-UNS a diploid plant of
weeping lovegrass (UNST1122) was obtained by in vitro culture of inflorescences.
Seeds of this plant were treated with colchicine and two tetraploid plants (colchiploid
plants) were obtained with a high degree of sexuality (UNST1112 and UNST1131).
This series allowed the study of variations produced by changes of ploidy and/or by the
reproductive mode. Moreover, the availability of sexual tetraploid plants enables the
crossing of them, as mothers, with apomictic pollinators to obtain mapping populations
segregating for the reproductive mode. This make possible the construction of a genetic

map where to locate genomic regions associated with apomixis.
Therefore the objectives of this thesis were: 1) to analyze the variability in the weeping

lovegrass local germplasm in order to select genotypes for a mapping population

segregating for apomixis; 2) to study the reproductive mode of the species; 3) to
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construct a genetic map at tetraploid level and 4) to identify genomic regions associated

with apomixis.

A collection of germplasm (eight cultivars) from INTA (EEA Anguil, La Pampa) was
used, which represent the most widespread cultivars used in Argentina and some
developed in the Plant Biotechnology Laboratory (CERZOS, UNS). AFLPs and RAPDs
markers were used and SSRs markers were developed from cDNA libraries of E.
curvula. The information obtained suggests that the data provided by molecular markers
Is consistent with previous classifications based on cytological, chemosystematics and
agronomic data. Pollen donors suitable for obtaining the mapping population would be

the cvs. Morpa, Ermelo or Don Arturo.

The reproductive mode was analyzed using different techniques, looking for a quick and
accurate test for the characterization of the mapping population. Cytoembryological
studies of embryo sacs (with different staining techniques), progeny tests with
molecular marker and flow cytometry seed screen were performed. The progeny tests
using RAPDs markers and callose deposition simplify and expedite the phenotypic
characterization. Flow cytometry confirmed that the ploidy relationship between
embryo/endosperm in the seed is not modified in apomictic with regard to sexual
processes, so this technique is not useful for the characterization of the reproductive
mode. This fact makes the system very attractive in the light of future transfer of the
trait to cereals, that are very sensitive to changes in the embryo/endosperm ploidy
relations. Callose was observed in apomictic plants, questioned previous results of other

authors.

Crosses were made between the colchiploid plants and the apomictic tetraploid cvs.
Morpa and Ermelo. These crosses were done four years after obtaining the colchiploid
plants. A preliminary progeny test showed a high homology with the mother plant,
characteristic of apomictic reproduction. For this reason colchiploid plants were
analyzed using callose and progeny tests. These studies showed 10-20% of sexual
reproduction, instead of the 100% found in previous studies conducted immediately

after polyploidization.
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The next stage of the thesis aimed to verify whether during the 2003-2007 period there
were genetic (AFLPs analysis) and/or epigenetic alterations (MSAP analysis) in the
colchiploid plants and the original one, from cv. Tanganyika. These studies had the
objective to explain the reduction in the expression of sexual reproduction. These
analyses revealed genetic and epigenetic changes over time, indicating some genomic
plasticity. Polymorphic bands were sequenced, and some of them showed homology
with repetitive elements and apomixis markers. Studies of retrotransposons activity in
the E. curvula libraries were performed to estimate the possibility of mutations and
epigenetic restructuring directed by these elements. Results indicate that the library
from inflorescences of Tanganyika (apomictic tetraploid) have the lowest percentage of
sequences similar to retrotransposons compared to the libraries of UNST1122 (sexual
diploid) and UNST1131 (highly sexual tetraploid, since the library was performed in
2003). The increased activity of retrotransposons observed in sexual plants could be due
to stressful situations occurred during in vitro culture and subsequent colchicine

treatment.

From the foregoing it was concluded that the diploid plants of E. curvula are fully
sexual. Plants of higher ploidy are generally highly apomictic. Tetraploid plants can be
highly sexual, such as UNST1131 and UNST1112 (colchiploids) immediately after
polyploidization. Others are completely sexual such as Pl 574506 cytotype from USDA.
These evidences indicate the existence of one or two regions controlling apomixis
(based on previous results). This region is absent in fully sexual tetraploids. Apomictic
plants can un-repress sexuality under genomic stress situations, indicating an epigenetic
control of the trait. The apomicts region/s is/are also present in the diploid plant
UNST1122, but is not expressed. One hypothesis to explain this phenomenon could be
based on silencing mechanisms dependent on the number of copies of certain genes.
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Introduccion general



Pasto llorén

Eragrostis Wolf, es € género més representado en las Eragrostideae, una tribu
compuesta por 80 géneros y alrededor de 1000 especies distribuidas principalmente en
regiones tropicales y templado-célidas de todo € mundo. El género Eragrostis, consta
de més de 350 especies, especialmente en Africa, lo cual sugiere que ha tenido su origen
en dicho continente. La tribu no posee una agrupacién natural sino que fue armada por
conveniencia y Eragrostis en si mismo es un grupo polifilético. La naturaleza
polifilética de Eragrostis fue confirmada por andlisis de secuencias conservadas, ITSy
trnL-F (Roodt-Wilding y Spies, 2006). La caracteristica del género es una panoja con
numerosas espiguillas con lemas enteras y glabras. Todas las especies de Eragrostis,
excepto E. walteri (Voigt et al., 2004), poseen anatomiatipo C4 que es caracteristica de
varias especies de plantas herbéceas tropicales que les permite una mayor eficiencia de
fotosintesis en condiciones de alta temperatura. La mayor concentracion de especies se
produce en Sudéfrica, de donde proviene el pasto llorén (Figura I.1). Existen varias
especies de interés econdmico, entre las que sobresale E. curvula (forrgera), E. tef
(aimentacion humanay forrge) y algunas que integran pastizales como E. chloromelas
y E. lehmanniana, estas ultimas dificiles de separar de E. curvula debido a la existencia

de hibridos con caracteristicas intermedias.

La posicion taxonomica del pasto lloron de acuerdo a la clasificacion de Cronquist

(1981) es la siguiente (Departamento de Agronomia de los Estados Unidos

(http://www.usda.gov):

Reino Plantae (plantas)

Subreino Tracheobionta (plantas vascul ares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
Filo Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotileddneas)
Subclase Commelinidae

Orden Cyperaes

Familia Poaceae

Subfamilia  Chloridoideae

Tribu Eragrostideae

Género Eragrostis von Wolf

Especie Eragrostis curvula (Schrader) Nees (weeping lovegrass)


http://www.usda.gov/�

En Argentina se utiliza la clasificacion de Engler y Diels (1936), donde la posicion

taxondmicadel pasto lloron eslasiguiente:

Division Spermatophyta
Subdivisién  Angiospermae

Clase Monocotiledonae
Orden Glumiflorales
Familia Poaceae (Gramineae)
Tribu Eragrostideae
Género Eragrostis von Wolf

Especie Eragrostis curvula (Schrader) Nees (pasto Ilorén)

Figura I.1. A) Plantade pasto llorén y B) detalle de la panojay espiguilla

El pasto llorén es una de las mas importantes fuentes de alimentacion del ganado en las
areas subhimedas y semiaridas de nuestro pais (Fernandez et al., 1991). Las principales
cualidades de esta graminea son su extraordinaria rusticidad, su capacidad para
prosperar en suelos pobres en fertilidad y su aptitud para consolidar suelos erosionables
de textura suelta. Se ha demostrado que incorpora considerable cantidad de materia
organica y mejora la estructura del suelo. En poco mas de un cuarto de siglo, € pasto
llorén ha pasado a ser de un cultivo en pequefias parcelas experimentales a formar
extensos pastizales, cubriendo en la actualidad una superficie que abarca alrededor de
500.000 has, principamente en la region semi&ida pampeana (Tabla 1.1). En



consecuencia, es la graminea perenne mas extensamente cultivada en Argentina, con la
perspectiva de que en € futuro la superficie sembrada se extienda considerablemente,
ya que puede calcularse en méas de 5.000.000 has la extension de nuestro pais apta para
el cultivo de esta planta, en muchos casos en forma excluyente (Covas y Cairnie, 1985).
Tanto E. lehmanniana como E. chloromelas se han ensayado en nuestro pais, pero han
demostrado poseer menores aptitudes como plantas forrgeras o consolidadoras de
suelos erosionables que E. curvula. En Sudéfrica, € pasto lloron es considerado una
especie pionera, mientras que en varias partes del mundo es considerado una maleza de

dificil control, como por ggemplo en Australia (Lazarides, 1997).

Tabla 1.1 Superficie implantada con forrgjeras perennes, discriminada por cultivo, en
provincias de la Region Pampeana. INDEC (2002).

Superficie implantada

Provincia

Achicoria Agropiro Alfalfa Festuca Lotus Pas'fo Trébol Al faj.f a

llorén consociada
Miles de hectéreas

Total 18,6 3576 17498 756 365 4764 499 3.232,0
Buenos Aires 4,0 245,7 113,6 61,2 199 1338 19,8 1.909,1
Cordoba 8,4 89,8 1.015,6 7,7 0,1 66,4 13,4 3159
Entre Rios 3,6 - 54,2 1,6 15,2 -- 0,7 97,2
La Pampa 1,9 18,2 2219 39 12 2762 11,7 431,0
Santa Fe 0,7 39 344,5 1,2 0,2 -- 44 478,8

Es esenciamente estival y crece vigorosamente en forma cespitosa, ain con escasa
humedad, debido a su eficiente uso del agua. Su capacidad para rebrotar temprano en
primavera y producir forrgje verde en otofio hasta més tarde que otras especies, ha
Ilevado a su incorporacion en |os sistemas de produccion ganadera. Soporta muy bien el
pastoreo, habiendo demostrado su valor no solo para vacas de cria sino también para
recriaeinvernada. Presenta un buen valor nutritivo durante el rebrote y una receptividad
ata comparada con la de campos naturales de la regién semiarida pampeana. Su gran
agresividad le permite competir y controlar importantes malezas. Entre las principales
limitaciones del pasto llorén se encuentran su inaptitud como fuente de forrgje inverna
y su mediana calidad forrgjera. Aln asi sus variedades se destacan por su resistencia a
frio (Fernandez et al., 1991).



Se trata de una especie muy variable, pero con las siguientes caracteristicas

morfolégicas (Covas, 1991; Lazarides, 1997):

e Matas perennesy vigorosas,

e Numerosos macollos, algunos de los cuales dan cafias floriferas de 60 a 180 cm de
altura,

e Vainas de las hojas basales de color purplreo y pilosas mientras que las de las hojas
superiores son glabras,

e Laminas largas y angostas de 30 a 80 cm de longitud y de 3 a 8 mm de ancho,
planas y convolutadas, glabras o pilosas, en general colgantes,

e Ligula formada por una franja de pelos densamente dispuestos de alrededor de 5
mm de longitud,

e Canas floriferas que llevan una panoja terminal de 15 a 50 cm de longitud, amplias
y laxas 0 estrechas y compactas (tipo conferta),

e Espiguillas dispuestas apretadamente contra las ramas de las panojas, constando de
cinco adiez anteciosy

e Semillas ovoides, de 0,8 a 1,7 mm de longitud, de color castafio, rojizo o vinoso. El
embrién ocupa aproximadamente la mitad de la longitud de la misma (s es de
color azul violaceo es viable, en cambio si es del mismo color que € resto de la
semillaesinviable).

Los suelos arenosos o franco-arenosos y profundos son los preferidos por esta especie,
pero el conjunto de los distintos cultivares cubre una amplia gama de suelos en cuanto a
su textura. No se adapta a suelos salinos y/o sodicos pero si tolera los moderadamente
acidos. En cuanto a clima, € pasto lloron prospera con temperaturas que superen los
12°C como media anual y con lluvias que, coincidiendo con su periodo de crecimiento,
no sean inferiores a 250 mm anuales. En consecuencia, €l pasto Iloron puede cultivarse,
en sentido latitudinal, desde la region de la Puna del noroeste hasta € sureste de la
provincia de Rio Negro (Covas, 1991). Es notable la resistencia a la sequia dada por la

cubierta cerosa, especialmente en € tipo robusta (Carcellar et al., 1980; Polci, 2000).

El origen de los cultivares de pasto Ilordn es dificil de determinar, ya que casi todos
provienen de selecciones practicadas sobre materiales nativos de diversas localidades



sudafricanas, como por €. Tanzania, Transvaal o Middelburg (Fernandez et al., 1991).
Fue introducido en nuestro pais aproximadamente en € afio 1930 desde los EEUU por
el Sr. John Nelson, en una estancia de la provincia de San Luis. En 1947, semillas del
cultivar Tanganyika (primer cultivar adaptado), fueron remitidas a la Estacion
Experimental Anguil del INTA, donde fueron multiplicadas, constituyendo la base de la
intensificacion del cultivo en nuestro pais. EI INTA ha realizado numerosos estudios
técnicos y comparativos de variedades, principalmente en las EEA Anguil y San Luis,
donde se reunieron colecciones de mas de 70 biotipos introducidos de pasto lloron, a

partir de los cuales se seleccionaron |os cultivares argentinos (Fernandez et al., 1991).

E. curvula incluye genotipos de diferente ploidia, (desde 2x hasta 8x, con x=10), donde
los diploides (2n=2x=20) son raros en la naturaleza, siendo la mayoria poliploides
(2n=4x=40 a 2n=8x=80), existiendo ademéas formas aneuploides. Los diploides se
reproducen sexualmente y son autoincompatibles (necesitan polinizacion cruzada),
mientras que los poliploides se reproducen por apomixis y son autocompatibles.
Aungue la mayoria de las colecciones redizadas en Sudafrica estan constituidas por
materiales apomicticos obligados, también existen unos pocos facultativos (Brix, 1974,
Vorster y Liebenberg, 1977).

El dnico informe de triploidia en & complgjo E. curvula es € de Leigh (1960) para €l
tipo robusta. De acuerdo a Voigt (comunicacion personal), los triploides de pasto [loron
son inviables. Poverene (1988) no encuentra ninguna planta triploide ni aneuploide
entre las accesiones que evalud y Vorster y Liebenberg (1977) informan haber
encontrado solo una planta pentaploide. Si bien el nivel heptaploide (2n=7x=70) es més
frecuente, los materiales par-poliploides parecen ser mucho méas abundantes que los
impar-poliploides en e complgo E. curvula (Poverene, 1988). Es evidente que la
persistencia de los impar-poliploides se debe a la reproduccion apomictica, pero la
inestabilidad meidtica que los caracteriza necesariamente debe representar una
desventgja adaptativa (Poverene y Curvetto, 1991). Varios autores han encontrado
aneuploidias y la propagacion de dichos citotipos también se debe a la apomixis (Leigh,
1960; Jones et al., 1978).

El pequefio tamaiio de los cromosomas, caracteristico de las eragrostoideas, y la

dificultad para obtener preparados suficientemente claros son posiblemente las causas



de que ningun trabajo citologico sobre pasto [loron presente descripciones de cariotipo.
L os estudios realizados por Poverene (1988) muestran que predominan |os cromosomas

metacéntricos y submetacéntricos y el tamafio medio esde2 a3 um.

Poverene (1988) estudio lameiosis en las anteras de pasto |loron para observar qué tipo
de conformaciones predominan y observéd que la mas frecuentemente encontrada es la
de bivalentes, aunque en la mayor parte de las lineas evaluadas también se observaron
multivalentes y univalentes. La mayor frecuencia de los multivalentes observados en ese
estudio correspondieron a cuadrivalentes, tanto abiertos como cerrados. La cantidad de
trivalentes fue menor y solo se observaron sextivalentes en frecuencia muy reducida en
tres de los cultivares analizados. En € cv. Tanganyika (2n=4x=40) se encontrd la mayor
frecuencia de configuraciones multiples (cuatro tetravalentes y un trivalente en
promedio). Las irregularidades se presentaron mayormente en las accesiones de mayor
ploidiay las mas frecuentes fueron: placas metafasi cas fragmentadas, asincronia durante
la segunda division, puentes cromatinicos y cuartetas anormales, formadas por tres,
cinco 6 seis células, micrésporas lineales y distribuciones desiguales de |os cromosomas
hacia los polos. Los resultados concordaron con las observaciones de Streetman (1970)
y Vorster y Liebenberg (1977) en que las meiosis fueron regulares en plantas con bgjo
nivel de ploidia, mientras que hubo una tendencia a meiosis anormales en los atamente
poliploides. En las accesiones tetraploides, la presencia de multivalentes demuestra que
existe a menos una homologia parcial u homeologia entre genomas, pero la mayor parte
de los cromosomas se aparea en forma bivalente. Especies tetraploides de Paspalum
donde predomina e apareamiento en bivalentes con un numero variable de
cuadrivalentes son consideradas aloploides segmentales (Quarin et al., 1996). Vorster y
Liebenberg (1977) también encuentran alteraciones estructurales, por ello consideran
que se trata de aoploidia segmental. La mayor frecuencia de univaentes e
irregularidades meidticas en los cultivares de mayor ploidia demostrarian una mayor

complgidad gendmicay menor homol ogia cromosomica (Poverene, 1988).

El tipo de apareamiento cromosdmico observado sugiere que existieron procesos de
hibridacion y, posiblemente, de duplicacion genémica en este complego, de modo que
consiste principa mente de aloploides segmental es. Estos procesos no parecen recientes,
ya que ninguna de las accesiones mostrd e comportamiento tipico de los hibridos de

primera generacion (Poverene, 1988).



Poverene (1988), en funcion de las observaciones redizadas en € cv. Tanganyika
(mayor frecuencia de configuraciones muitiples, presencia de hilos cromatinicos
uniendo estas figuras y las frecuencias de cuadrivalentes en forma de anillo) hipotetiza
que seria un cultivar autopoliploide, dado que existe una ata homologia de los cuatro
cromosomas de la asociacion. Cardone (2006) analizando el genotipo tetraploide
UNST1131, obtenido por duplicacién cromosdmica a partir de semillas de un genotipo
diploide, encuentra en promedio 12,2 bivalentes, 3,1 cuadrivalentes, 0,8 trivalentes y
0,8 univalentes. Estos resultados son similares a los observados por Poverene (1988) en
el cv. Tanganyika, o que apoyaria la hipétesis de un origen autopoliploide en € cv.
Tanganyika, ya que e genotipo UNST1131 es un verdadero autopoliploide por su

origen.

En general la viabilidad del polen en varios cultivares de diferentes ploidias es elevada,
ya que a menos € 50% de los granos de polen son viables (Poverene, 1988; Polci,
2000). Este valor puede considerarse normal y ya gque esta graminea es pseuddégama (el
desarrollo del endosperma requiere de la fertilizacion del nucleo polar), la produccion
de semilla no se encontraria comprometida. Los andlisis de viabilidad de polen indican
gue ninguna de las accesiones es atamente estéril, a pesar de la ata frecuencia de
anormalidades mei 6ticas observadas.

En cuanto a mejoramiento genético de la especie, la obtencion de genotipos adaptados
a diferentes ambientes y con mejor calidad forrajera, representan los mayores desafios
(Covas, 1991). Tradicionamente e mejoramiento del pasto llorén se limitdé a la
seleccion de ecotipos en sus lugares de origen o sobre colecciones y procedencias
sudafricanas en otros paises. Posteriormente, con la aparicion de genotipos sexuales se

recurrio alos cruzamientos (Voigt et al., 2004).

El pasto [loron constituye un grupo botanico muy polimaorfico por 1o que en numerosas
oportunidades se hace referencia a esta especie como € complegjo E. curvula o como E.
curvula sensu lato (Vorster y Liebenberg, 1977; Covas y Cairnie, 1985; Voigt et al.,
2004). Este complejo es morfologicamente diverso, pobremente conocido y no bien
circunscrito. La dificultad en definir la estructura del mismo es causada por la fata de
conocimiento taxonémico. Si bien existen diferencias morfol 6gicas marcadas entre las

variedades de esta graminea, la existencia de formas o ecotipos con caracteristicas



intermedias entre ellas dificulta la clasificacion. A lo anterior se suma la reproduccion
por apomixis, que fija cualquier nueva variacion. Esto ha llevado a una considerable
confusion entre los ecotipos y cultivares que se hallan actualmente a disposicion de los

mejoradores, técnicos y productores (Poverene, 1988; Covas, 1991).

Apomixis

El concepto de apomixis en plantas que cuenta con mayor aceptacion entre los
diferentes autores es el de reproduccion asexua por medio de semillas (Nogler, 1984a).
Este fendbmeno involucra cambios en relacion a desarrollo de una semilla normal, que
es producto de reproduccion sexual. Estos cambios suceden muy temprano en €
desarrollo del 6vulo, y afectan procesos como la meiosis, la megagametogénesis, la
fecundacion y la embriogénesis (Crane 2001). La apomixis es un poderoso sistema de
clonacién natural a través de semillas que ha evolucionado como un sistema de
reproduccion aternativo a la sexualidad a través de la reformulacion de los programas
de desarrollo del ovario (Grimanelli et al., 2001a). Afecta alos procesos que suceden en
el dvuloy, salvo raras excepciones, permite € desarrollo de polen viable, aunque puede
afectar la tasa de viabilidad. Por esto, los estudios sobre la apomixis historicamente

conciernen al ovulo (Savidan, 2000).

En la reproduccion sexua la progenie generalmente difiere del genotipo materno, a no
ser que la consanguinidad sea muy estricta y prolongada en el tiempo. En generd, las
especies apomicticas forman complegos agamicos o grupos en los cuales biotipos
sexuales y apomicticos se encuentran a distintos niveles de ploidia. En la mayoria de los
casos, los citotipos diploides son sexuales y los poliploides son apomicticos. Por esto,
salvo raras excepciones, la apomixis gametofitica se encuentra siempre asociada a la
poliploidia (Quarin, 1992; Savidan, 2000).

Aungue a veces se la considera una curiosidad botanica, la apomixis esta lgjos de ser
una rareza ya que ha sido descripta en més de 400 especies de plantas que representan
mas de 40 familias, tanto de mono como de dicotiledoneas y, curiosamente, se

encuentra ausente en gl mnospermas.



De los 14.000 géneros de angiospermas, sOlo 127 presentan especies apomicticas, la
mayoria de las cuales aparecieron durante o después del Pleistoceno (Spillane et al.,
2001). Actualmente, algunos trabajos cuestionan e nimero de géneros con especies
realmente apomicticas, ya que se han registrado como apomicticas especies con
anomalias en € desarrollo y la acumulacién y falta de corroboracion de estos informes
han llevado a sobreestimar el nimero real de géneros apomicticos. Por gemplo, en la
familia Asteraceae, de los géneros informados como apomicticos, 22 fueron
confirmados, 16 requieren confirmacion, aunque existen evidencias consistentes y 30
fueron catalogados como no apomicticos (Noyes, 2007). La distribucion de la apomixis
en las angiospermas no es homogénea, ya que & 75% de las especies confirmadas
pertenecen a tres familias. Asteraceae, Rosaceae y Poaceae, grupos que colectivamente
constituyen solo e 10% de las plantas con flor. Algunos autores han postulado que este
patron de distribucion puede reflgar la predisposicion de cierto grupo de plantas a
experimentar los cambios de desarrollo y genéticos que caracterizan a la apomixis
(Bicknell y Koltunow, 2004). Hay coincidencia en considerar que la apomixis ha
evolucionado varias veces en forma independiente desde ancestros sexuales y puede ser
vista como una modificacion del programa de reproduccion sexua (Spillane et al.,
2001).

La apomixis involucra una serie de alteraciones en e desarrollo sexual tipico, que sin
embargo permiten la obtencién de semillas viables. Estas son: (1) ausencia o ateracion
de la reduccién meidtica o desarrollo de megasporas no reducidas a partir de células
nucelares (apomeiosis), (2) desarrollo de un megagametofito a partir de las megasporas
no reducidas y posteriormente de un embrion por partenogénesis a partir de la ovocélula
0 de células de los integumentos y (3) inicio del desarrollo auténomo o por

pseudogamia del endosperma (Vijverberg et al., 2004).

En la reproduccion apomictica, los dos nlcleos espermaticos del grano de polen
penetran en e saco embrionario por una de las sinérgidas. Sin embargo, a diferencia de
lo que ocurre en la reproduccion sexual, la ovocélula no es fertilizada y su desarrollo se
lleva a cabo por partenogénesis. En algunos casos, la ovocélula no reducida puede ser
fertilizada, resultando en un embrién hibrido con un nivel elevado de ploidia. A estos
embriones se los denomina BIIl (Berthaud, 2001). Cuando ocurre meiosis en una

especie apomictica, con reduccion de cromosomas, 10 que generalmente sucede es la
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singamia entre la célula huevo y la célula espermética. Aunque a veces, esta ovocélula
(n), puede desarrollarse por partenogénesis produciendo un embrion haploide o
polihaploide (Ozias-Akins, 2006). Por lo tanto, en una planta apomictica pueden

encontrarse cuatro distintos tipos de descendientes:

Meiosis Fertilizacion
Si No
Si n+n (sexual) n+0 (haploide)
No 2n+n (BIII) 2n+0 (apomictico)

En la mayoria de las plantas que se reproducen por apomixis gametofitica, el desarrollo
partenogenético del embrion requiere de la fertilizacion del/los nucleos polares, lo cua
es denominado pseudogamia (Nogler, 1984a). En las Poaceae, las cuales son
polinizadas por € viento, la pseudogamia es la regla general, con solo tres excepciones:
Calamagrostis, Cortederia jubata y Amprothyrsus (Noirot et al., 1997). Un hecho
importante es que los genotipos sexuales de las gramineas apomicticas son alégamos,
con un ato grado de autoincompatibilidad, mientras que los apomicticos son
autocompatibles (Voigt y Bashaw, 1972; Noirot et al., 1997). La autocompatibilidad en
las plantas apomicticas tiene grandes ventgjas, entre la que podemos resdtar la
posibilidad de dispersion en forma clona sobre areas importantes, ya que la
autoincompatibilidad traeria serios inconvenientes a la reproduccion por semilla en estas
condiciones (Noirot et al., 1997). Algunas especies apomicticas, como sucede en
especies de la familia Asteraceae, no requieren de la fertilizacion de la célula central y

el endosperma se desarrolla de manera autonoma (Noyes, 2007).

La contribucién materna y paterna en el desarrollo del endospermay su relacion con el
nivel de ploidia del embrion causa un fuerte efecto sobre la viabilidad de la semilla
sexua. En € caso del maiz, que ha sido ampliamente estudiado, € desarrollo normal del
endosperma tiene una relacion 2m/1p. En cambio, las especies apomicticas son més
tolerantes a las variaciones en la relacion de ploidias entre los genomas materno y
paterno 0 bien presentan adaptaciones para restituir esta relacion. Como eemplo,
podemos citar genotipos apomicticos tetraploides de Tripsacum dactiloides que
producen endosperma con dos nucleos polares no reducidos que se fusionan con un

11



nucleo espermatico reducido para lograr una relacion 8m/2p, que permite el normal

desarrollo del endosperma (Grimanelli et al., 1997).

Mecanismos de apomixis

Los procesos de desarrollo por los que se obtiene una semilla apomictica pueden
clasificarse en tres. la diplosporia, |a aposporiay la embriogénesis adventicia. A los dos
primeros se los clasifica como apomixis gametofitica (Figura 1.2). Estos mecanismos
apomicticos difieren en e tiempo en que se inician en relacion a un proceso sexual
tipico. La diplosporia y la aposporia son iniciadas muy temprano en € desarrollo del
ovulo, en @ momento de la diferenciacion de la céula madre de la megaspora en €
primer caso y luego de la diferenciacion de dicha célula en € segundo. Al contrario, la

embriogénesis adventicia es iniciada tardiamente en € desarrollo del évulo.

Los dos tipos de diplosporia, meidtica y mitdtica, se muestran en la Figura 1.2. En la
diplosporia meidtica, la célula madre de la megéspora comienza la meiosis, pero ésta es
inhibida en un determinado estadio por mecanismos desconocidos y e nulcleo es
restituido a su estado original (nlcleo de restitucion) para luego ocurrir una serie de
mitosis que llevan a un saco embrionario que conserva la estructura tipica de los sacos
de origen meidtico de tipo Poligonum con siete células y ocho nucleos (tipos
Taraxacum e Ixeris, Figura 1.2). En la diplosporia mitética, la cual es la forma mas
frecuente de diplosporia, la célula madre de la megaspora no iniciala meiosis, sino que
después de una larga interfase, se produce un crecimiento celular acompariado por una
profunda vacualizacion, seguido de tres mitosis sucesivas que dan origen a un saco
embrionario maduro compuesto de ocho nucleos, todos no reducidos (tipo Antennaria,
Figura 1.2). Es posible que en algunas plantas que exhiben diplosporia mitética, se
produzca la meiosis y sea inhibida en estadios muy tempranos, sin embargo esta solo
podria ser demostrada a nivel molecular y no a nivel citolégico (Nogler, 1984a;
Koltunow, 1993).
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A diferencia de lo que ocurre en la diplosporia, en la aposporia €l saco embrionario se
forma a partir de una célula de la nucela que no es la célula arquesporia (Figura l.2).
Esta célula, [lamada célula inicia apospoérica, a igual que la célula arquesporial, posee
un gran nucleo y citoplasma denso. Por lo tanto, a diferencia de la diplosporia, en la
aposporia pueden coexistir procesos apomicticos y sexuaes en un mismo évulo. En la
aposporia, una 0 mas céulas iniciales aposporicas pueden diferenciarse en la nucela
inmediatamente antes o conjuntamente con € desarrollo de la célula arquesporia del
proceso sexual y comenzar la formacion de un saco embrionario aposporto (n

Figura 1.2). En agunas especies aposporicas, € porcentgje de oOvulos con sacos
embrionarios apomicticos y sexuales puede ser muy elevado, sin embargo el proceso
sexual frecuentemente termina en e estadio célula madre de la megaspora o megaspora
funciona y los productos de la meiosis degeneran (Nogler, 1984a; Asker y Jerling,
1992). El saco embrionario aposporico se desarrolla mas rgpido que e sexual porque
evitala meiosis. En la aposporia tipo Hieracium, la formacion del saco embrionario se
produce después de tres divisiones mitéticas, origindndose ocho nicleos que se
distribuyen en siete células en un saco embrionario similar a sexua de tipo Polygonum,
pero a diferencia de este, en & saco apomictico los nlcleos no estén reducidos. Los
sacos embrionarios tipo Panicum se forman a partir de células iniciales de la aposporia
gue luego de dos mitosis sucesivas dan origen a sdlo cuatro nucleos, los cuaes se
distribuyen hacia un solo polo (Figura 1.2). Por o tanto o sacos embrionarios quedan
constituidos por dos sinérgidas, una ovocélula y una célula central con un solo nucleo

polar, careciendo de antipodas (K oltunow, 1993).

Diplosporia y aposporia resultan en la formacion de una estructura megagametofitica
sin reduccion meidtica 'y e embrion se desarrolla a partir de una ovocélula que se
encuentra dentro de dicho megagametofito no reducido. Al contrario, la embriogénesis
adventicia es iniciada tardiamente en € desarrollo del évulo y usuamente ocurre en
ovulos maduros. Los embriones se inician directamente desde células individuales de la
nucela, tejido del 6vulo que es externo al megagametofito sexual. Aungue en la
apomixis no se produce meiosis en la megaspora, s existe en la micréspora, es decir
gue los granos de polen de las plantas apomicticas son reducidos (n). Este polen es
funcional y necesario en la gran mayoria de las plantas apomicticas, ya que son

pseuddgamas (K oltunow, 1993).
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EnlaTablal.2 se mencionan agunos de |0s géneros que presentan especi es apomicticas

y e mecanismo de apomixis que poseen.

Contexto donde se expresa

Existe una relacidn estrecha entre la apomixis y la poliploidia, ya que la manifestacion
de la misma depende fuertemente del nivel de ploidia, tanto que los genotipos diploides
(2n=2x=20) son generamente sexuales y los correspondientes poliploides (2n=4x=40 o
mayores) son apomicticos (Asker y Jerling, 1992; Savidan, 2000). Sin embargo, la
apomixis es comun en plantas diploides con embriogénesis adventicia, tales como
Citrus, Nothoscordum, Sarcococca y Euphorbia (Gustafsson, 1946). La descripcién de
algunos diploides con apomixis gametofitica parece ser la excepcion a la regla
(Naumova et al., 1999; Siena et al., 2008). Sin embargo, existe mucha controversia a
respecto, a tal punto que repeticiones del andlisis de algunas de esas excepciones
determinaron lo contrario (Holm y Ghatnekar, 1996; Holm et al., 1997). En varios
citotipos diploides de Paspalum se ha mencionado la presencia de sacos embrionarios

aposporicos junto alos sacos embrionarios meioticos normales (Norrmann et al., 1989).

También existe el caso de Boechera holboellii, que es un diploide diplospérico, sin
embargo en esta especie la apomixis fue asociada a la presencia de sustituciones
cromosomicas, aberracionesy ala presencia de cromosomas B, por |0 que no se trataria
de un verdadero diploide (Kantama et al., 2007). Por otro lado, como se ha mencionado
previamente, la sexualidad generalmente se mantiene a muy bgo nivel en las plantas
apomicticas (Bicknell y Koltunow, 2004).
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Tabla 1.2. Algunos géneros que presentan especies con reproduccién apomictica
(modificado de Carman, 1997). El asterisco (*) indica que en ese genero existen
especies con ambos tipos de apomixis gametofitica (diplosporiay aposporia).

Diplosporia
Calamagrostis (Poaceae)
Dichanthium* (Poaceae)
Elymus (Poaceage)
Eragrostis (Poaceae)
Nardus (Poaceage)

Paspalum* (Poaceag)
Pennisetum* (Poaceag)

Poa* (Poaceae)

Saccharum (Poaceae)
Sorghum* (Poaceage)
Tripsacum (Poaceae)

Allium (Alliaceae)
Habranthus (Amaryllidaceae)
Zephyranthes (Amaryllidaceae)
Burmannia (Burmanniaceae)
Antennaria* (Asteraceae)
Arnica (Asteraceae)
Artemisia* (Asteraceae)
Bellis* (Asteraceae)

Blumea (Asteraceae)
Brachyscome (Asteraceage)
Chondrilla (Asteraceae)
Erigeron* (Asteraceae)
Eupatorium* (Asteraceae)
Hieracium* (Asteraceae)
Ixeris (Asteraceae)
Leontopodium (Asteraceae)
Parthenium* (Asteraceae)
Rudbeckia (Asteraceae)
Taraxacum (Asteraceae)
Balanophora (Balanophoraceae)
Aerva (Amaranthaceage)
Beta* (Chenopodiaceae)
Houttuynia (Saururaceag)
Pomaderris (Rhamnaceage)
Wikstroemia (Thymel acaceae)
Boehmeria (Urticaceae)
Dorstenia (Urticaceae)
Elatostema* (Urticaceae)

Aposporia
Anthephora (Poaceae)
Anthoxanthum (Poaceae)
Bothriochloa (Poaceag)
Bouteloua (Poaceage)
Brachiaria (Poaceag)
Buchloe (Poaceae)
Cenchrus (Poaceae)
Chloris (Poaceage)
Cortaderia (Poaceae)
Dichanthium* (Poaceae)
Echinochloa (Poaceae)
Eremopogon (Poaceage)
Eriochloa (Poaceae)
Eulaliopsis (Poaceae)
Eustachys (Poaceae)
Fingerhuthia (Poaceae)
Harpochloa (Poaceage)
Heteropogon (Poaceag)
Hyparrhenia (Poaceae)
Lamprothyrsus (Poaceae)
Mélinis (Poaceage)
Panicum (Poaceae)
Paspalum* (Poaceag)
Pennisetum* (Poaceag)
Poa* (Poaceae)

Rendlia (Poaceae)
Schizachyrium (Poaceae)
Setaria (Poaceag)
Sorghum* (Poaceage)
Themeda (Poaceae)
Tricholaena (Poaceae)
Urochloa (Poaceae)
Ornithogalum (Hyacinthaceae)
Tacca (Taccaceae)
Zygopetalum (Orchidaceae)
Antennaria* (Asteraceae)
Artemisia* (Asteraceae)
Aster (Asteraceae)
Bellis* (Asteraceae)

Embriogenesis adventicia
Cenchrus * (Poaceage)
Pennisetum* (Poaceage)
Nothoscordum (Liliaceae)
Sarcococca

Euphorbia (Euphorbiaceae)
Citrus (Rutaceae)
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Tabla 1.2 (continuacion). Algunos géneros que presentan especies con reproduccion
apomictica (modificado de Carman, 1997). El asterisco (*) indica que en ese género
existen especies con ambos tipos de apomixis gametofitica (diplosporiay aposporia).

Diplosporia

Limonium (Limoniaceae)
Casuarina (Casuarinaceae)
Alnus (Betul aceag)
Crataegus* (Rosaceae)
Potentilla* (Rosaceae)
Rubus* (Rosaceage)
Sorbopyrus* (Rosaceae)
Sorbus* (Rosaceae)
Garcinia (Hypericaceae)
Ochna* (Ochnaceae)
Boechera (Arabis) (Brassicaceae)
Cucumis* (Cucurbitaceae)
Luffa (Cucurbitaceae)
Momordica (Cucurbitaceae)

Aposporia

Bidens (Asteraceae)
Calotis (Asteraceae)
Carthamus (Asteraceae)
Centaurea (Asteraceae)
Cichorium (Asteraceae)
Coreopsis (Asteraceae)
Crepis (Asteraceae)
Erigeron* (Asteraceae)
Eupatorium* (Asteraceae)
Eurybiopsis (Asteraceae)
Gerbera (Asteraceae)
Grindelia (Asteraceae)
Gutierrezia (Asteraceae)
Haplopappus (Asteraceae)
Helianthus (Asteraceae)
Hieracium* (Asteraceae)
Leontodon (Asteraceae)
Leucanthemun (Asteraceae)
Melampodium (Asteraceae)
Parthenium* (Asteraceae)
Picris (Asteraceae)
Solidago (Asteraceae)
Tridax (Asteraceae)

Beta* (Chenopodiaceae)
Sambucus (Adoxaceae)
Cliftonia (Cyrillaceae)
Globularia (Globulariaceae)
Elatostema* (Urticaceae)
Eugenia (Myrtaceag)
Atraphaxis (Polygonaceae)

Ranunculus (Ranuncul aceae)

Skimmia (Rutaceae)
Triphasia (Rutaceae)
Zanthoxylum (Rutaceag)
Cordia (Boraginaceae)

Cynoglossum (Boraginaceae)

Photinia (Aronia)

Aposporia

Alchemilla (Rosaceae)
Amelanchier (Rosaceag)
Cotoneaster (Rosaceae)
Crataegus* (Rosaceae)
Malus (Rosaceage)
Potentilla* (Rosaceae)
Pyrus (Rosaceae)

Rubus* (Rosaceae)
Sanguisorba (Rosaceae)
Sorbopyrus* (Rosaceage)
Sorbus* (Rosaceae)
Hiptage (Malpighiaceae)
Hypericum (Hypericaceage)
Ochna* (Ochnaceae)
Raphanobrassica (Brassicaceae)
Cucumis* (Cucurbitaceae)
Marah (Cucurbitaceae)
Aglaonema (Araceae)
Manihot (Euphorbiaceae)
Spiranthes (Orchidaceae)
Betula (Betulaceae)
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Existen tres teorias que explican la ausencia de apomixis a nivel diploide. Una fue
propuesta por Nogler (1984a) y sostiene que € alelo dominante A, responsable de la
aposporia, no puede ser transmitido a través de gametas haploides, con lo cua la
apomixis no puede ser encontrada en diploides naturales. La segunda hipétesis fue
propuesta por Mogie (1988) y sostiene la existencia de un dosaje génico para un alelo
mutante a-, en presencia del alelo salvaje a+, para que €l caracter se exprese. De acuerdo
a esta teoria la ausencia de apomixis en los diploides naturales se debe més bien a una
falta de expresion, en lugar de la no-transmision propuesta por Nogler (19844). Mogie
(1988) sugiere que se necesitan dos copias del alelo a (frecuencia mayor a 0,5) parala
expresion de la apomixis. En contraste con esta teoria, Noirot (1993) propone que €
alelo at+ no deberia estar presente en una frecuencia mayor de 0,25. Mogie (1988)
propone que e efecto de dosge afecta al mismo alelo determinante de la apomixis,
mientras que Quarin et al. (2001) proponen que el efecto de dosgje estaria afectando a
uno o varios genes adicionales (diferentes del alelo determinante de la apomixis) cuya
expresion es necesaria para €l desarrollo de la apomixis. Esta segunda teoria se propuso
porgue quedd demostrado en numerosos casos que la apomixis esta determinada por un
alelo dominante en configuracion uniplex (Aaaa), y por lo tanto su expresion no podria
estar sujeta a un efecto de dosge. Sin embargo, se observaba que a duplicar individuos
diploides sexuales con colchicing, en algunos casos se generaban tetraploides
apomicticos. Se propuso que €l efecto de dosge estaria afectando a otros genes

(diferentes del gen A disparador), necesarios para €l desarrollo de la apomixis.

Otras dos caracteristicas estan presentes en las plantas apomicticas. En general son
perennes (no anuales) y poseen otros mecanismos de reproduccion asexual, tales como
estolones, rizomas o bulbos. La otra particularidad es que existen genotipos facultativos
(poliploides) que son fundamentalmente apomicticos y tienen un grado de sexualidad
remanente, por |0 que en una misma panoja se pueden encontrar flores con distinto
sistema reproductivo. En contraste a lo anterior, la apomixis facultativa raramente se

encuentraen los animales (Spillane et al., 2001).
En todos |os mecanismos de apomixis conocidos y en todos los genotipos estudiados en

profundidad se ha observado algin grado de sexualidad remanente en las plantas

apomicticas por lo que se las deberia considerar facultativas. Verdaderos apomicticos
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obligados son los que forman sélo semillas apomicticas y son muy raros en la
naturaleza (Asker y Jerling, 1992).

Una de las conclusiones méas importantes a que se ha llegado en los ultimos afios de
intensa investigacion es que la apomixis resulta de cambios en un pequefio nimero de
eventos claves tipicos de la reproduccién sexual. Esto indicaria que la identificacion y
manipulacion de €ellos seria la meor estrategia para producir semillas asexuales
(Bicknell y Koltunow, 2004).

Apomixis en pasto lloron

Los primeros estudios sobre €l sistema reproductivo del pasto [loron lo describen como
apomictico obligado (Brown y Emery, 1958; Leigh, 1960). Streetman (1963) estudio
detalladamente la reproduccion de E. curvula, E. chloromelas y E. lehmanniana,
concluyendo que € tipo de apomixis presente en estas especies es diplospdrica, con
sacos embrionarios de tipo Antennaria. La polinizacion es necesaria para la formacion
de la semilla, prueba de ello es que los embriones no desarrollan hasta varias horas

luego de laantesis, siendo la diplosporia seguida de pseudogamia (Streetman, 1963).

Voigt (1971) y Voigt y Bashaw (1972) hallaron plantas con reproduccion sexual en una
linea diploide de E. curvula var. conferta. Mediante pruebas de progenie demostraron
gue esta linea se reproducia sexualmente, con una ata proporcion de fecundacién
cruzada. También hallaron plantas sexuales tetraploides, una de las cuales a cruzarse
con plantas apomicticas cercanas, origind una proporcion igual de descendientes
apomicticos y sexuales (Voigt y Bashaw, 1972). Lo anterior sugeriria un control génico

relativamente simple de la diplosporia

El descubrimiento de apomixis facultativa en E. curvula (Voigt y Bashaw, 1973, 1976;
Brix, 1974) demostr6 que € sistema reproductivo del pasto llorén es sumamente
complgo. Voigt y Burson (1992) consideran que probablemente la mayor parte de las
lineas son apomicticas facultativas, con una baja frecuencia de reproduccion sexual. En
un estudio citologico y de progenie de cv. Kromdraai se encontraron plantas
apomicticas obligadas y facultativas, y se sugirié que la expresion de la apomixis

obligada y facultativa también estaria control ada genéticamente (Brix, 1974).
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La formacion del saco embrionario en pasto Iloron ha sido descripta por varios autores
(Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972, 1976; Brix, 1974; Stalker y Wright, 1975;
Vorster y Liebenberg, 1984). La célula arquesporia se diferencia a partir de una cédlula
hipodérmica de la nucela, tanto en plantas sexuales como apomicticas. El desarrollo
puede proseguir luego de dos maneras. El desarrollo del saco embrionario sexual es del
tipo Polygonum (Vorster y Liebenberg, 1984) y e apomictico diplospérico presenta
peculiaridades que 1o hacen distinto a otros por lo que se considera como un modelo
particular, tipo Eragrostis (Crane, 2001), aunque previamente se lo habia clasificado
como de tipo Antennaria (Streetman, 1963). En el proceso sexua (Figural.3), lacélula
arquesporial se diferencia a partir de una célula hipodérmica de la nucela que se agranda
poco a poco para dar paso a la primera division meiética. Inmediatamente le sigue la
segunda divison meidtica, donde la célula caazal y la micropilar se dividen
transversalmente dando una tétrada lineal, o bien, excepcionalmente, la céula
micropilar se divide perpendicularmente formando une tétrada en T. Poco después de la
formacion de la tétrada las tres megéasporas micropilares degeneran, quedando solo la
megaspora calazal, que dara origen a saco embrionario. El saco sexua finaliza su
formacion tras tres divisiones mitoticas dando una célula huevo, dos sinérgidas, dos
nucleos polares y tres antipodas. Estas Ultimas pueden dividirse y formar un promedio
de 15 células en € polo calazal. En € desarrollo del saco embrionario diplosporico la
célula arquesporial también se diferencia a partir de una célula nucelar, que a diferencia
del proceso sexual, no se divide meiéticamente. Esta célula inmediatamente comienza a
agrandarse, siendo la vacuola calazal la que méas crece, volviéndose dominante y
forzando a nucleo hacia el polo micropilar. El crecimiento de esta vacuola continua
hasta que el tamafio del saco embrionario es similar a saco embrionario sexual bi o
tetranucleado. Luego, esta megéaspora funcional elongada, tras dos divisiones mitéticas
sucesivas, forma €l saco embrionario tetranucleado, que se compone de una ovocélula,
dos sinérgidas y un nucleo polar (Figura l.3). Ocasionalmente se encuentran sacos penta
a heptanucleados (Streetman, 1963; Vorster y Liebenberg, 1984; Poverene y Curvetto,
1991). Rabeau et al. (1986) encuentran dos tipos de sacos diplospéricos: € tipo mas
frecuente consiste en un saco monopolar tetranucleado y e segundo tipo, en un saco
bipolar con seis a siete nlcleos. En ningun caso se ha observado actividad de las clulas
nucelares, por o que se ha descartado |a aposporia como mecanismo reproductivo en
pasto llorén (Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972). Poverene et al. (1987) hallaron
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plantas mellizas con cierta frecuencia en varios cultivares, 1o cual es una posible

evidencia de la existencia de embriones multiples en esta especie.

SEXUAL DIPLOSPORIA

Nucela A Y Nucela
. O )
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Figura 1.3: Megagametogénesis en pasto lloron. Proceso sexua y apomictico
diplosporico tipo Eragrostis.

DOBLE FERTILIZACION

Cigoto — Embrion @:
Endosperma a4

Herencia y genética de la apomixis

Los primeros estudios acerca de la apomixis indicaban que era un carécter heredable,
pero no se conocian los genes 0 mecanismos involucrados (Gustafsson, 1946). A pesar
de su amplia distribucion en las plantas con flores €l carécter apomixis no esta presente

en muchas especies de interés agronémico, a excepcion de varias gramineas forrajeras
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(Bicknell y Koltunow, 2004). Esto hallevado a que la mayoria de los estudios genéticos
sobre e mismo deban ser realizados en especies silvestres atamente heterocigotas y
poco caracterizadas genéticamente. Existen varios modelos que intentan explicar la
herencia de la apomixis en diversas especies (Pessino et al., 1999; Savidan, 2000). En €
caso particular de las gramineas | as hipotesis mas aceptadas se basan en la existencia de
uno O UNOS pocos genes ligados y co-adaptados de herencia simple (Savidan, 2000).
Una de las principales observaciones de los Ultimos afios en los estudios de mapeo
genético es que la region gendmica vinculada a la formacion de gametéfitos no
reducidos (apomeiosis) es normalmente pobre en recombinacion (Bicknell y Koltunow,
2004; Vijverberg et al., 2004). Se detectaron marcadores moleculares ligados a la
apomixis en hibridos de maiz-Tripsacum, Brachiaria, Pennisetum y Paspalum notatum
(Ortiz y Pessino, 2002; Martinez et al., 2003). En & caso de la aposporia, los
marcadores identificados parecen encontrarse asociados definiendo una region
gendmica especifica (ASGR, apospory-specific genomic region) que muestra una ata
restriccion alarecombinacién y estd asociada a un efecto pleiotrépico letal o ligadaaun
alelo con letalidad parcia que afecta a los gametos masculinos (Ozias Akins et al.,
1998, Pupilli et al., 2001, Martinez et al., 2003). Esta region se ha identificado y
caracterizado en especies como: Pennisetum sgquamulatum (Ozias-Akins et al., 1998;
Goel et al., 2003; Akiyama et al., 2004), Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al.,
1998), Paspalum simplex (Pupilli et al., 2001; Pupilli et al., 2004) y P. notatum (Stein,
2006). En e caso especia de P. notatum, los estudios realizados hasta e presente
indican que la aposporia esta determinada por un locus simple dominante (apo-locus)
con fuerte distorsion de la segregacion (Martinez et al., 2001; Martinez et al., 2003;
Stein et al., 2004). Se ha demostrado que la diplosporia se encuentra controlada por un
locus simple en Tripsacum (Leblanc et al., 1995b) y se han detectado marcadores
ligados al mismo (Leblanc et al., 1995b; Grimanelli et al., 1998). Estos mismos
marcadores fueron mapeados en una poblacion sexual diploide y se localizaron en un
segmento que demostré ser co-linear con un sector homeodlogo del genoma de maiz
correspondiente al cromosoma 6L (duplicado en los cromosoma 3L y 8L) (Grimanelli et
al., 1998). En Erigeron annuus la diplosporia y la partenogénesis se encuentran
controladas por genes independientes (Noyes y Rieseberg, 2000). En Taraxacum,
estudios recientes mostraron que varios elementos independientes (apomeiosis,
partenogénesis y endosperma auténomo) controlan la diplosporia (Zavesky et al., 2007).

Dado que no existe una correspondencia entre |os marcadores moleculares de RFLPs
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que han sido asociados a la aposporia y a la diplosporia (Leblanc et al., 1995b, Pessino
et al., 1997; Pupilli et al., 2001; Pupilli et al., 2004), los resultados hasta e momento
parecen indicar que ambas formas de apomixis estan gobernadas por genes diferentes
(Grimandlli et al., 2001a).

A nivel de expresion se realizaron estudios en plantas aposporicas y se identificaron
nuUMerosos genes relacionados con e carécter: 179 en Poa pratensis y 65 en Paspalum
notatum (Albertini et al., 2004; Laspina et al., 2008). La expresion de la apomixis
diplosporica ha sido estudiada solo en pasto Ilorén por nuestro grupo y se identificaron
112 genes relacionados con € caracter (Cervigni et al., 2008b). En todos los casos los
genes estdn agrupados en unas pocas clases ontolégicas. transduccion de sefides,
metabolismo de proteinas, ARN y ADN y control de ciclo celular. Muchos de los genes
identificados también estan regulados diferencialmente durante los cambios de ploidia
(Laspina et al., 2008, Cervigni et al., 2008Db).

Estudios citoembriol 6gicos han revelado que la diplosporia esta caracterizada por una
alteracion en e tiempo de desarrollo de la esporogénesis y del embrion (Grimanelli et
al., 2003). Las plantas que exhiben este modo reproductivo muestran un fenotipo
heterocrénico, resultado de una alteracién temporal en la progresion del proceso sexual
(Grimanelli et al., 2003). Es interesante el caso de una raza pentaploide de Paspalum
minus donde aparecen simultdneamente procesos aposporicos y diplosporicos en €

mismo évulo (Bonillay Quarin, 1997).

La herencia de la apomixis puede ser explicada por la genética mendeliana, pero
también se encuentran interacciones epistaticas, componentes que son expresados
esporofitica o gametofiticamente, presencia de modificadores, poliploidia, distorsiones
en la segregacion y supresion de la recombinacién (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). En
la Tabla 1.3 se resume el estado actual del conocimiento sobre el control génico de la

apomixis en las principal es especies model 0.
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Tabla 1.3. Situacion actual del conocimiento sobre constitucién del genotipo y
supresion de la recombinacion en las regiones cromosomal es especificas de la apomixis
es especies modelo de dico y monocotiledoneas con diferente tipo de apomixis

(Tomado de Ozias-Akinsy van Dijk, 2007).

Especie Tipo de Loci | Genotipo | Supresion de la | Referencias
apomixis recombinacion
Brachiaria | Aposporia, 1 Aasa - Valleetal., 1994
brizantha | pseudogamia
Cenchrus Aposporia, 1 Aaaa + Sherwood et al.,
ciliaris pseudogamia 1994
Erigeron Diplosporia, 2 (D/dd*) + ~ Noyesy
annus endosperma Ppp - l\'l?c');elib:tf g 2288;7
autbnomo .
Hieracium | Aposporia, 2 Aaaa - Bicknell etal.,
caespitosum | endosperma Pppp + 2000; Catanach et
autonomo al., 2006
Panicum Aposporia 1 Aaaa + Ebinaet al., 2005;
maximun Savidan, 1980
Paspalum Aposporia, 1 Aaaa + Martinez et al.,
notatum | pseudogamia 2003, ggeoiz etal.,
Paspalum Aposporia, 1 Aaaa + Calderini etal.,
simplex pseudogamia 2006; Pupilli et al.,
2004
Pennisetum | Aposporia, 1 Aaaa + Ozias-Akinset al.,
squamulatum | pseudogamia 1993; ';%%qe etal,
Poa Aposporia 2 Aaaa - ZQOltl)erPti) ni ;l 31 -
| ) I'C u
pratensis Pppp 2L 2002
Ranunculus | Aposporia, 1 Aaaa ?7? Nogler, 1984b
auricomus | pseudogamia
Taraxacum | Diplosporia, 3 Ddd - van Dijk, 2003;
officinale | endosperma Ppp + Vijverberget al.,
autonomo 2004
Tripsacum | Diplosporia, 1? Dddd + Grimanelli et al.,
dactyloides | pseudogamia 1993? Lfé’égﬂc et

A: aposporia, D: diplosporia, P: partenogenesis
* Laregion gendmica Unica para un modelo de herencia disdmica es més adecuada que
el modelo trisomico

Relevancia del tema

A pesar de su amplia distribucion en las plantas con flores la apomixis no esté presente
en muchas especies de interés agrondmico, a excepcion de varias gramineas forrajeras

(Poa pratensis, Brachiaria decumbens, etc.), la mandioca, la manzana, los citricos, €
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mango Yy la frutilla. Dado que los dos tipos de apomixis presentes en gramineas
(aposporia y diplosporia) parecen estar controladas por un gen Unico o un grupo de
genes ligados y coadaptados se ha especulado mucho acerca de la posibilidad de
manipular €l caracter para su transferencia a especies sexuales de interés agricola, como
el maiz y e arroz, por medio de la ingenieria genética. En teoria cualquier arreglo
genético que lleve los factores determinantes de la apomixis podria ser mantenido y
multiplicado como una réplica exacta por innumerables generaciones via semillas. La
perspectiva de clonar genotipos superiores hibridos podria representar una ayuda
importante para los productores agropecuarios de los paises en desarrollo,
permitiéndoles sostener altos rendimientos afio tras afio usando parte de las semillas
cosechadas sin pérdidas en la produccion debidas a la segregacion de caracteres y la
depresion por endogamia. Esto representaria una herramienta de enorme impacto en la
produccion de alimentos, sin embargo, es primordia conocer con exactitud €
mecanismo molecular de control y sus posibilidades de expresion para poder intentar
dichaintrogresion.

Los principales beneficios de la apomixis son los siguientes (Bicknell y Bicknell, 1999;
Viele-Calzada et al., 1996):

e Ré&pido desarrollo de nuevas variedades hibridas. En los cultivos donde se utilizan
variedades hibridas como el girasol y e maiz, e desarrollo de hibridos es costoso,
laborioso y lleva varios afios. Con latransferencia de la apomixis, seria posible fijar los
genes de interés inmediatamente, reduciendo los costos y € tiempo en e desarrollo de
hibridos.

e Posbhilidad de propagar por semilla cultivos atamente heterocigotos. Existen
cultivos que se propagan exclusivamente en forma vegetativa. Es € caso de la papa,
cafia de azUcar, etc. En estos cultivos las plantas generadas por semilla son altamente
variables por lo que se descarta este método de propagacién. La incorporacion de la
apomixis en dichos cultivos garantizaria la homogeneidad genética en las semillas y
brindaria grandes ventgjas frente a la propagacion vegetativa (conservacion, transporte,
siembra, transmision de enfermedades, etc.), reduciendo considerablemente |os costos.

e Incremento en la eficiencia reproductiva. Limitaciones en los mecanismos de
reproduccion, tales como dificultades en la fertilizacion o en la polinizacion, causada
por variedades incompatibles, inadecuada actividad de polinizadores o por estrés biético
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0 abidtico provocan pérdidas en los cultivos. Estas limitaciones podrian ser superadas
en especi es apomicticas autbnomas, que no requieren de la polinizacion.

e Facilitaria la obtencidn de transgénicos, considerando que una planta transgénica
apomictica fijariainmediatamente el nuevo carécter y se convertiriaen un cultivar luego
de su multiplicacion.

e Reduciriaa minimo e aislamiento fisico requerido para preservar lineas genéticas

homocigotas.

Por el gran valor que representa la transferencia de la apomixis a un cultivo comercial,
se han redlizado varios intentos en distintos cultivos, en su mayoria sin éxito o con un
exito parcial, por g. transferencia de la apomixis pero conjuntamente con caracteres no
deseables (Miles, 2007). La introduccion de esta caracteristica a cultivos que se

propagan sexua mente generalmente se puede alcanzar por dos caminos:

e Introgresién. Tipicamente implica la hibridizacion entre un cultivo y una especie
apomictica relacionada, seguida por un programa de retrocruzas usando la especie de
propagacion sexual como parental recurrente. Ejemplos de este método incluyen los
intentos de transferencia de la apomixis desde Pennisetum squamulatum a la especie
cultivada P. glaucum (mijo) (Roche et al., 2001), desde Elymus rectisetus a Triticum
(trigo) (Liu et al., 1994) y desde Tripsacum dactyloides a Zea mayz (maiz) (Grimanelli
et al., 2001b). Dos patentes han sido logradas con esta metodologia (ver Tablal.4).

e Sintesis. Otros investigadores han intentado sintetizar plantas apomicticas por
cruzamientos con plantas con mutaciones en procesos claves, esperando crear formas
apomicticas. Ejemplos de este tipo de mutaciones incluyen aquellas producidas con
mutantes meiéticos 0 con el desarrollo de embriones sin fertilizacién (mutantes
partenogénicos). |mportantes progresos se han logrado por este camino en papa, aunque

no se han logrado mutantes apomicticos (Hermsen, 1980).

En la Tabla 1.4 se presentan algunas patentes desarrolladas con la transferencia de la
apomixis a cultivos o €l desarrollo de estrategias de transferencia de la apomixis. En €

sitio de internet www.freepatentonline.com existen 290 patentes registradas indicando

larelevanciaecondmicay €l interés comercia en € tema.
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Tabla 1.4. Patentes registradas relacionadas a la apomixis (Tomado de Bicknell y
Bicknell, 1999 y Dresselhaus et al., 2001).

Numero de registro y Titulo Detalle Registrador

fecha

US5710367 (1995) Maiz apomictico Hibridos maiz/Tripsacum usados | USDA

paralaintrogresion de la apomixis en
maiz.

US5811636 (1995) Apomixis para | Transferencia de gen(es) desde | USDA
producir  progenies | Pennisetum sguamulatum a plantas
uniformes cultivadas resultando en progenies

apomicticas.

WQ9743427 (1996) Produccion de | Expresién de un gen que lleva a la | Novartis
semilla apomictica produccidn de embriones a partir de

tejidos del saco embrionario.

WQ09828431 (1997) Regulacién transcrip- | Promotores especificos de meiosis | John Innes
ciona en plantas gue pueden dirigir actividad de genes | Centre

en tejidos asociados a la formacién | Innovations
de gametas en plantas Ltd.

WQ09836090 (1998) Método para la | Genes de especies sexuaesde grami- | CIMMYT-

AU6405498 identificacién de se- | neas conocidos por ser ortélogos a | ABC
cuencias de nucled- | secuencias asociadas con la apomixis
tidos involucradas en | en especies relacionadas. Aislamien-
laapomixis to y modificacion de dichas

secuencias.

W09837184 (1998) Genes leafy cotydonl | Genes especificos del embrion y sus | Universidad

Y SUS USOS promotores que pueden ser de Utiles | de California
para la expreson dirigida en
embriones.

WQ09808961 (1998) Promotores y usos de | Promotores especificos de endosper- | Linnestad,
genes especificos del | may nucela Olseny Doan
endospermay nucela

W09953083 (1999) Grupo de genes | Métodos de uso de los genes, usando | Cold  Spring
Polycomb especificos | represores del desarrollo del embrién | Harbor Lab.
de semilla y del endosperma

W09935258 (1999) Marcadores de | Marcadores de ADN de la region | Universidad
apomixis genomica de aposporiade Paspalum | de Georgia

W0024914 (2000) Apomixis conferida | Gen SERK relacionado a potencial | Novartis
por expresion de pro- | embriogénico
teinas que interactlian
con SERK

US 2004/0103452 A1 | Apomixisinducible Pasos  para  incrementar la| Russinova Yy

(2003) probabilidad de apomixis en plantas | col.

transgénicas

US 2004/0148667 A1 | Identificacion de | Método para la identificacion en | Savidany col.

(2003) secuencias involucra- | maiz de secuencias nucleotidicas
das en la apomixis involucradas en la apomixis

US 2004/0168216 A1 | Métodos para | Obtencion a partir de plantas sexua- | Carmany col.

(2004) producir plantas | les divergentes con respecto a las
apomicticas respuestas a fotoperiodo y desarrollo

de la megaspora y gametofito
US 2008/0155712 A1 | Identificacion de | Método para identificar secuencias | Savidany col.
(2008) secuencias involucra- | nucleotidicas  particularmente  de

das en la apomixis

maiz relacionadas ala apomixis
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Marcadores moleculares

Los marcadores genéticos derivan de pequefias regiones de ADN que muestran
polimorfismos de secuencia entre individuos dentro de una especie, que pueden
provenir de modificaciones en la secuencia de ADN y de lalongitud de fragmentos por
inserciones, delecciones o acumulacién de copias, por g emplo de secuencias repetitivas
(Figura 1.4). Estos polimorfismos son ubicuos y abundantes en todos |os organismos
Vivos y segregan, la mayoria de las veces, de manera mendeliana. Los principales tipos
de marcadores son |os basados en las técnicas de hibridacion tipo Southern, y en €
método de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). En & primer caso se
exploran las variaciones en la longitud de los fragmentos de ADN ocasionados por su
digestion con enzimas de restriccion (RFLPs), y en @ segundo, se trata de observar
cambios en regiones amplificadas de ADN (g. microsatélites) utilizando distintos

criterios paralaeleccion de los primers o cebadores (Figural.4).

Usando marcadores moleculares, los meoradores pueden evitar los métodos de
seleccion basados en e fenotipo, los cuaes involucran € crecimiento de las plantas
hasta su madurez y |a observacion detallada de sus caracteristicas para poder seleccionar
fenotipos superiores. El valor potencia de los marcadores morfol6gicos para su uso
como criterio de seleccion ha sido conocido por los mejoradores desde principios del
siglo pasado, ya que se usaron tradicionalmente para seleccionar fenotipos elite. Sin
embargo, la disponibilidad de estos marcadores es escasa, su andlisis puede ser
subjetivo, y suelen presentar expresion por dominancia, interacciones epistaticas,

efectos pleiotropicos y penetrancia o expresividad incompleta (Weising et al., 2005).

Los marcadores de ADN tienen numerosas ventajas sobre |os marcadores basados en
caracteristicas morfol6gicas, fisiologicas o proteinas. Sobre todo se encuentran en gran
numero, 1o que posibilita su utilizacion incluso en la comparacion de genotipos muy
relacionados. También se pueden aplicar en cualquier momento del desarrollo de la
plantay en cualquier 6rgano, incluso en las semillas, ya que al utilizar ADN siempre se
presenta e mismo patron de marcadores. Otra caracteristica es que se requiere muy

poco material para su aplicacion, ya que las técnicas mas frecuentes utilizan PCR, esto
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es muy importante ya que en los planes de mejoramiento a veces se cuenta con muy
poco material en las primeras generaciones de seleccion (Weising et al., 2005).

(El) MW A B C (B

500 by
400 bp—*

00—

P
200 bp—*

100 by——*

(b} MW A B C D

500 by
400 by

300 by
200b

100 by

Figura 1.4. Diagrama representando marcadores de ADN hipotéticos entre los
genotipos A, B, C y D. Los marcadores polimorficos estan indicados por flechas. Los
marcadores que no discriminan entre genotipos son llamados marcadores
monomorficos. @) Ejemplo de marcadores microsatélites. EI marcador polimorfico
revela diferencias en tamafo para €l alelo del marcador en los cuatro genotipos y
representa un locus genético unico. b) Ejemplo de marcadores generados por RAPDs.
Notar que estos marcadores estan presentes o ausentes. Junto a las cales que
corresponden a cada genotipo se incorpora una calle (MW) con fragmentos de ADN de
peso molecular conocido para tenerlos como referencia (Tomado de Collard et al.,
2005)

Durante las pasadas tres décadas, diferentes tipos de marcadores de ADN han sido
desarrollados, incluyendo Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restriccién -
RFLPs (Beckmann vy Soller, 1986), Polimorfismos de ADN Amplificado
Aleatoriamente - RAPDs (Williams et al., 1990), Polimorfismos en la Longitud de
Fragmentos Amplificados - AFLPs (Vos et al., 1995), Numero Variable de
Repeticiones en Tandem - VNTRs o minisatélites (Jeffreys et al., 1985), Secuencias
Simples Repetidas - SSRs 0 microsatélites (McCouch et al., 1997), Polimorfismos de
Secuencias Cortadas Amplificadas - CAPS (Konieczny y Ausubel, 1993), Secuencia de
Regiones Amplificadas Caracterizadas - SCARs (Paran y Michelmore, 1993), Etiquetas
de Secuencias Expresadas - ESTs (Adams et al., 1991), Secuencias Ortdlogas
Conservadas - COS (Fulton et al., 2002), Polimorfismos de Nucledtido Simple - SNPsy
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Marcadores de Insercion-Delecion - InDels (Landegren et al., 1998). Las principales
ventgjas y caracteristicas de las técnicas de marcadores mas frecuentes estén descriptas
enlaTablal.5.

Tabla 1.5. Ventgjas y desventgjas de los marcadores de ADN usados cominmente
(Tomado de Collard et al., 2005) C: codominante, D: dominante

Marcador | C-D Ventajas Desventajas Referencias
molecular
RFLPs C e Robusto e Laborioso, caro y demanda | Beckmanny
¢ Confiable tiempo Soller, 1986;
e Transferible entre e Requiere grandes cantidad | Tanksley etal.,
poblaciones de ADN 1989
¢ Polimorfismos limitados
(especia mente en lineas
relacionadas)
RAPDs D e Rapidoy smple e Problemas en Penner, 1996;
e Barato reproducibilidad Williamset al.,
o Mdiltiplesloci con un e Engenera no transferible | 1990
sblo primer
¢ Requiere poca cantidad
de ADN
SSRs C e Técnicamente ssimple e Serequiere gran cantidad McCouch et al.,
¢ Robusto y confiable detiempo y labor parael 1997; Powell et
e Transferible entre desarrollo de los primers al., 1996
poblaciones o Usualmente requiere geles
de poliacrilamida
AFLPs D e Mdiltiple loci e Requieregran cantidad de | Vosetal., 1995
o En genera altos niveles ADN
de polimorfismo o Metodologia complicada

Mapeo geneético

Un mapa de ligamiento genético se construye cuantificando la frecuencia con que dos
marcadores se heredan juntos, de acuerdo a los valores de recombinacion obtenidos de
una poblacion en segregacion. La frecuencia de recombinacion observada es
comunmente convertida en unidades de mapeo (centiMorgan, cM) por la aplicacion de
una funcién de mapeo (Kosambi, 1944) y siguiendo la segregacién de los marcadores
genéticos en una poblacion, los eventos de recombinacion son linealmente ordenados en
grupos de ligamiento que pueden o no coincidir con € nimero de cromosomas. Asi, se
ubican las regiones cromosOmicas asociadas a cierta caracteristica cuantitativa de
interés, con lo cua es factible seleccionar los materiales genéticos portadores del
caracter de interés. Por |o tanto €l objetivo del mapeo es conectar genotipo con fenotipo
medi ante asociaciones estadisticas (Dwivedi et al., 2007).
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Afos atrés, la construccion de mapas de ligamiento utilizando marcadores morfol 6gicos
fue lenta en la mayoria de los cultivos debido a la falta de suficientes marcadores. Por
ello, la construccion de mapas era muy laboriosa, tomaba muchos afios y requeria varias
poblaciones de mapeo, ya que los polimorfismos en los marcadores morfol égicos no
podian obtenerse en un solo cruzamiento. Estos primeros mapas contenian un nUmero
limitado de marcadores y no podian ser usados eficientemente para la ubicacion de
genes blanco. Con la aparicién de los marcadores de ADN, muchas limitaciones
asociadas con los marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos fueron superadas y €
mapeo genético ingresd en una nueva era de mucho progreso, mejorando
significativamente la eficiencia del mejoramiento y la genética vegetal. La mayor
ventagja del mapeo con marcadores moleculares es la posibilidad de analizar un gran
nimero de marcadores de ADN en una unica poblacién de mapeo. Estos marcadores
permitieron la construccion de mapas en la totalidad de las plantas cultivadas
importantes, sin embargo €l nimero de marcadores y la densidad de las marcas varia
ampliamente. La mayoria de los mapas se basan en marcadores RFLPs y Ultimamente
los marcadores mayormente usados son aquellos basados en PCR. Entre las plantas

cultivadas, el arroz es €l que presenta el mapa mas saturado (Varshney et al., 2004).

La construccion de un mapa de ligamiento requiere de una poblacién segregante, es
decir una poblacion derivada de un cruzamiento. Los padres seleccionados para la
poblacion de mapeo deben diferir en uno o mas caracteres de interés. El tamafio de las
poblaciones en estudios preliminares estd generalmente en e rango de 50 a 250
individuos (Mohan et al., 1997), pero para la obtencion de mapas de mayor resolucion
se requiere de poblaciones de mas elevado nimero de individuos (Collard et al., 2005).
En especies que se autopolinizan (autégamas), generalmente las poblaciones de mapeo
se originan de padres que son ambos atamente homocigotos. En especies de
polinizacion cruzada (al6gamas), la situacion es mas complicada, ya que la mayoria de
las especies no tolera la autofecundacion. En estos casos, a veces las poblaciones de
mapeo derivan del cruzamiento entre un padre heterocigoto y otro homaocigoto. Por
gjemplo, en especies de polinizacion cruzada como trébol blanco (Trifolium repens), se
han obtenido poblaciones de mapeo (F1) de manera exitosa cruzando padres
heterocigotos que diferian en caracteristicas asociadas a persistencia y produccién de
semilla (Barrett et al., 2004).
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En la mayoria de las plantas cultivadas se han usado poblaciones F», ya que €llas se
generan en menor tiempo y con menos esfuerzos. No obstante, para mapear caracteres
cuantitativos, otro tipo de poblaciones son preferidas, como las RILs (Lineas
Endocriadas Recombinantes) y los haploides duplicados, ya que se pueden mantener en
el tiempo por autocruzamiento y se pueden hacer réplicas en distintos afos y lugares.
Actualmente existen mapas tanto para caracteres cuali como cuantitativos. Los
caracteres cualitativos son controlados por un gen de herencia mendeliana simple y
gjemplos de ellos son: color en fruta fresca en durazno, color del grano en maiz y color
de laflor en petunia. Caracteres cuantitativos como produccion y tolerancia a sequia o
frio muestran una variacion continua y son controlados por varios genes. Los genes
individuales que controlan la expresion de caracteres cuantitativos son ahora llamados
Loci de Caracteres Cuantitativos-QTL. QTLs de relativamente fuerte efecto son los
mejores objetivos para la sel eccion asistida por marcadores, especialmente en caracteres
de dificil medicion (Varshney et al., 2004).

En las Ultimas dos décadas se han desarrollado mapas de ligamiento para la mayoria de
las especies vegetales de importancia agricola (Dixon et al., 2007). Tales mapas
moleculares han sido utilizados para mapear genes mayores y para identificar
componentes genéticos en caracteristicas poligénicas. Mapas de ligamiento se han
utilizado exitosamente para la identificacion de marcadores ligados a genes de interés y
de esta forma utilizar a estos marcadores en seleccion asistida (MAS). La disponibilidad
de mapas genéticos también posibilita € mapeo comparativo, € cua permite la
comparacion de la organizacién y orientacion de marcadores comunes en especies

relacionadas o filogenéticamente muy distantes (Dixon et al., 2007).

Como se trabaja con un gran nimero de marcadores, los andlisis se realizan con la
ayuda de programas informéticos desarrollados para este propésito (Dwivedi et al.,
2007). Existen varios programas informaticos, pero los més utilizados son los
siguientes. MapMaker/EXP (Lander et al., 1987), JoinMap (Stam, 1993), Carthagene
(de Givry et al., 2005) y GQMol (Cruz y Schuster, 2004).
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Antecedentes de aplicacion de técnicas biotecnologicas para el

mejoramiento del pasto llordn

Desde hace varios afios € laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CERZOS-UNS ha
trabgjado en distintos aspectos de la fisiologia, genética y en la implementaciéon de
herramientas biotecnologias para € meoramiento de esta especie apomictica.
Inicialmente se trabajo en temas relacionados con la resistencia a la sequia y estrés
hidrico y temperatura (Echenique, 1987) y en la incorporacién de marcadores proteicos
en la taxonomia de la especie (Poverene, 1988). Luego se incursion6 en e cultivo de
tgjidos como una metodol ogia para la generacién de variacion somaclona (Echenique et
al., 1996a; Echenique et al., 1996b; Frayssinet et al., 1999; Polci, 2000) y en la
optimizacion de un sistema de transformacion (Echenique et al., 2001; Diaz y
Echenique, 2004; Diaz et al., 2004; Diaz, 2006). De los trabajos de cultivo in vitro se
obtuvo una planta diploide surgida por cultivo de inflorescencias a partir de un cultivar
tetraploide apomictico, Tanganyika (Polci, 2000). Se evaud e modo reproductivo de
esta planta por pruebas de progenie utilizando RAPDs y AFLPs y estudio de la
megasporogenesis y se corrobord gque era sexual (Cardone, 2006; Cardone et al., 2006).
Un conjunto de aproximadamente 500 semillas del genotipo diploide fueron tratadas con
colchicina y se obtuvieron dos plantas con € ndmero cromosdmico duplicado,
tetraploides (Cardone et al., 2006). También se evalué el modo reproductivo de estas dos
plantas tetraploides. Utilizando marcadores moleculares en pruebas de progenie se
encontré que producian descendencia variable, la cual llevd a concluir que las mismas
tenian un ato grado de sexualidad, no pudiendo descartar un cierto nivel de apomixis
residual (Tabla 1.6). En otras especies, como Tripsacum dactyloides (Leblanc et al.,
1995a) y Brachiaria brizantha (Araujo et al., 2005), se obtuvieron resultados similares,
ya gue la duplicacion cromosdmica de diploides sexuales produjo tetraploides sexuales,

ninguno de los cuales mostré evidencia de apomixis.

De manera que se logré contar con una serie euploide de diferente ploidia y modo
reproductivo en un mismo fondo genético. Toda la serie se caracterizO genéticamente
(cv. Tanganyika, diploide y tetraploides) y se encontrd que las plantas tetraploides eran
cas indistinguibles y la diploide presentaba marcadas diferencias con las otras (Cardone
et al., 2006). Estas plantas obtenidas fueron registradas como poblaciones de plantas en
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colaboracion con la Asociacion de Cooperativas Argentinas (ACA), donde quedaron
bloques experimentales destinados a la evauacion del comportamiento agronémico de
los nuevos genotipos que tienen la siguiente denominacién: diploide (UNST1122) y
tetraploides (UNST1131 y UNST1112). También por cultivo in vitro de inflorescencias
del cv. Tanganyika se obtuvieron dos somaclones de mayor ploidia (UNST9335 y
UNST9446). Uno de ellos, UNST9446, mostrd ser apomictico y poseer 64 cromosomas
(Dra. Susana Cardone, Cétedra de Genética, Facultad de Agronomia, Universidad
Nacional de Buenos Aires, comunicacion personal y datos propios). Se registraron en el
INASE las progenies del diploide sexual UNST1122 (cv. Victoria, Numero de Solicitud:
RC9192, Fecha de Publicacion: 11/10/2006), del tetraploide UNST1131 (cv. Bahiense,
NUmero de Solicitud: RC9193, Fecha de Publicacion: 11/10/2006) y de uno de los
hexaploides, UNST9446 (cv. Don Luis, NUumero de Solicitud: RC9191, Fecha de
Publicacion: 11/10/2006).

Tabla 1.6. Andlisis del modo reproductivo por test de progenie (RAPDs) en los
genotipos UNST1131 y UNST1112

Planta NUmero de Numero de polimorfismos detectados en las plantas de la progenie
marcadores

H1 H4 H10 H12 H14 H15 H16 H21
UNST1112 64 3 5 26 4 6 7 5 6

HA HB HC HD HE HF HG
UNST1131 12 2 1 2 2 4 1 5

Esta serie de plantas constituye un sistema ideal para estudiar los cambios genéticos y
epigenéticos que ocurren ante cambios de ploidia y modo reproductivo. Por lo tanto se
encaminaron una serie de estudios sobre los cambios genéticos, epigenéticos y en
expresion de genes relacionados con e cambio en e nivel de ploidia y modo
reproductivo con la siguiente serie: cv. Tanganyika (4x apomictico), UNST1122 (2x,
sexual) y UNST1131 (4x, sexua).

En primer lugar se generd una coleccién de etiquetas de secuencias expresadas (ESTS) a
partir de cuatro genotecas de ADNc de panojas y hojas jovenes de las plantas de la
serie. En total se lograron 12.295 secuencias de alta calidad que fueron agrupadas y

ensambladas generando 8.884 unigenes, gque incluyeron 1.490 secuencias consenso o



contigs 'y 7.394 secuencias unicas o singletons (Cervigni et al., 2008a). Estas secuencias
se substrgieron in silico de a pares y se identificaron 207 genes diferenciamente
expresados por ploidiay sexualidad, de las cuales 188 fueron funciona mente anotados.
En cuanto a modo reproductivo, 18 genes fueron reprimidos y ocho sobreexpresados en
plantas sexuales. En cuanto a ploidia, 31 genes fueron reprimidos y cinco
sobreexpresados en plantas tetraploides. Curiosamente se encontrd un grupo de 50
genes que mostraron expresion similar en la planta tetraploide apomictica y en la
diploide sexual (Cervigni et al., 2008b). Los mismos se encuentran sobreexpresados en
la planta tetraploide sexual. Esto llevo a postular que se requiere de una reprogramacion
del transcriptoma para mantener la sexualidad en los poliploides. Estos genes podrian
representar €l nexo entre la apomixisy lapoliploidia (Cervigni et al., 2008b).

Los estudios de expresion, se complementaron utilizando la técnica de differential
display (Liang y Pardee, 1992) para andizar los perfiles de expresion diferencia por

modo reproductivo o ploidia (Selvaet al., inédito).

Los estudios realizados en relacion a la comparacion in silico de transcriptos de
genotecas de plantas de E. curvula con diferentes modos reproductivos y niveles de
ploidia, combinados con experimentos de representacion diferencial de transcriptos,
permitieron identificar genes candidatos relacionados con estos procesos. Se
encontraron secuencias relacionadas con modo reproductivo (cadena beta de la ATP
sintasa, proteina hipotética mitocondrial, posible hidrolasa, proteina ribosomal S14, y
una fructosa-bifosfato aldolasa) y con ploidia (factor de elongacion 1-afa, CHK1
checkpoint homdlogo, proteina ribosomal S14, cadena beta de la ATP sintasa,
ubiquitina, enolasa, proteina ribosomal 60S L19-1, proteina inactivadora del ribosoma,
lactoilglutation liasa, entre otras). Estos resultados llevaron a plantear que un
incremento en e nivel de ploidia requiere de la activacion/silenciamiento de un grupo
particular de genes, que por alguna razon fallan en las plantas diplospdricas (Cervigni et
al., 2008b). El mapeo in silico de estos genes diferencialmente expresados en € genoma
de arroz demostréo que muchos de ellos se localizan en los cromosomas 1 y 3. El
cromosoma 1 de arroz contiene regiones sinténicas al locus de la diplosporia en
Tripsacum (Grimanelli et al., 1998).
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También se caracterizd la serie de plantas por RAPDs y AFLPs y se observd un
considerable nivel de polimorfismos. Un numero significativo de marcadores
moleculares (31,5% de 1008 marcadores RAPDs y AFLPs) mostré un patron que
revierte cuando €l nivel tetraploide se reestablece, es decir que estan presentes en € cv.
Tanganyika, no lo estdn en € diploide y vuelven a aparecer en € tetraploide
UNST1131. Las bandas polimérficas involucraron principamente regiones no
codificantes, aunque algunas mostraron homologia con genes conocidos. Esto sugeriria
que las dteraciones en & genoma son especificas y confieren una estructura

caracteristica a cadanivel de ploidia (Mecchiaet al., 2007).

Es ampliamente conocido que los cambios de ploidia estdn asociados a cambios
epigenéticos, por lo que también se estudiaron |os cambios en la metilacion de citosinas
en la serie de plantas mediante la técnica de MSAP (Xiong et al., 1999). Se observaron
dteraciones en los patrones de metilacion de citosinas, afectando principamente
regiones génicas, observandose un menor nivel de metilacion en la planta diploide que
en las tetraploides. Los polimorfismos hallados también muestran un comportamiento
de reversion, aunque es menos reproducible que las observaciones a nivel génico y de

expresion de genes (Ochogaviaet al., en prensa).

Delo anterior se puede concluir que en € pasto lloron se cuenta, hasta el momento, con
informacion molecular obtenida de una serie de plantas que permite estudiar tanto
variaciones producidas por cambio de ploidia como por cambios en € modo
reproductivo. Por otro lado, la disponibilidad de plantas tetraploides sexuales posibilita
el cruzamiento de las mismas, como madres, con polinizadores apomicticos, de manera

de obtener poblaciones de mapeo que segreguen para el caracter.

Hipdtesis

El conocimiento de la biologia reproductiva y la disponibilidad de materiales vegetales
adecuados y caracterizados a nivel molecular permitiran la construccion de un mapa

genético donde localizar regiones asociadas al modo reproductivo.
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Objetivo

Los objetivos de la presente tesis fueron: 1) analizar la variabilidad existente en €
germoplasma nacional de pasto llordn, a fin de seleccionar los genotipos apropiados
para desarrollar una poblacion segregante para la apomixis; 2) estudiar € modo
reproductivo de la especie; 3) construir un mapa genético a nivel tetraploide utilizando
una poblacion segregante para e modo reproductivo y 4) localizar regiones gendmicas

asociadas ala apomixis.

Desarrollo del trabajo

Previo a la redlizacion de los cruzamientos, fue necesario realizar una seleccion de las
plantas que serian utilizadas como progenitores sexuales y apomicticos. El primer
criterio que se tomo fue trabajar con genotipos tetraploides, ya que €l cruzamiento entre
diploides y tetraploides no siempre produce descendencia 'y cuando lo hace, genera un
bajo nimero de individuos. Como se menciond previamente, en e Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal (CERZOS-CCT Bahia Blanca, UNS) se disponia de dos
genotipos tetraploides con alta expresion de sexualidad (UNST1131 y UNST1112) que
fueron utilizados como progenitor femenino en los cruzamientos. Para la eleccion del
donante de polen se disponia de varios cultivares comerciales tetraploides apomicticos
obligados que fueron analizados utilizando marcadores moleculares para elegir €

polinizador que tuviera mayor cantidad de polimorfismos con las madres.

Debido a las dificultades existentes para discriminar entre cultivares de pasto llorén, los
mismos se evaluaron utilizando distintos tipos de marcadores moleculares. Se utilizo
una coleccion de germoplasma proveniente del INTA (EEA Anguil, La Pampa) que son
los mas difundidos en Argentina y agunos desarrollados en € Laboratorio de
Biotecnologia Vegeta (CERZOS, UNS). Se utilizaron marcadores RAPDs y AFLPs 'y
se desarrollaron marcadores SSRs a partir de las genotecas de ADNc de E. curvula

generadas por e grupo de trabgjo (Cervigni et al., 2008a).

Para la evaluacion del modo reproductivo se analizaron diferentes técnicas, de manera
de contar con un test rapido y preciso para la caracterizacion de la poblacion de mapeo.
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Para el mapeo de la apomixis es necesaria la eval uacion fenotipica de una poblacion de
por o menos 100 individuos. Se redlizaron estudios citoembriologicos de sacos
embrionarios (con distintas tinciones) y pruebas de progenie con marcadores

molecul ares.

Se obtuvo una poblacion producto del cruzamiento entre materiales con distinto modo
reproductivo que fue analizada por marcadores molecul ares.

Al observarse una baja frecuencia de progenie variable en la descendencia de | as plantas
tetraploides sexuales de aproximadamente e 20% en e momento de realizarse e
cruzamiento (aflo 2007), comparado a las correspondientes frecuencias encontradas
previamente (100% variable, Cardone et al., 2006), se procedio a anadizar este
comportamiento utilizando estudios anteriores, conteo de sacos embrionarios, AFLPs,

MSAPYy estudiosin silico de secuencias.
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Capitulo 1

Desarrollo y aplicacion de marcadores moleculares
para estudiar la variabilidad y taxonomia en el

complejo Eragrostis curvula
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Situacion taxonomica dentro de la especie

Como se mencionara previamente, € pasto llorén constituye un grupo botanico muy
polimorfico por 1o que en numerosas oportunidades se hace referencia a esta especie
como el complgo E. curvula o como E. curvula sensu lato (Vorster y Liebenberg, 1977;
Covas y Cairnie, 1985; Voigt et al., 2004). EI complgo E. curvula incluye formas
intermedias que se superponen con E. chloromelas y E. lehmanniana, por lo que
algunos autores no consideran a estas especies separadas de E. curvula sensu lato
(Leigh y Davidson, 1968; Streetman, 1963). En varias publicaciones de EEUU se ha
clasificado como E. chloromelas a pasto Boer, que ahora se identifica como una
variedad botanica de E. curvula, conferta (Covas y Cairnie, 1985; Voigt, 1970). Otro
grupo, no siempre incluido en el complegjo E. curvula, es el pasto lehmann, que presenta
caracteristicas morfologicas que lo diferencian del pasto llorén: es méas robusto y
resistente a frio (Streetman, 1970; Voigt et al., 2004). Burson y Voigt (1996)
consideran que E. curvula y E. lehmanniana estédn genéticamente aislados y deberian

considerarse dos especies separadas.

La diversidad morfoldgica de este complejo ha llevado a la designacion o creacion de
tipos agrondémicos que son utilizados para describir e germoplasma de la especie, pero
con serias limitaciones. Leigh (1961) y Leigh y Davidson (1968) reconocen dentro de E.
curvula seis tipos agrondmicos. curvula, robusta azul, robusta verde, robusta
intermedio, chloromelas ato y chloromelas bgo. Esta clasificacion se basa
principalmente en caracteristicas morfoldgicas de la hoja e inflorescencia, tamafio de
plantay habito de crecimiento. Tales caracteristicas son influenciadas por €l crecimiento
y la fertilizacién y aunque son generalmente distinguibles en las plantas maduras,
resultan dificiles de reconocer durante e primer afio de la planta (Leigh y Davidson,
1968). Si bien las formas netamente caracteristicas de estos ‘tipos’ son fécilmente
identificables, en muchos casos la presencia de plantas con caracteristicas intermedias
hace dificultosa la clasificacion, por 1o que algunos autores no la tienen en cuenta por
considerar que la variacion dentro del complego E. curvula era demasiado grande como
para reconocer unidades taxonOmicas formales (Leigh y Davidson, 1968).
Posteriormente, Jacobs (1982), en un estudio basado en procedimientos matematicos de
agrupamiento demostré que € Unico grupo que podia ser reconocido consistentemente

era el tipo conferta, previamente considerado como E. chloromelas o pasto Boer.
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La gran variacion morfologica existente en e complejo es acompafiada por una
variacion similar en las caracteristicas fisiolégicas y agrondémicas, tales como
resistencia a frio, respuesta al fotoperiodo, adaptacion a distintos tipos de suelo, calidad
forrgera, respuesta a pastoreo, etc. (Covasy Cairnie, 1985; Colom y Vazzana, 2001).

Covas (1991) no reconoce todos los tipos anteriormente definidos, descarta a
chloromelas, ala que considera como una especie diferente (E. chloromelas) y propone
una clasificacion basada en caracteristicas de las semillas, |aminas foliares y panojas
para materiales que se cultivan en Argentina. Los nuevos tipos agronomicos y los
cultivares nacionales mas importantes son los siguientes. curvula (cvs. Tanganyika,
Ermelo, Morpa y Don Arturo INTA), pilosa (cv. Don Juan INTA), conferta (cv. Don
Walter INTA) y robusta (cvs. Don Carlos INTA, Don Eduardo INTA y Don Pablo
INTA). En la Tabla 1.1 se presenta una descripcion de sus principales caracteristicas

morfol 6gicas y agrondmicas.

El sistema reproductivo del pasto llorén parece haber jugado un rol fundamenta en el
establecimiento de una superestructura compleja de formas poliploides, como ha
ocurrido en otras gramineas donde existe una amplia serie de formas genéticamente
relacionadas (Quarin y Burson 1991; Adamowski et al., 2005). Aunque € pasto Ilorén
es considerado apomictico, en algunas variedades existe un bgo porcentae de
sexuaidad, por 1o que se las considera apomicticas facultativas (Poverene y Voigt,
1995). En tanto que la sexualidad permitiria la aparicion de tipos poliploides,
progresivamente mas complegjos, por la unién de gametos de diferente ploidia, la
apomixis aseguraria la supervivencia de esas nuevas lineas meidticamente inestables.
Por su parte, en |as plantas apomicticas la fecundacion de gametos no reducidos también
posibilitaria la aparicién de genotipos de mayor ploidia (Berthaud, 2001). EI complegjo
E. curvula consiste en un conjunto de poblaciones, la mayor parte de las cuales son
clonales y una proporcion més pequefia, que son sexuales. El contacto entre ellas agrega
continuamente nuevos genotipos al complego, que constituye de esta manera una

verdadera especie colectiva (Poverene, 1988).
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Tabla 1.1. Caracteristicas morfol bgicas y agrondmicas de las principal es variedades de
pasto llorén cultivadas en Argentina, agrupadas de acuerdo a su tipo agrondmico
(clasificacion de Leigh y Davidson, 1968) (Tomado de Baveray Pefiafort, 2005).

Agrupamiento | Conferta Curvula Robusta Chlorome- Robusta azul
verde las (poseen cubierta cerosa)

Nombre y Don Tanganyika Ermelo Morpa Don Don Don Juan Don Renner Don
sinonimia Walter Arturo Eduardo Pablo Carlos

(Pasto

Boer)
Semillas 1mm 1,3-1,7 mm 1-1,3 mm 0,8-1,1 mm 0,9-1,3 mm

Castafio Castafio Vinoso Castafio Vinoso

claro 0Scuro

Porte +60 cm Bajo 60-80 Alto+1m + alto
cm
Ancho hojas Angostas [
Panoja Piramidal Ampliasy laxas Grande
terminal y
compacta
Color follaje Verde claro Verde Verde-azul-griséceo
oscuro

Diferenciacion No pueden diferenciarse entre sf No pueden diferenciarse
cultivares entre si
Valor Superior Superior a
forrajero al resto, Tanganyika
invierno se hiela

menos
Proteina en 1 2 3 3 1
primavera-
verano en
orden
decreciente
Proteina en +5% 2-3% +5%
invierno
Palatabilidad Menor Més que Més que Bovinos: Muy buena antes del

Tanganyika Ermelo muy buena encarie; Después baja
Ovinos: mucho (amargo)
excelente
Crecimiento 4 3 1 2 5
en orden
decreciente
Rebrote 10-20 dias antes que Don Pablo y Don Juan Antes que
primaveral todos
Rusticidad Alta Alta Alta
Damping off Sensible
Engorde Antes que Mayor
Tanganyika capacidad
Digestibilidad Inferior a En Inferior a
Morpay otofio todos
Ermelo baja

Materia 2 1 1 3 De menor
seca/ha en produccion
orden
decreciente
Experiencias 404 g/dia 430 g/dia 435 g/dia 290
en engorde g/dia
primavera-
verano

Los tipos intermedios surgidos por hibridacion se expresan en los cultivares como una
combinacion de caracteristicas morfolégicas y agrondmicas de las distintas variedades
botanicas. Actualmente no existe una descripcion precisa de cada cultivar ni un método
adecuado de tipificacion de la semilla. Las caracteristicas morfoldgicas son afectadas
por las condiciones de crecimiento y la edad de la planta y la identificacion se dificulta
también por la existencia de caracteres intermedios (Covas, 1991). La semilla carece de
un nimero suficiente de caracteres distintivos que permitan identificar lotes de

cultivares pertenecientes a una misma variedad botanica (Poverene, 1988). El color,
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forma y tamafio de la semilla de diversos cultivares pertenecientes a un mismo tipo
morfol 6gico son notablemente constantes, si bien existen apreciables diferencias de esas
caracteristicas entre un tipo y otro.

Varios autores han tratado de relacionar € nuimero cromosomico con los tipos
morfolbgicos 0 especies que integran e complgo, pero los datos son dispares (Leigh,
1960; Spies, 1982). Cada uno de las especies o tipos morfol 6gicos incluye una serie de
numeros cromosomicos diferentes, que constituyen distintos citotipos (Poverene, 1988).
En las gramineas es muy comun la variacion intraespecifica del niUmero cromosdmico
(Quarin et al., 1996).

Caracterizacion de genotipos

La diferenciacion entre cultivares o variedades cultivadas de una especie tiene gran
importancia préctica en agronomia, tanto para € productor agropecuario como para la
industria y consumidores, ya gque los cultivares poseen caracteristicas agroecol 6gicas y
de calidad industrial muy diversas. También es necesaria para su uso adecuado en los

programas de mejoramiento y para su potencial comercializacion.

En € caso del pasto lloron, la caracterizacion del germoplasma también es
indispensable a efectos de su conservacion, ya que E. curvula fue considerada una
graminea prioritaria para su conservacion por el Programa de Coleccion del IBPGR
(International Board for Plant Genetic Resources) para regiones aridas y semiaridas
(IBPGR, 1985).

La caracterizacion del germoplasma de cada especie consiste en €l registro de caracteres
altamente heredables que sean poco influenciables por e ambiente y los marcadores

moleculares cumplen muy bien estos requisitos.

Uso de marcadores moleculares para la caracterizacion de genotipos

Los marcadores moleculares representan una aternativa interesante para resolver
problemas de identificacion varietal en pasto lloron y pueden aportar informacion para

complementar la caracterizacion basada en criterios morfol6gicos y de isoenzimas. Los
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fragmentos amplificados con primers aeatorios (RAPDs) fueron los primeros
marcadores moleculares utilizados en forrgjeras (Williams et al., 1990). Posteriormente
se desarrollaron los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, AFLPs
(Vos et al., 1995), los polimorfismos en las secuencias simples repetitivas o
microsatélites, SSRs (McCouch et al., 1997) y otros marcadores descriptos en la
Introduccion. Los microsatélites se localizan tanto en secuencias que se expresan como
en intergénicas. Los denominados SSRs génicos (EST-SSRs) presentan un nivel menor
de polimorfismo que los microsatélites de regiones no codificantes, pero por otro lado
tienen una mayor probabilidad de transferencia entre especies 0 materiales distantes
genéticamente (Varshney et al., 2005).

En e género Eragrostis se han empleado AFLPs, RAPDs, ISSRs y RFLPs para la
caracterizacion de cultivares y accesiones de un importante cereal de Etiopia, E. tef (Bai
et al., 2000). Esta es una especie autotetraploide (2n=2x=40) sexual, que posee un
genoma relativamente pequefio, comparado con otros cereales, donde €l valor C seriade
714 a 733 Mpb (Ayele et al., 1996) o 0,70 pg (Caetano-Anollés, 2005) igua a la
estimacion realizada para E. curvula (Bennet y Smith, 1976). La diversidad en la
especie se estudié utilizando RAPDs (Bai et al., 2000), AFLPs (Ayele et al., 1999, Bai
et al., 1999, Ayele y Nguyen, 2000) y se encontré un bajo nivel de polimorfismo. En
estos estudios €l coeficiente de similitud entre los genotipos de tef estudiados varia entre
84 y 96% para RAPD y entre 73 y 99% para AFLPs (Assefa et al., 2003). En esta
especie se elabord un mapa genético y se mapearon QTLs para algunas caracteristicas
de importancia agronémica (Yu et al., 2007). También se secuenciaron ESTs (Yu et al.,
2006). En E. curvula, se han utilizado marcadores bioquimicos, como isoenzimas, para
la caracterizacion de cultivares y evaluacion del sistema reproductivo (Poverene, 1988;
Poverene y Voigt, 1997) y RAPDs (Cardone, 2006) para la caracterizacion de algunos
cultivares de pasto lloron.

Hipotesis

Dado que existe un amplio grado de diversidad entre los genotipos de pasto lloron a

nivel morfologico y bioguimico, los marcadores molecul ares aportaran informacion mas



precisa que redundard en una mejor caracterizacion de la especie y de los nuevos

material es obtenidos en nuestro |aboratorio.

Objetivo

El presente trabajo tuvo como objetivo la aplicacion de marcadores RAPDs, AFLPs y
EST-SSRs en Eragrostis curvula para: 1) evaluar la homogeneidad intracultivar y
proveer un test preciso paraidentificacion de pureza varietal; 2) establecer las relaciones
genéticas entre cultivares; 3) caracterizar |os nuevos genotipos obtenidos en nuestro
laboratorio y 4) la eleccion de los parentales o donantes de polen adecuados para la
obtencion de una poblacion de mapeo tendiente a la identificacion de regiones

relacionadas con la apomixis.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se evaluaron nueve cultivares comerciales apomicticos. Las semillas de ocho de ellos
fueron provistas por la EEA Anguil del INTA y se andizaron 15 individuos por
cultivar. Las semillas del cv. Kromdraai se obtuvieron de colecciones existentes en el
Departamento de Agronomia de la UNS. Los nuevos materiales desarrollados en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (CERZOS-UNS) que fueran mencionados en la
Introduccion también se incorporaron al estudio. El genotipo UNST1122 es diploide y
fue generado por cultivo in vitro de inflorescencias inmaduras del cv. Tanganyika
(Polci, 2000; Cardone et al., 2006). Semillas de este cultivar fueron tratadas con
colchicina 'y se obtuvieron dos plantas tetraploides: UNST1131 y UNST1112. Los tres
genotipos se mantienen en invernadero por clonacion (division de macollos) y se
analizaré una planta por cada genotipo. Poblaciones obtenidas de semillas de los
materiales UNST1122 y UNST1131 fueron registradas en e INASE (ver Introduccion)
y se mantienen en |otes aislados en e Criadero de Cereales de Invierno de la Asociacion

de Cooperativas Argentinas ACA.
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En la Tabla 1.2 se detallan los materiadles de pasto llorén utilizados, indicando tipo
agrondmico (segun clasificacion de Covas, 1991), nimero cromosdémico y €l codigo de
identificacion (CI) con el que seles harareferencia. En el caso del genotipo UNST1122,
el tipo agrondmico se indica como “¢?° porque morfologicamente no se adecua

totalmente a ninguno de |os descriptos por Covas (1991).

Tabla 1.2. Materiales de pasto lloron utilizados, indicando tipo agronémico (segun
clasificacion de Covas, 1991), nimero cromosomico y € codigo de identificacion (ClI)
con el que seles harareferencia.

Cultivar Tipo agronoémico NUmero Cl
cromosoémico (2n)

Don Juan Pilosa 80 DJ
Don Pablo Robusta 70 DP
Don Eduardo Robusta 60 DE
Kromdraai Curvula/Robusta 60 K
Don Walter Conferta 40 DW
Don Arturo Curvula 40 DA
Morpa Curvula 40 M
Ermelo Curvula 40 E
Tanganyika Curvula 40 T
UNST1112 Curvula 40 U
UNST1131 Curvula 40 B
UNST1122 &? 20 \%

Las semillas se germinaron en invernaculo. Quince plantas de cada cultivar comercial
fueron transplantadas en macetas con suelo y cultivadas con fotoperiodo natural
(invierno) y a 25+/-4°C. Luego de un periodo de dos meses de cultivo, se colectaron
muestras de hojas para la extraccién de ADN.

Como control de la uniformidad dentro de cada genotipo se evaluaron plantas
provenientes de semillas de una misma panoja de los cultivares apomicticos Morpa (30
plantas) y Tanganyika (25 plantas) y del genotipo sexual UNST1122 (20 plantas).
Extraccion de ADN

Se utiliz6 un protocolo de extraccion rapida a partir de material fresco. EI ADN

gendmico se extrgjo utilizando el siguiente buffer o solucion reguladora: 50 mM Tris-
HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 100 mM CINa, 10% SDS 'y 10 mM B-mercaptoetanol.
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Para la extraccion se parti6 de material fresco (aprox. 50 mg) de plantas de
aproximadamente dos meses de edad. Se cortaron hojas en pequeiias porciones y se
colocaron en un mortero tubular de vidrio esmerilado y se homogeneizaron con el buffer
con ayuda de un pilon. El producto obtenido se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml
y se incubd durante 20 min a 65°C con agitacion lenta (estufa con agitador vertical).
Posteriormente se agregaron 200 ul de C;H30.K 5 M pH 4,8 y se incubo en hielo
durante 20 min. Pasado ese tiempo se centrifugaron los tubos en una centrifuga
Eppendorf (20 min a 13.000 rpm) para eliminar restos de tgjido. El paso anterior se
repitio para lograr un sobrenadante mas limpio. EI mismo se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 700 ul de isopropanol para precipitar el ADN. Los
tubos se incubaron durante 10 min a -20°C. El ADN se precipitd por centrifugacion a
13.000 rpm durante 4 min. El precipitado se lavé con 600 ul de acohol 70% y se
centrifugd durante 4 min a 13.000 rpm. Este lavado se repitié una segunda vez. Luego
el pellet se secO a estufa a 37°C o en flujo laminar durante aproximadamente 60 min y
se resuspendio en 50 ul de buffer TE 1X. La concentracion de ADN se determind en un
fluorimetro BioRad, utilizando como estandar ADN de timo de ternera en varias
concentraciones para establecer una curva de caibrado. Se utilizd6 como colorante
fluorescente Hoechst 33258 (BioRad).

Desarrollo de microsatélites y aplicacién a la diferenciacion de cultivares

Los microsatélites de pasto llorén se buscaron en las genotecas de ADNc de pasto
[loron con e programa SSR Discovery (Robinson et al., 2004). Este programa fue
utilizado para la identificacién de secuencias repetitivas y para € disefio de los primers.
Para la seleccion de los EST-SSRs se tuvieron los siguientes criterios. minimo de seis
repeticiones para dinucleotidos, de cinco repeticiones para trinucledtidos, de cuatro
repeticiones para tetra y pentanucledtidos, productos de amplificacion de 200 a 500 pb,
temperatura de anneling entre 56 y 62°C, contenido de CG entre 40 y 60% y primers
entre 18 y 25 pb. Se sintetizaron 60 primers de los seleccionados (AlphaDNA, Canadd)
para determinar la eficiencia de amplificacion y el patrén de amplificacion utilizandose
ADN del cv. Tanganyika. Para la amplificacion se utilizé e siguiente protocolo (20 pl):
2 pl buffer 10X, 2,5 mM CI,Mg, 0,125 mM de cada dNTP, 10 mM primer, 1,6 U Taq
polimerasa (InVitroGen), 50 ng ADN. El programa de amplificacion fue tipo
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touchdown (la temperatura baja de a 1°C en los primeros ciclos de amplificacion): 4
min a 94°C, 18 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 68°C (-1°C/ciclo), 1 min a 72°C, 30
ciclos de 30 seg 2 94°C, 30 seg a50°C y 1 min a 72°C y luego 1° min a 72°C, en un
ciclador MJ Research 100. Los productos de amplificacion se separaron en geles de
acrilamida a 6% que se tifieron con plata. Trece de los primers que dieron patrones de
amplificacion fueron utilizados para evaluar |os polimorfismos existentes entre distintos
cultivares de pasto llorén. Para ello se utilizO ADN de los cultivares mencionados
previamente, un programa de amplificacion tipo touchdown y geles de acrilamida al 6%

con tincion de plata

Amplificacion y revelado de RAPDs

El protocolo de amplificacion para RAPDs fue estandar (CIMMY T, 2006), con algunas
modificaciones. Se utilizaron cinco primers de RAPDs (Primers 221, 225, 237, 241y
245 de la serie NAPS de primers estdndar). La composicion de la mezcla de reaccién
(25 pl) fue la siguiente: 2,5 ul buffer 10X, 2,5 mM CI,Mg, 0,2 mM de cada dNTP, 30
ng primers, 2 U Tag polimerasa (InVitroGen) y 50 ng ADN. El programa de
amplificacion utilizado fue: 4 min a94°C, 36 ciclosde 30 sega94°C, 1 mina36°Cy 1
min a 72°C y finamente 6 min a 72°C. Se utilizd un ciclador MJ Research 100. Los
productos de amplificacion de RAPDs se separaron tanto en geles de acrilamida a 6%
como en geles de agarosa a 2,5%. Los geles de agarosa se tifieron con bromuro de

etidio y los de acrilamida con plata.

Amplificacion y revelado de AFLPs

Los AFLPs, se realizaron con la colaboracion de las Dras. Susana Cardone y Gabriela
Pacheco en e Ingtituto de Genética de INTA-Castelar. Se utilizé materia fresco y el
ADN fue extraido con €l kit Nucleon Phytopure (Amersham). Se sigui6 € protocolo de
Vos et al. (1995) con agunas modificaciones. Alicuotas de 400 ng de ADN genémico
fueron simulténeamente digeridos durante 1,5 hs a 37°C con las enzimas de restriccion
Pstl y Msel (5 U de cada una, Invitrogen). En un segundo paso, |os adaptadores fueron
ligados a los fragmentos de restricciéon (Tabla 1.3). Para €llo, 10 ul de una mezcla
conteniendo 5 pMol adaptadores para Pstl, 50 pMol adaptadores para Msel, 1 U T4
ADN-ligasa (Invitrogen), 1 mM ATP en buffer 10mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM Cl,Mg,
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50 mM CIK, 5 mM DTT, 50 ng/ul BSA fueron incorporados a 40 pl de la mezcla de
restriccion y se continud la incubacion por 3,5 hs a 37°C. Los primers para la pre-
amplificacion contenian un nucledtido selectivo, P+A y M+A respectivamente (Tabla
1.3). Lamezcla de reaccién de la pre-amplificacion (20 ul) incluyd 1 ul de una mezcla
de ligacion, 200 uM de cada dNTP, 2 mM Cl,Mg, 30 ng de primer Psti+1, 30 ng de
primer Msel+1, 1 U Taq polimerasa (Promega) y 50 mM Tris-HCI pH 9. El programa
de PCR de la pre-amplificacion fue de 30 ciclos de 30 seg a94°C, 1 min a56°Cy 1 min
a72°C. Los productos de la pre-amplificacion fueron diluidos (1:50) en ddH,0 estéril y
fueron usados como plantillas para la segunda ronda de amplificacion, donde se
utilizaron combinaciones de primers para ambos adaptadores conteniendo tres
nucledtidos selectivos, P+3 y M+3, respectivamente (Tabla 1.3). Para la amplificacion
final la mezcla de reaccion (20 pl) incluyd 1 pl del producto de la pre-amplificacion
diluida, 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM CIK, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM Cl,Mg,
30 ng de primer Pstl+3, 30 ng de primer Msel+3y 1 U Taq polimerasa (Invitrogen). El
programa de PCR de la amplificacion final fue de 12 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a
65°C (-0,7°Clciclo) y 1 min a 72°C. Las reacciones de pre-amplificacion vy
amplificacion final fueron realizadas en un termociclador Biometra T. En total se
utilizaron 14 combinaciones de primers de AFLPs. Para aumentar la confiabilidad de
los datos, se realizaron por duplicado. Luego de la amplificacion final, los productos de
PCR fueron mezclados con un volumen igua de buffer de siembra (95% (V/V)
formamida, 0,025% (P/V) azul de bromofenol y 0,025% (P/V) xilen cianal),
desnaturalizados 5 min a 95°C e inmediatamente |levados a hielo. Siete microlitros de
las muestras desnaturalizadas fueron cargadas en geles desnaturaizantes de
poliacrilamida al 6% (P/V) y para la separacion de los fragmentos se utilizé un equipo
SequiGen (BioRad). Los productos de amplificacion fueron visualizados con coloracion

de platay digitalizados para el posterior andlisis.

Anadlisis de datos

Se registraron solo las bandas polimérficas que se podian observar claramente en todos
los genotipos evaluados y que fueron consistentes en ambas muestras evaluadas. El
registro fue de presencia/ausencia y los datos se integraron en una matriz con €
programa Microsoft Excel por separado segun el tipo de marcador utilizado. No se

considerd la diferencia de intensidad entre bandas. La distancia fenética entre los
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genotipos se estimd por e método del ligamiento promedio UPGMA (media aritmética
no ponderada). Como medida de similitud se utiliz6 e coeficiente de Jaccard (1908).
Este coeficiente toma valores entre 0 (cuando los materidles no presentan ningun
marcador en comun) y 1 (cuando los materiales presentan todos los caracteres en
comun). El agrupamiento se realizo por el procedimiento de aglomeracion, paralo cua
se tomo un indice de distancia o disimilitud que resulta de restar ala unidad € valor del
coeficiente de Jaccard: distancia = 1 - Jaccard. Los resultados de los agrupamientos se
muestran en dendrogramas. Los datos de cada clase de marcador fueron analizados
independientemente. Los célculos se redlizaron utilizando € programa NTSyS

(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System; Rohlf, 1993).

Tabla 1.3. Adaptadores y primers utilizados para ligacion, pre-amplificacion y

amplificacion en las reacciones de AFLP.

Adaptadores

Pstt 5-CTCGTAGACTGCGTACATGCA
CATCTGACGCATGT-5

Msel 5 -GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5

Primers +1 (con un nucledtido selectivo)

Pstl+1  GACTGCGTACATGCAGA-3
Msel+l  GATGAGTCCTGAGTAAC-3

Primers +3 (con tres nucledtidos selectivos)

Pstl +3
5 -GACTGCGTACATGCAGAAC-3
5 -GACTGCGTACATGCAGAAG-3
5 -GACTGCGTACATGCAGACG-3
5 -GACTGCGTACATGCAGAGA-3
5 -GACTGCGTACATGCAGATA-3
5 -GACTGCGTACATGCAGATG-3

Msel+3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACAA-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACAC-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACAG-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACAT-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACTA-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACTC-3
5 -GATGAGTCCTGAGTAACTT-3
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Resultados y Discusion

Desarrollo de microsatélites

Se detectaron 254 microsatélites en las genotecas de unigenes de pasto llordn, de ellos
219 se hallaron sobre secuencias unicas (singletons) y 35 sobre secuencias consenso
(contigs). A diferencia de lo que se ha encontrado en otras gramineas, incluso en
Eragrostis tef (Yu et al., 2006), en pasto llorén los microsatélites con repeticiones de
dos y tres nucledtidos estan igualmente representados en las 254 EST-SSRs, con
porcentajes del 38,95 y 40,16% respectivamente. Los tetray penta-nuclebtidos muestran
valores significativamente menores (12,04 y 8,33%, respectivamente). No obstante, las
proporciones de ESTs que contienen SSRs, como asi también la frecuencia de la
deteccion in silico de SSRs, incluso para la misma especie es muy variable en la
literatura (Peng y Lapitan, 2005).

Al igual que en otras especies (Nicot et al., 2004), los motivos di-nucledtidos méas
abundantes fueron (GA)n y (AC)n, representado un 63,37 y un 27,72% del total,
respectivamente. Como en € caso del trigo (Nicot et al., 2004), los motivos GC estan
pobremente representados (1,98%). Aungue se cree gque los microsatélites (AT)n son
muy abundantes en e genoma de las plantas (Lagercrantz et al., 1993; Morgante y
Olivieri, 1993), en E. curvula solo representaron un 4,95%. Resultados similares fueron
hallados por Nicot et al. (2004) en trigo. Estos autores sugieren que la auto-
complementacion existente en los microsatélites (AT)n dificulta su deteccion. Los
motivos di-nucledtidos pueden representar multiples codones dependiendo del marco de
lecturay traducirse en diferentes aminoacidos. Por ggemplo, los motivos (GA)n o (CT)n,
segun que hebra del ADN sea codificante, pueden traducirse en los aminoacidos Arg,
Glu, Alay Leu. Alay Leu estan presentes en las proteinas con frecuencias del 8 y 10%,
respectivamente (Lewin, 1994). Kantety et al. (2002) sugieren que esta podria ser una

de las razones de la alta frecuencia de los motivos (GA)n en las genotecas de ESTSs.
Entre las combinaciones de trinucledtidos, los tipos predominantes fueron (CCG)n y

(CCT)n, representado el 25,71y 23,81% del total de microsatélites, respectivamente. En
trigo y arroz estos motivos representan 83 y 79% del total (Kantety et al., 2002). La
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Rota et al. (2005), informan que en trigo, cebada y arroz, la relacion entre los di-, tri-,
tetra- y penta-nucledtidos varia en relacion a la longitud de las repeticiones. En este
estudio, solo en arroz larelacién entre los di- y tri-nucledtidos fue similar, pero sdlo en
aquellos casos donde la longitud de las secuencias fue mayor a 30 pb. Esta diferencia
con nuestros resultados puede depender del nimero de unigenes detectados en ambos

casos, 8884 en E. curvula, contra la secuenciacion completadel genomade arroz.

Como se mencionara en Materiales y Métodos, se disefiaron primers para 60 de los 254
EST-SSRs encontrados (AlphaDNA, Canada, secuencia de primers en Anexo) que
fueron amplificados para su validacion utilizando ADN del cv. Tanganyika. De€llos, 35
(58%) fueron efectivamente amplificados en las condiciones experimentales
mencionadas previamente (ver Materiales y Métodos). Como se menciona en € trabajo
de Nicot et al. (2004), lafalta de amplificacion puede deberse a varias razones. i) uno de
los primers disefiados desde secuencias de ESTs puede quedar entre dos exones, ii) €
amplicon puede contener un intron demasiado largo dando un producto de PCR que no
puede ser visualizado en € perfil eectroforético, iii) error en la secuenciacion o
problemas durante la sintesis de los primers y iv) como Se usaron secuencias consenso
obtenidas de la compilacion de varios ESTs, algunas de ellas puede resultar de la
adicion de diferentes copias del mismo gen (homedlogos o paral 6gos).

Con agunos de los primers se obtuvieron patrones de amplificacion con multiples
bandas, similares a los obtenidos al utilizar marcadores RAPDs (Figura 1.1). Con SSRs
se espera un menor numero de bandas amplificadas y los resultados obtenidos en esta
tesis pueden deberse a tipo de programa utilizado en la amplificaciéon (touch-down),
que puede generar bandas inespecificas (debido a las temperaturas bajas que permite la
unién de primers a regiones inespecificas) 0 a la presencia de varios sitios de union de
los primers ya que para €l desarrollo de los mismos sblo se contd con la secuenciacion

de una pequefia porcion del genoma del pasto lloron.
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Figura 1.1. Patron de amplificacion de microsatélites obtenido con e primer E39. Las
calles corresponden a ADN de los cvs.: DW: Don Walter, DJ: Don Juan, DP: Don
Pablo, DE: Don Eduardo, K: Kromdraai, DA: Don Arturo, M: Morpay E: Ermelo.

Trece de los primers seleccionados (15%) presentaron polimorfismos paraa menos uno
de los 12 genotipos donde fueron evaluados.

Evaluacion de homogeneidad intracultivar

En las pruebas de homogeneidad redizadas utilizando semilla proveniente de una
misma panoja se observé uniformidad en las progenies de las plantas apomicticas (cvs.
Morpa y Tanganyika) y variabilidad en las progenies del genotipo sexual UNST1122
con los tres primers de RAPDSs utilizados.

Cuando se realizaron las pruebas para determinar uniformidad dentro de los cultivares,
Se encontraron, en algunos casos, patrones variables. De los 15 individuos evaluados en
cada cultivar se encontraron patrones de amplificacion distintos en seis individuos de
Morpa, cuatro de Don Eduardo, uno de Tanganyika y uno de Don Pablo. Esta
variabilidad podria deberse a tres causas. la presencia de un cierto grado de
reproduccién sexual, la coexistencia de varios clones (biotipos) y/o la mezcla accidental
de semillas en la cosecha o almacengje. Las pruebas de progenie utilizando semilla de
una misma panoja y las referencias bibliogréficas (Poverene, 1988; Polci, 2000)
indicarian que se trata de cultivares apomicticos obligados, por lo que se descarta la
reproduccion sexual.
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Con € objetivo de explicar la variacion observada, 1os patrones de amplificacién de las
plantas fuera de tipo fueron analizados y comparados con aquellos de otros cultivares.
Con este estudio pudo mostrarse que en Morpalas seis plantas que presentaron patrones
diferentes, correspondian alos patrones de Don Walter (tres individuos), Don Pablo (un
individuo) y Don Eduardo (dos individuos), confirmando de esta forma la mezcla de
semillas en € lote analizado. En el caso de Don Eduardo no se llegd a confirmar
fehacientemente la contaminacion de las semillas, por 1o que no se lo consider6 en el
andlisis posterior. En Tanganyika y Don Pablo se hal6é un individuo con patron
diferencial, en e primer caso atamente polimérfico y en e segundo levemente
polimorfico (Figura 1.2). Estos patrones fuera de tipo no pudieron ser asignados a
ninguno de los patrones de los materiales incluidos en el estudio, por o que no puede
descartarse la contaminacion con otros materiales de pasto Ilorén no incluidos en el
presente estudio, ni la coexistencia de varios clones.

Figura 1.2. Patrones de amplificacion de RAPDs de 15 individuos de los cvs. Don
Pablo (A) y Tanganyika (B), mostrando un individuo con patron polimérfico (*).

Los cultivares Don Walter, Don Juan, Ermelo, Don Arturo y Kromdraai mostraron
uniformidad entre sus individuos presentado un patrén monomorfico. En la Figura 1.3A
se muestra un gel de acrilamida con los patrones de RAPDs de plantas de Don Walter
donde se observa la ausencia de variabilidad intracultivar. En la Figura 1.3B se observa
el patrén de RAPDs de plantas de Morpa, donde se aprecia que nueve individuos

presentan el mismo patron de amplificacion y los otros seis poseen distintos patrones.



El cultivar Kromdraai fue clasificado en trabajos previos como apomictico facultativo,
basado en test de progenie donde algunas plantas mostraban sexualidad y otras sblo
reproduccion clonal (Guzman et al., 1992). En & presente estudio, los patrones
moleculares fueron completamente uniformes, sugiriendo que & conjunto de semilla

analizado proviene de plantas apomicticas.

A I—723456 7 8 9101112131415 B 2845678910123 15

Figura 1.3. A. Patron de amplificacion de RAPDs de 15 individuos del cv. Don Walter,
donde no se aprecia variacion intracultivar. B. Patron de amplificacion de RAPDs de 15
individuos del cv. Morpa, donde se observan nueve individuos con igual patron
(circulos azules) y € resto de | as plantas presentan polimorfismos.

Diferenciacion de cultivares

Variabilidad entre cultivares fue observada con los tres tipos de marcadores de ADN
evaluados, hallandose 56 bandas polimorficas con RAPDs, 101 con AFLPs y 26 con
SSRs. Todos los primers utilizados en RAPD y AFLP mostraron a menos un
polimorfismo entre los materiales de pasto llorén. En el caso de SSR, 10 de los 13
primers (77%) fueron polimorficos. Aunque ninguno de los primers individua mente
fue suficientemente informativo para diferenciar todos los genotipos, la combinacion de
todos los polimorfismos de todos los marcadores permite una completa separacion de
los genotipos. En la Figura 1.4 se muestran geles representativos de cada uno de los

marcadores.

Con los datos obtenidos a partir de estos marcadores se elaboraron los indices de
similitud de Jaccard y se graficaron las relaciones de similitud para cada marcador por
separado. En la Figura 1.5 se observan los andlisis de agrupamiento obtenidos con
marcadores SSRs, AFLPsy RAPDs.
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Figura 1.4. Patrones de amplificacién obtenidos con RAPDs (A), SSRs (B) y
AFLPS(C) de diferentes materiales de pasto lloron. Las letras corresponden a los
siguientes genotipos. DW: Don Walter, DJ. Don Juan, DP: Don Pablo, DE: Don
Eduardo, K: Kromdraai, DA: Don Arturo, M: Morpa, E: Ermelo, T: Tanganyika, U:
UNST1112, V: UNST1122 y B: UNST1131. Mk: marcador de peso molecular de
100pb (ladder).
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Figura 1.5. Agrupamientos obtenidos con marcadores SSRs (A), AFLPs (B) y RAPDs
(C). Las letras corresponden a los siguientes genotipos. DW: Don Walter, DJ: Don
Juan, DP: Don Pablo, DE: Don Eduardo, K: Kromdraai, DA: Don Arturo, M: Morpa, E:
Ermelo, T: Tanganyika, U12: UNST1112, U22: UNST1122 y U31: UNST1131.
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Los gréficos de agrupamiento obtenidos para cada tipo de marcador molecular fueron
diferentes, aunque presentaron varias similitudes. En los tres dendrogramas, los
cultivares tipo curvula forman un grupo definido, siendo Don Walter (conferta) y
UNST1122 |os genotipos mas cercanos y € resto de los cultivares se ubican en distintas
posiciones. Una relacion cercana entre los tipos curvula y conferta fue previamente
observada y un origen comun para ambos ha sido propuesto, ya gue genotipos de tipo
conferta pueden ser uno de los ancestros de los curvula y fundadores del complejo E.

curvula (Povereney Voigt, 1997).

En todos los casos fue posible diferenciar a los distintos tipos agronémicos, aunque
algunos marcadores no fueron lo suficientemente informativos para separar a los
cultivares incluidos dentro del tipo curvula. Se encontré en este trabgo que los
microsatélites fueron los marcadores que presentaron menor poder discriminatorio. Los
AFLPs fueron los Unicos que permitieron separar a todos los cultivares comerciales,
incluyendo a Don Arturo de Ermelo y Morpa. Los agrupamientos obtenidos con SSRsy
AFLPs fueron en general similares entre si y con e agrupamiento previo obtenido con
isoenzimas (Poverene, 1988). Ellos muestran a Don Walter vinculado al grupo de los
curvula y a Kromdraai vinculado a Don Pablo de manera similar a lo observado por

medio de isoenzimas.

Dentro de los cultivares del tipo curvula, Tanganyika es e Unico claramente
diferenciable del resto por caracteres morfoldgicos, isoenzimaticos y por marcadores
moleculares. Los otros tres cultivares (Morpa, Ermelo y Don Arturo) presentan grandes
similitudes, no pueden ser diferenciados por caracteres morfoldgicos y estudios en
semillas utilizando isoenzimas indicaron que Morpa y Ermelo son indiferenciables
(Poverene, 1988). Con isoenzimas también se observé que Don Arturo presentd un
patron cualitativamente igual alos anteriores, pero laintensidad relativa de cuatro de las
cinco bandas fue menor. Una causa que puede explicar lo anterior es que los cultivares
Ermelo y Morpa fueron seleccionados a partir de un mismo ecotipo y e cultivar Don
Arturo se cree que también lo fue (Poverene, 1988). El cultivar Morpa, desarrollado por
el grupo del Dr. Paul Voigt, presenta, a diferencia de los anteriores, una mayor
produccion de carne, que podria deberse a una mayor palatabilidad (Voigt et al., 1970).
En €l presente trabagjo sblo con AFLPs fue posible diferenciar Don Arturo de Ermelo y

Morpa.
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Con respecto a los nuevos materiales analizados, los tetraploides (UNST1131 y
UNST1112) se agruparon dentro de los curvula y vinculados a Tanganyika, que es €
cultivar a partir del cual se originaron. Con AFLPsy RAPDs se logré diferenciarlos de
Tanganyikay solo con RAPDs se logro diferenciarlos entre si. El caso de UNST1122 es
peculiar, ya que a ser diploide presenta amplias diferencias morfoldgicas con los otros
cultivares del grupo curvula y también a nivel molecular. Con los tres tipos de
marcadores se logré ubicar a UNST1122 dentro del grupo curvula, aunque en distintas
posiciones segun € marcador y en e caso de los AFLPs también vinculado a Don

Walter, que estipo conferta.

Con d diploide PI299920 (ver Capitulo 3) se redlizaron estudios morfoldgicos e
isoenzimaticos (Poverene y Voigt, 1997) y se encontré que a ambos niveles se asemeja
mas al tipo robusta que a tipo curvula, aunque no esta bien asociado a ninguno de los
tipo agronémicos definidos a nivel poliploide, por lo que méas que un diploide ancestral
se considera que derivé de plantas de mayor ploidia por reduccion cromosémica (Voigt
et al., 2004). Al igual que otros diploides surgidos artificialmente, € diploide obtenido
en el laboratorio de Biotecnologia Vegeta (CERZOS-UNS) posee un mayor vigor que
el tetraploide del cua fue obtenido. Observaciones similares fueron realizadas por
Stupar et al. (2007) en una serie euploide de papa. Este autor sefida que los diploides
obtenidos artificialmente poseen estas caracteristicas. Es decir que la ploidia es un
factor muy importante que confiere caracteristicas importantes y tipicas de cada nivel.
Este material reforzaria la hipétesis de que los diploides en esta especie provienen de
materiales de mayor ploidiay no a revés.

Por su robustez y facilidad de lecturalos SSRs serian |os marcadores de eleccion parala
caracterizacion de cultivares. Ademas los microsatélites cumplen los cuatro criterios
propuestos por Bailey (1983) para un marcador Optimo: 1) méxima variacion entre
cultivares;, 2) minima variacion intracultivar; 3) estabilidad ambiental y 4)
reproducibilidad experimental. En este caso el agrupamiento obtenido con SSRs fue
muy similar al obtenido con isoenzimas y a agrupamiento por caracteres morfol 0gicos
propuesto por Covas (1991), sin embargo es necesario incrementar € numero de
primers utilizados para discriminar entre todos |os genotipos eval uados.
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Poverene (1988) encuentra que la variacion intravarietal puede tener dos origenes: la
primera es la existencia de biotipos y la segunda consiste en la ocurrencia de
reproduccion sexual. El andlisis de un gran nimero de individuos de cada accesion (20-
30) podria garantizar la ausencia de variacion intravarietal en pasto lloron. Sin embargo,
en e caso de halarse tal variacion y que, como en € caso del cv. Kromdraai, se
sospechara que es causada por la reproduccién sexual, la caracterizacion por isoenzimas
o marcadores moleculares con fines de identificacion varietal presentaria los mismos
inconvenientes que en e caso de especies adgamas. En estas especies, |a metodol ogia
para su caracterizacion se basa en el computo de las frecuencias a élicas observadas en

loci alozimicosy esindispensable el conocimiento del modo de herencia de estos loci.

Crawford (1983) propone tres hipétesis para explicar la dificultad para delimitar
algunos grupos taxonémicos en los cuales |os limites entre especies son borrosos:

1- los taxa fueron originados recientemente y la divergenciano es aun notoria,

2- existe un ato nivel de plasticidad fenotipica que permite que genomas divergentes
converjan fenotipi camente bajo condiciones similares,

3- existe hibridacion entre poblaciones de distintas especies.

La dltima hip6tesis parece ser la méas adecuada para explicar 1os problemas taxondémicos
dentro del género Eragrostis, ya que se ha informado la hibridacion dentro del género
(Vorster y Liebenberg, 1977).

En cuanto alos cruzamientos para la obtencion de la poblacion de mapeo para apomixis
los mejores donantes de polen serian los cultivares Ermelo, Don Arturo y Morpa, ya que
ellos son muy similares entre si y se diferencian claramente de Tanganyika, que es muy
similar a los tetraploides sexuales que seran usados como progenitor femenino
(genotipos UNST1112 y UNST1131). De esta manera, a lograr un mayor nivel de
polimorfismos, se veriafacilitado € mapeo genético.
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Conclusiones

De lo expuesto se concluye que:

Es posible determinar € grado de uniformidad de los cultivares y detectar la
presencia de contaminacion de semilla. Esta informacion es de importancia
précticay fue solicitada por € INASE y publicada en su Boletin.

e El agrupamiento con EST-SSRs y AFLPs concuerda con estudios previos realizados

con isoenzimas (Poverene, 1988) y caracteres morfol dgicos (Covas, 1991).

e Los AFLPs son los marcadores que presentan mayor poder de discriminacion entre

cultivares.

e Los nuevos materiales desarrollados en nuestro laboratorio deberian clasificarse

como del tipo curvulaen & caso de UNST1131y UNST1112.

e Sesugiere crear un nuevo tipo agrondmico donde incluir a los diploides por poseer

caracteres de tipo robusta y perfiles moleculares de tipo curvula.

e Losdonantes de polen mas adecuados para la obtencién de una poblacion de mapeo

serian los cultivares Ermelo, Don Arturo y Morpa.

Si bien € valor sistemético de estos datos es limitado dado € peguefio nimero de
accesiones analizadas, en comparacion con el extenso nimero de ecotipos existentes en
las regiones de origen de esta graminea, es valido dado que las accesiones analizadas
representan adecuadamente €l rango de variacion morfol dgica existente en el complejo

en nuestro pais.

La informacién obtenida en este trabgjo permite concluir que los datos aportados por
marcadores moleculares se gjustan a los datos previos citol égicos y quimiosistematicos
y pueden ser integrados con datos morfolégicos y resultar de gran valor para
investigaciones taxondmicas, para la evaluacion de colecciones de germoplasmay para

la caracterizacion de | os genotipos de E. curvula.
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Capitulo 2

Métodos para la caracterizacion del modo

reproductivo
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Introduccion

Existen varios indicadores de la existencia de reproduccion apomictica en una especie,
como la alta frecuencia de poliembrionia (embriones multiples), la ata produccién de
semillas en plantas que se esperaban estériles (por €. hibridos entre plantas poco
relacionadas, triploides y aneuploides) y progenie homogénea (Leblanc y Mazzucato,
2001). Estos indicadores a veces son dificiles de evaluar, como en el caso de materiales
naturales y siempre se requieren investigaciones profundas para establecer € tipo de
apomixis presente y €l nivel de expresion de este caracter.

En lareproduccion sexual, las dos gametas que se fusionan son producidas por meiosis.
El desarrollo sexual permite la recombinacion genética y la segregacion, lo cual llevaa
ampliar la diversidad genética. Por €ello, salvo algunas excepciones (por €. plantas
autégamas estrictas), la descendencia de una planta sexual son nuevos genotipos,
distintos a los de ambos progenitores. La apomixis se caracteriza por lafalta de meiosis
y fertilizacion, que llevan ala obtencién de progenies que son réplicas genéticas exactas

(clones) de la planta madre (Leblanc y Mazzucato, 2001).

Un requisito fundamental cuando se quiere estudiar el modo reproductivo de una
especie, la herencia de la apomixis o incluso identificar los genes que determinan €l
carécter es contar con métodos simples cuali o cuantitativos que permitan la
caracterizacion fenotipica en los parentales y en la progenie. Para confirmar sin error la
existencia de apomixis es necesario disponer de informacion genética a través de
pruebas de progenie (uniformidad en la descendencia) como también citoldgica
(ausencia de meiosis, diferencias en la estructura del saco embrionario, etc.). La
determinacién del modo reproductivo no es simple y varias técnicas deben ser utilizadas

para garantizar precision en este aspecto.
Algunas de estas metodol ogias son las siguientes (Naumova, 1997; Sherwood, 2001):
Citoembriologia: se basa en la observacion de las diferencias en la megasporogénesis y

megagametogénesis entre procesos sexuales y apomicticos (g.: secciones de parafina

combinado con tinciones como safranina-fast green, clarificado de ovarios, etc.). Es
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necesario conocer todos los estadios de |la megasporogénesis y megagametogénesis en
plantas sexuales y apomicticas y buscar diferencias que puedan ser claramente
distinguibles, como por gemplo cantidad o ubicacion de nucleos o células en € saco
embrionario. La técnica de clarificado de ovarios es muy Util y relativamente sencilla.
Se basa en méodos de clarificacion de teidos y squash y permite observar a
microscopio Optico y con poca elaboracion del material, todo € proceso de
megasporogéenesis y evaluar la presencia de un proceso sexual o apomictico. La técnica
de clarificacion de Herr (1971) aportd meoras para estudiar los estadios de la
megasporogenesis, fundamentalmente en la aposporia. En muchos casos es la técnica
citolégica de eleccion para la evaluacion del modo reproductivo cuando existen

numerosos individuos a evaluar.

Citometria de flujo: se basaen € estudio del nivel de ploidia en el endosperma (doble
fertilizacion) y en el embrion de la semilla de manera de establecer la relacion de
ploidia entre ambos, ya que esta relacién generamente varia en semillas provenientes
de reproduccion sexual y apomictica (Matzk et al., 2000). Se realiza un macerado de la
semilla en un buffer conteniendo un colorante de ADN (g. DAPI) y € citometro indica
cuales son las ploidias mas frecuentes de los nucleos (picos). Como se menciond en la
Introduccion, la relacion embrion/endosperma frecuentemente varia entre 10s procesos
sexuales y apomicticos, ya que &l endosperma se forma por la union de tres nucleos, dos
nucleos polares (maternos) y un nucleo espermatico (paterno) y en los procesos sexuales
los tres nucleos son de ploidia n y en procesos apomicticos los niicleos polares son 2n,
dando una relacion embrion/endosperma para semilla sexual de 2/3 y para semilla
apomictica de 2/5. Esta diferencia es claramente detectable con un citometro de flujo y

los equipos actuales pueden trabajar con semillas tan pequefias como la del pasto lloron.

Pruebas de progenie: originamente fueron utilizadas con caracteres morfol dgicos
comparando las progenies con la planta materna. Ya que las plantas apomicticas
producen progenie uniforme (clones maternos), laidentidad de los descendientes con la
planta madre indica un posible origen apomictico. Posteriormente con la aparicion y
utilizacion de los marcadores moleculares, éstos fueron aplicados para realizar las
pruebas de progenie. Cuando existen, también se pueden usar marcadores ligados a la
apomixis, tales como RFLPs, SSRs, AFLPs, etc. Esta técnica ha sido exitosa para la

evaluacion del modo reproductivo en poblaciones de Hieracium perforatum usada en



combinacion con técnicas citolégicas (Arnholdt-Schmitt, 2000), como asi también en
Paspalum notatum (Ortiz et al., 1997; Stein et al., 2007).

Las técnicas anteriores pueden ser agrupadas de la siguiente manera de acuerdo a
Naumova (1997). En primer lugar se encuentran las técnicas utilizadas para andlisis en
progenies (semillas o plantas), las cuales evitan la inclusion del material en parafina, la
realizacion de cortes y tincion de las secciones. Estas técnicas permiten e estudio de
numerosas muestras en menor tiempo. El segundo grupo incluye las técnicas clasicas de
citoembriologia utilizando tanto € microscopio Optico como e electronico para €
estudio de los aspectos basicos en € desarrollo del modo reproductivo. Estas técnicas
requieren mucho tiempo, pero brindan informacion fundamental para € conocimiento

de los mecanismos de la apomixis.

Estos dos tipos de técnicas no evallan exactamente lo mismo. Las técnicas
citoembriol 6gicas detectan € grado de apomeiosis que presenta una planta apomictica
gametofitica. O sea qué porcentgje de los sacos embrionarios serdn no reducidos.
Mientras que las pruebas de progenie (en semillas o plantas) evallan €l grado real de
reproduccion apomictica de esa planta, que puede coincidir o no con € grado de
apomeiosis. Para dar un g emplo: una planta puede formar un 50% de sacos meiéticos 'y
un 50% de sacos apomicticos (no reducidos), y sera clasificada como apomictica
facultativa con 50% de apomixis en las pruebas citoembriologicas, pero si los unicos
gue forman semillas viables son los sacos sexuales |a progenie sera 100% sexual en las
pruebas de progenie. Por eso es muy necesario hacer los dos tipos de pruebas y
compararlos, y también es importante para detectar desacoples entre la apomeiosis y la
partenogénesis (plantas que hacen apomeiosis pero no hacen partenogénesis y

viceversa).

Si bien pueden utilizarse diferentes técnicas, las observaciones citoembrioldgicas son
siempre necesarias para confirmar el origen del saco embrionario y €l tipo de apomixis

presente (Leblanc y Mazzucato, 2001).

En e caso particular de la diplosporia se cuenta ademas con |la prueba de deposicién de
calosa, que se basa en la observacion de que en los procesos sexuales se deposita calosa

en la pared celular de la arqueospora (Leblanc y Mazzucato, 2001). De acuerdo a la
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literatura las plantas diplospdricas no presentan calosa en ningun estadio del desarrollo
embrionario, por lo que esta técnica permitiria diferenciar, de manerarapiday eficiente,
plantas sexuales de apomicticas (Pedl et al., 1997).

La calosa esta compuesta de glucanos unidos por uniones 3-1,3-glicosidicas en cadena
lineal y se deposita entre la membrana plasmatica y la pared celular celulésica. Es un
componente caracteristico de la pared celular en elementos del floema (Evert, 2006). Es
sintetizada en la pared celular de células heridas o infectadas por pat6genos, cdlulas
embrionarias antes de la embriogénesis somética, células estigmaticas siendo parte
responsable de la incompatibilidad polen-estilo, en tubos polinicos durante €
crecimiento del tubo en € edtilo, y en los meiocitos masculinos y femeninos de la
mayoria de las especies de angiospermas durante la esporogénesis (Pedl et al., 1997).
Antes de iniciar la meiosis, la calosa se deposita alrededor de la céula madre de la
megaspora y de la céula madre del polen en la antera. Cuando la meiosis findiza la
megaspora funcional ya no se encuentra rodeada por calosa, sin embargo, las
megasporas degenerantes, presentan sus paredes rodeadas por esta sustancia
(Rodkiewicz, 1970).

Los procesos sexuales y apomicticos en € pasto lloron presentan determinadas
caracteristicas que tienen que ser tomadas en cuenta a la hora de elegir e método de
evaluacion del modo reproductivo. En la Introduccion fueron detalladas las
caracteristicas de ambos procesos. En cuanto a aspectos citoldgicos las principales
diferencias entre la megasporogénesis y megagametogenesis en ovarios sexuales y

apomicticos son las siguientes:

Proceso sexual Proceso apomictico
CédulaMadre de laMegéasporano CédulaMadre de la Megéaspora elongada
elongada
Tétrada (meiosis) Sinrastros de meiosis
Posicion de nicleos durante las divisiones  Posicion de nucleos durante las divisiones
mitoticas en e saco embrionario mitéticas en € saco embrionario
- saco binucleado - saco binucleado
- saco tetranucleado - saco tetranucleado
Saco embrionario maduro con ochoomas  Saco embrionario maduro general mente
nucleos (proliferacion de antipodas) con cuatro nucleos (sin antipodas)
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Un factor muy importante a tener en cuenta en esta especie es e modo en que se forma
el endosperma. En los procesos sexuales sigue el patron tipico. En los apomicticos, a
existir un solo nucleo polar no reducido (2n) y a ser estas plantas pseuddgamas, es
decir que la polinizacion es necesaria 'y el grano de polen aporta un nucleo reducido al
endosperma (n), la relacion de ploidia entre embridon y endosperma no varia entre

semillas de plantas sexuales y apomicticas (2n/3n).

Hipotesis

Las distintas metodologias aplicables a la caracterizacion de la apomixis pueden ser
aplicadas al estudio del modo reproductivo en pasto Iloron y mostraran distinta aptitud
parasu aplicacién en € andlisis de una poblacion de mapeo.

Objetivo

Frente ala necesidad de caracterizar fenotipi camente una poblacion de mapeo en cuanto
a modo reproductivo, el objetivo de esta parte de la tesis fue evaluar distintos métodos
utilizados para la caracterizacion de progenies en plantas apomicticas (citometria de
flujo, citoembriologia y test de deposicién de calosa) en progenies de plantas sexualesy
apomicticas de pasto llorén, a fin de determinar su confiabilidad y tiempo requerido en

su aplicacion.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Los materiales vegetales (E. curvula) evaluados en este estudio se mantuvieron en
invernaculo y forman parte de la coleccidn de cultivares existente en € Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal (CERZOS-UNS). También se tomaron muestras de plantas
creciendo en condiciones de campo (Criadero de Cereales de Invierno de la Asociacion
de Cooperativas Argentinas - ACA, Cabildo). Se evaluaron distintos cultivares
apomicticos (Tanganyika, Morpa, Don Pablo, Don Eduardo, Don Juan) y sexuaes
(genotipo UNST 1122 y cultivar Victoria).
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Citometria de flujo

Los estudios se redlizaron en € citometro de flujo del Laboratorio de Genética del
IBONE (Instituto de Botéanica del Noreste, Corrientes) gracias a la gentileza del Dr.
Camilo Quarin. Se utilizaron semillas de un cultivar apomictico (Tanganyika) y uno
sexual (genotipo UNST1122) para evaluar la existencia de diferencias en la relacion de
ploidias entre embrion y endosperma.

Para los andlisis en e citometro de flujo se siguio € protocolo de Matzk et al. (2000),
con agunas modificaciones. Las semillas fueron maceradas en una caja de Petri con 1
ml de buffer de extraccion y tincion. La composicion del buffer fue la siguiente: 0,107 g
Cl,Mg(H20)s; 0,5 g CINa; 0,1 ml Triton X-100 y 1,21 g Tris en 200 ml de agua
destilada, pH 7,5. A este buffer se incorporé € colorante 4'-6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) para lograr una concentracion final de 4 ug/ml. La suspension obtenida con el
material de semillay buffer fue filtrada e incubada durante 30 min a 4°C. La intensidad
de fluorescencia en & citometro de flujo fue calculada a través de la medicion de

aproximadamente 5.000 nucleos por muestra.

Estudios citoembrioldgicos

Las panojas se colectaron en el momento de presentar 10s primeros signos de antesis,
tiempo en € cual es posible encontrar todo el rango del desarrollo del saco embrionario,
desde la célula arquespédrica hasta la posible fertilizaciéon (Brown y Emery, 1958;
Streetman, 1963). Estas fueron inmediatamente fijadas en FAA (10% formol, 5% é&cido
acético, 50% alcohol y 35% agua destilada) donde se conservaron hasta e momento de
su utilizacion. Luego se procedié a la inclusion de las espiguillas, por separado, en
parafina (Paraplast), montado y corte en microtomo en secciones de 10 um de espesor.

Todo €l proceso serealiz6 de acuerdo alatécnica de Johansen (1940).
Coloracién con azul de anilina y observacion al microscopio de florescencia
Para la deteccion de caosa utilizando azul de anilina, las secciones fueron

desparafinadas e hidratadas de acuerdo a procedimientos estandar y tefiidas con azul de
anilina (0,005%) en buffer 0,067 M PO4K, pH 9,5 (Carman et al., 1991). Las secciones

68



tefiidas fueron examinadas utilizando un microscopio éptico de fluorescencia Nikkon
(Departamento de Agronomia, UNS) y un Nikkon (Eclipse) 801 (IADO-CCT Bahia
Blanca) utilizando € filtro UV2E.

Coloracion con safranina-fast green

Como control de las observaciones realizadas con fluorescencia, 10s mismos preparados
se tifieron con safranina-fast green, a fin de observar las estructuras y correlacionarlas
con las zonas fluorescentes observadas con la tincion de azul de anilina. Paraello, luego
de la observacion con fluorescencia se retiraron los cubreobjetos, se lavaron los
preparados con agua destilada (5 min), se sumergieron en alcohol 50% (5 min) y se
siguid la tincion tipica con safraninafast green (Johansen, 1940). Los preparados

tefiidos de esta manera fueron observados en un microscopio optico Zeiss.

Pruebas de progenie utilizando marcadores moleculares

Como control de la uniformidad dentro de cada cultivar se evaluaron plantas
provenientes de una misma panoja de los cultivares apomicticos Morpa (30 plantas) y
Tanganyika (25 plantas) y del genotipo sexual UNST 1122 (20 plantas). Paralas pruebas
de progenie se cosecharon panojas durante la floracion estival del afio 2006 a partir de
plantas de la coleccion de cultivares existente en € Laboratorio de Biotecnologia
Vegeta (CERZOS-UNS). Se hicieron amécigos y luego las plantas fueron
transplantadas a macetas individual es.

La extraccion de ADN se realizo utilizando el protocolo mencionado en €l Capitulo 1y
para los marcadores RAPDs se utilizaron cuatro primers en cada poblacion de plantas
analizada (211, 222, 237 y 241 de la serie NAPS de primers estandar). Los productos de
amplificacion se separaron en geles de poliacrilamida que se tifieron con plata. Se

utilizaron las mismas metodol ogias explicadas en e Capitulo 1.
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Resultados y Discusion

Citometria de flujo

En la Figura 2.1A se muestra € citoespectrofotograma de una semilla de una planta
apomictica de pasto llorén, cv. Tanganyika. Los tres picos sefidlados con flechas,
indican tres frecuencias principales de ploidias, que corresponden a nucleos del embrion
y del endosperma en dos momentos del ciclo celular, fases G1 y fase G2, donde esta
duplicado € genoma previo a la division celular. La fase G2 tiene menor intensidad y

no se observa en e endosperma por la baja actividad mitética.

En la Figura 2.1B se muestra el correspondiente citoespectrofotograma de una semilla
de una planta diploide sexual de pasto llorén (genotipo UNS1122). Se observan los
mismos tres picos. Como era de esperarse de una planta de estas caracteristicas, la

relacion embrion/endosperma se mantuvo en 1/1,5 o0 2/3

Prueba de deposicion de calosa

El estudio de cortes longitudinales de las espiguillas de E. curvula muestra una sucesion
de flores que va desde la méas desarrollada en |la base a la de menor desarrollo en su
apice. Cada una de estas espiguillas puede contener siete o mas flores en distintos
estados de desarrollo (Figura 2.2A). En la Figura 2.2B se observa € corte longitudina
de un antecio de E. curvula cv. Tanganyika, tefiido con safranina-fast green, con sus
glumelas, un par de anteras, € pistilo compuesto por sus dos estilos con estigmas

plumosos y € ovario, con una célula madre de las megéasporas (CMM) en el centro.

Latincidn con azul de anilina (Figuras 2.2C), aungue es especifica para detectar calosa,
permitio diferenciar las distintas estructuras que componen los antecios de pasto lloron.
Dentro del ovario y en posicion central, se encuentra la CMM, donde € patron de
fluorescencia observado toma la forma de esta célula en funcion de laforma en que este

-glucano se deposita sobre la pared de lamisma (Figuras 2.2D y 2.2G).
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Figura 2.1. Citoespectrofotograma mostrando las relaciones de ploidia
embrion/endosperma de una semilla de una planta del cv. apomictico Tanganyika (A) y
de una semilla de una planta diploide sexua de pasto lloron del genotipo UNST1122
(B). Laposicion de los picos con respecto al gje x en ambas muestras es independiente y
arbitraria, no reflgjando las diferencias en los niveles de ploidia.

El patron de deposicion de calosa observado en el material sexual, genotipo UNST1122
(Figuras 2.2D, 2.2E y 2.2F) sigue los patrones previamente descriptos en procesos
sexuales (Rodkiewicz, 1970). En laFigura 2.2D se observala CMM en posicién central.
Puede observarse claramente la formacién de una tétrade linea (Figura 2.2E),
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caracteristicas de un proceso meidtico, donde las cuatro células estan rodeadas de
calosa. Luego la megaspora funcional del extremo calazal pierde su cubiertade calosay
se observan las tres megéasporas degenerantes (Figura 2.2F) que se dirigen hacia el lado
micropilar del saco embrionario en formacion reteniendo la cubierta de calosa

tempora mente.

En las plantas apomicticas, cv. Tanganyika, (Figuras 2.2G, 2.2H y 2.2I) se registro
deposicion de calosa alrededor de la CMM, pero no se observaron evidencias de
procesos sexuales tipicos (tétrades y degenerantes). Las formas fluorescentes
observadas en las CMMs apomicticas (Figura 2.2G) fueron similares a las CMMs
sexuales (Figura 2.2D). Sin embargo, en muchos casos estas CMMs apomicticas
continuaron rodeadas de calosa durante su elongacion dentro del espacio nucelar
(Figura 2.2H y 2.21). A este estadio se o denomina célula madre de la megéaspora
elongada (CMME). El patron de deposicién de calosa en las CMMEs no es muy regular
en cuanto ala cantidad y la forma sobre la pared celular, sino que parece acompahar €
crecimiento de esta célula entre las células nucelares en direccion calazal-micropilar,
mientras la florescencia se va perdiendo gradualmente con el tiempo. Al extremo
micropilar de las CMMEs se lo diferenciadel calazal porque se ve més dilatado (Figura
2.2H y 2.21). Lapresenciade calosaen las CMMEs indica que este 3-glucano no impide

el crecimiento de estas células.

Las secciones recuperadas luego de la tincion con azul de anilina y tratadas
posteriormente con safranina-fast green permanecieron en muchos casos en condiciones
Optimas, lo que permitid controlar y corroborar que €l material con € que se traba6
presentaba los estadios de la gametogénesis femenina observados con la coloracion

fluorescente.

En el caso de las espiguillas sexuaes del genotipo UNST1122 (Figuras 2.3A-2.3C), se
encontraron estadios tipicos de procesos sexuales, como son las tétrades lineales (Figura
2.3A), las megasporas degenerantes micropilares (Figuras 2.3B y 2.3C) y la megéaspora
funciona calazal. Ademas se observaron arquesporas, CMMs, sacos binucleados (2N),

tetranucleados (4N), octanucleados (8N) (Figura 2.3G) y proliferacion de antipodas.
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Figura 2.2. Inflorescencia y megasporogénesis en pasto lloron. A. vista general y detalle de una
espiquilla (Tomado de Selva et al., en preparacion). B. Corte longitudinal de un antecio tefiido con
safranina-fast green (100X). C. Corte longitudinal de un antecio tefiido con azul de anilina (100X). D-F.
Cortes longitudinales de ovarios del genotipo sexual UNST1122 tefiidos con azul de anilina con detalles
de la megasporogénesis (200X). D. Célula madre de la megaspora (CMM), E. Dos células de una tétrade
lineal y F. detalle de las tres megasporas degenerantes. G-1. Corte longitudinal de ovarios del cv.
Tanganyika tefiidos con azul de anilina con detalle de |a megasporogénesis (200X). G. célula madre de la
megaspora (CMM), H e I. célula madre de la megaspora elongada (CMME). A: antera, C: célula madre
de lamegaspora (CMM), E: estilo plumoso.
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Figura 2.3. Megasporogénesis y megagametogenesis en pasto lloron (250X). A-C.
Corte longitudina de un ovario del genotipo sexual UNST1122. A. Tres células de una
tétrade lineal, B y C. megasporas degenerantes. D-F. Corte longitudinal de un ovario
apomictico del cv. Tanganyika. D. C8ula madre de lamegéspora (CMM), E 'y F. Cdula
madre de la megéaspora elongada (CMME). G. Corte longitudina de un ovario del
genotipo sexual UNST1122 mostrando un saco embrionario octanucleado.
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En las secciones de las espiguillas apomicticas del cv. Tanganyika (Figuras 2.3D-2.3F)
se presentaron estadios de CMM (Figuras 2.3D) y CMME (Figuras 2.3E y 2.3F).

También se vieron arquesporas, sacos binucleados (2N) y tetranucleados (4N).

En la Figura 2.4 se presentan las imégenes comparativas que nos permiten diferenciar
procesos sexuales y apomicticos en la megasporogénesis de pasto llordn con latincion
de azul de anilina, es decir la presencia de las megasporas reducidas producto de la

meiosis (tétrade o degenerantes) y la elongacion delaCMM en procesos apomicticos.

Figura 2.4. Aspectos comparativos para la diferenciacion de procesos sexuales (A 'y B)
y apomicticos (C) en pasto llordn con latincion de azul de anilina. A. célulamadre dela
megaspora (CMM), B. megasporas degenerantes, C. célula madre de la megéaspora
elongada (CMME) (200X).

En total se cortaron 211 espiguillas de pasto [loron del genotipo UNST1122 (plantaRo y
una planta R;, registrada como cultivar Victoria) y de los cvs. Tanganyika, Don Juan,
Don Eduardo y Don Pablo. En la Tabla 2.1 se presentan los datos referentes a nimero
de espiguillas observadas en cada cultivar de pasto llorén discriminando la cantidad de
CMM y procesos apomicticos y sexuales observados. Como proceso sexua se
considerd la presencia de tétrades 0 de megasporas degenerantes y COmo proceso
apomictico se considerd la ausencia de las estructuras anteriores y la presencia de
CMME. Algunas formas fluorescentes observadas no pudieron catalogarse en ninguno

de los grupos, por considerarse que no correspondian alas formas tipicas.
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Tabla 2.1. NUumero de espiguillas, células madre de las megésporas (CMM), procesos
sexuales (PS) y apomicticos (PA) y porcentaje de apomixis observados con tincion de
azul de anilinaen distintos cultivares de pasto lloron.

N° Porcentaje
Genotipo Espiguillas CMM PS PA Total apomixis
UNST1122 50 9 48 0 57 0
Victoria (F1) 26 18 35 0 53 0
Tanganyika 43 2 0 32 34 100
Don Juan 31 0 0 14 14 100
Don Eduardo 38 0 0 17 17 100
Don Pablo 23 0 0 3 3 100
Total 211 29 83 66 178

Nuestros resultados permiten afirmar, sin lugar a dudas, que se deposita calosa en la
célula madre de la megéspora (CMM) y se mantiene hasta |os primeros estadios de saco
embrionario en plantas diplospdricas de distintos cultivares de pasto Iloron, lo que
contradice trabajos previos informados en esta especie y en otras especies diplosporicas
(Pedl et al., 1997).

Carman et al. (1991) informaron la ausencia de calosa en las CMM apomicticas de
Elymus rectisetus, especie apomictica diplosporica facultativa. En un trabajo posterior
Peel et al. (1997), del mismo grupo de trabgo del Dr. John Carman, amplian estas
observaciones a ocho especies diplospdricas de Tripsacum e incluyen a pasto llorén cv.
Morpa. Otros autores tampoco encuentran calosa en la pared de CMM de especies
diplosporicas, como Naumova et al. (1993) en Poa nemoralis y Leblanc et al. (1995c)
en especies del género Tripsacum (grupo de trabajo del Dr. John Carman). Con esta
informacion, Peel et al. (1997), sugieren que todas las CMM diplospéricas (tipos
Antennaria, Eragrostis, Taraxacum e Ixeris) carecen de calosa.

En el trabajo de Ped et al. (1997), se informa que la calosa estaba ausente en 88 de 89
pistilos de pasto Iloron cv. Morpa estudiados y las fotografias muestran la ausencia de
fluorescencia en la megasporogenesis. La Unica fluorescencia observada se restringia a
la pared de la CMM mas cercana al micropilo. Este patréon de deposicion de calosa es €
gue mencionara Carman et al. (1991) en pistilos diplospéricos de Elymus rectisetus
(Carman et al., 1991). La fluorescencia de calosa que ellos observan en los procesos

sexuales fue la tipi camente observada en otras especies sexuales.
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En los procesos apospoéricos en genera la deposicion de calosa es irregular y a
encontrarse en e mismo 6évulo procesos sexuaes con presencia de calosa, a veces es
dificil definir si la calosa pertenece ala CMM sexual o0 alas iniciales aposporicas. La
limitacion frecuentemente observada en la deposicion de calosa en la pared del meiocito
cercano a micropilo en e aposporico Poa pratensis esta relacionada con la iniciacion
temprana del desarrollo del saco embrionario (Naumova et al., 1993). Resultados
similares fueron observados en los apospéricos Panicum maximum (Naumova y
Willemse, 1995), Pennisetum squamulatum y Pennisetum ciliare (Peel et al., 1997).

En los procesos sexuales tipicos (tipo Polygonum), la pared de la megéaspora y del
megagametofito aumentan de grosor durante todo su desarrollo. Medina et al. (1981)
adjudican a este proceso una funcion principal: aislar los tejidos germinales de los
vegetativos (nucela). Los dos principales cambios en este proceso son e progresivo
engrosamiento de la pared y la desaparicion de los plasmodesmos. El primero quizés
sea €l responsable del segundo. Otros autores (Pedl et al., 1997) también toman esta
barrera fisica impuesta por la calosa como un requisito fundamental para el desarrollo
de procesos sexuales, ya que la falta de calosa permitiria € paso hacia la CMM de
sefides de lanucela que la conducirian al desarrollo de procesos mitéticos, que eslo que
sucede en la diplosporia. Nuestros datos no concordarian con esta hipétesis, ya que la
presencia de calosa igual permite lainiciacion de procesos mitéticos. Podemos suponer
que en € pasto lloron, que presenta reproduccion diplospérica, la sefid o las sefides
parad inicio delaformacion del saco embrionario ya estarian enlaCMM, o bien serian
provistas por la misma, ya que la calosa, que la aisla de su entorno e impide que reciba
sefid es desde la nucela, se llega a depositar en muchos casos sobre |as paredes de estas

células y se mantiene acompariando su elongacion.

Andlisis genéticos de plantas sexuales han demostrado gue los eventos que guian a la
formacion del gametofito femenino y a desarrollo de la semilla son ambos
independientes e interdependientes de eventos y sefiales de los tejidos del esporofito que
lo rodean. En cambio no se conoce claramente si esta relacion existe en los procesos

apomicticos (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

Algunos trabgjos relacionan la presencia o ausencia de calosa a la actividad de la

enzima B-1,3-glucanasa, también llamada calasa y que es la responsable de la
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degradacion de la calosa (Tucker et al., 2001). Peel et al. (1997) hipotetizan que la
reduccion o ausencia de calosa en las paredes de la CMM de especies diplosporicas
puede deberse a la superposicién temprana del programa de desarrollo del saco
embrionario (la sintesis de la 3-1,3-glucanasa) con el programa meiético de la sintesis
de cadosa. Sin embargo, Tucker et al. (2001), trabajando con genotipos sexuales y
apomicticos aposporicos de Hieracium, no encuentran cambios en la localizacion
espacial y temporal de transcriptos de 3-1-3-glucanasa, 1o cua no sustenta la hipotesis

anterior.

Los resultados no sustentarian la hip6tesis acerca de un potencial rol diferencia de la
calosa entre los procesos sexua y apomictico, dado que se comprobo fehacientemente
gue este B-glucano se deposita en numerosos genotipos que presentan 1os dos modos
reproductivos. Lo que si puede observarse es un patron diferencial de deposicion en los
genotipos sexuales y apomicticos, lo cual hace a esta técnica muy atractiva para la
caracterizacion de plantas por su modo reproductivo en los diferentes cultivares de pasto

[lorén.

Pruebas de progenie

Los patrones de amplificacion de RAPDs de las progenies de plantas sexuaes y
apomicticas de pasto lloron corroboraron lo esperado, es decir la ausencia de
polimorfismos entre el patrén materno y el de las progenies en las plantas apomicticas y
la presencia de polimorfismos entre € patron materno y el de las progenies en la planta
sexual. En este Ultimo caso también se observo variacion en € patron de bandas entre
plantas de la progenie y la cantidad de polimorfismos fue variable con los distintos
primers utilizados. Toda la progenie de la planta sexual UNST1122 presentd algun
polimorfismo con respecto a patréon materno, por lo que fue considerada 100%
producto de reproduccion sexual. En la Figuras 2.5A y 2.5B se muestran los patrones
tipicos para progenies de plantas apomicticas y sexual, respectivamente, obtenidos en

geles de poliacrilamida.
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Figuras 2.5. Pruebas de progenie con marcadores RAPDs en geles de poliacrilamida de
A. un cv. apomictico de pasto llorén (cv. Morpa) con e primer 211 y B. del genotipo
diploide sexual UNST1122 con € primer 222. En primer lugar se observa € patrén
materno (M) y luego su progenie. Con asteriscos (*) se indican los patrones
polimorfismos con respecto al materno.

Conclusiones

De las tres técnicas evaluadas para € estudio del modo reproductivo en pasto lloron, las
pruebas de progenie con marcadores moleculares y la citoembriologia mostraron ser
adecuadas para € andlisis del modo reproductivo, permitiendo categorizar a las plantas
en sexuales o apomicticas con minimas probabilidades de error. Las pruebas de

79



progenie utilizando marcadores moleculares y e patron de deposicion de calosa
simplifican €l andlisisy agilizan el proceso de caracterizacion fenotipica en poblaciones
de mapeo segregantes para el modo reproductivo. No obstante ello, la Unica forma de
corroborar estos andlisis y demostrar fehacientemente e modo reproductivo son los
estudios citoembriolégicos. Con citometria de flujo se confirmo que la relacion de
ploidias entre embrion/endosperma en la semilla no se modifica en los procesos
apomicticos con respecto a los sexuales, por 10 que esta técnica no serviria para la

caracterizacion del modo reproductivo.

Con respecto a la citoembriologia, la incorporacion de la tincién de calosa permite
disminuir € tiempo en la preparacion del material, pero sobre todo agiliza la
observacion de las muestras, ya que sOlo se observan las zonas tefiidas que
corresponden basicamente a ovulo y a los granos de polen. Los controles llevados a
cabo con safranina-fast green demostraron que las pruebas de deposicion de calosa
permiten identificar las mismas formas de la megasporogénesis y distinguir entre un
proceso apomictico y otro sexual. Ademas estas pruebas |o hacen de un modo mas

rapido y sencillo que la metodologia de tincion convencional.

La observacion de calosa en la megasporogénesis de plantas apomicticas cuestiona
observaciones realizadas previamente. Esto demostraria que no es la ausencia de calosa
la que determina el pasaje de una sefial desde las células de la nucela para desencadenar

el proceso apomictico.
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Capitulo 3
Estudios preliminares tendientes a la obtencion de una

poblacion de mapeo para la region determinante de la

apomixis en Eragrostis curvula
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Ventajas y particularidades del modelo Eragrostis en relacion al

control de la apomixis

El tipo de apomixis diplospérica que se presenta en e pasto llordén es considerado
caracteristico del género Eragrostis (Crane, 2001). La apomixis tipo Eragrostis se
distingue por la ausencia de estadios meiéticos. Luego de dos rondas de mitosis que
experimenta e megasporocito se forma un saco embrionario tetranucleado con una
ovocélula, dos sinérgidas y un nicleo polar, todos no reducidos. La descripcién origina
incluye sacos bipolares con mas de cuatro nucleos, por 1o que inicialmente se la

consideré como unavariacion de la apomixis de tipo Antennaria (Streetman, 1963).

Otra particularidad del modelo Eragrostis es que a poseer un nucleo polar no reducido
en € saco embrionario y presentar pseudogamia (unién de un nucleo espermético con €
nucleo polar), larelacion de ploidias entre el embrion y e endosperma es exactamente
la misma, tanto en procesos sexuales como apomicticos (relacion embridn/endosperma
2x/3X).

Este Ultimo aspecto es muy importante, ya que cuando se plantea la transferencia de la
apomixis a cultivos de interés, por transformacion o por cruzamiento, hay que
considerar que muchas especies no toleran desequilibrios en la relacién
embrion/endosperma. Los cereales, que serian los blancos més adecuados en este
sentido, son sumamente sensibles a cambios en la misma. Generalmente en otros tipos
de apomixis esta relacion se atera, ya que en los sacos embrionarios hay dos nucleos
polares no reducidos y a producirse la pseudogamia el endosperma queda con un nivel

pentaploide, es decir 5x (relacion embrion/endosperma 2x/5x).

Aungue tanto en monocotiledoneas como en dicotiledoneas € esporofito puede
desarrollarse sin la contribucion del genoma de uno de los progenitores, para la
formacion con éxito del endosperma se requiere, en la mayoria de los casos, de los dos
genomas. No obstante, no todos los genes de ambos parentales se encuentran activos
durante el desarrollo, ya que se produce un silenciamiento selectivo de algunos genes
paternos y otros maternos. Este proceso de silenciamiento se denomina “imprinting” y
es controlado por metilacion de citosinas (Grossniklaus et al., 2001). Con cruzamientos
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entre parentales de distinta ploidia fue posible observar las perturbaciones que se
producen en el desarrollo del endosperma por desbalances cromosdmicos. La evidencia
mas importante en relacién al requerimiento de los genomas materno y paterno en una
proporciéon adecuada proviene del maiz, especie en la cual s la relacion entre los
genomeas es distinta de 2/1 (materno/paterno) el endosperma no se desarrolla (Allemany
Doctor, 2000). En Arabidopsis la situacion es algo diferente, ya que se toleran algunos
desbalances. Por ggemplo, €l cruzamiento entre plantas diploides y tetraploides produce
semilla viable, aunque también aparece un porcentgje de semilla anormal. Con un
exceso del genoma materno (4/1 materno/paterno en € endosperma) se reduce €
tamafio de la semilla. Con un exceso del genoma paterno (2/2 materno/paterno), se
producen semillas de mayor tamafio (Scott et al., 1998).

Considerando los modelos de desarrollo apomictico conocidos, las ventgas
mencionadas anteriormente posicionan a tipo Eragrostis como un excelente candidato
para la transferencia del caracter a especies de interés agrondmico. El mapeo genético
del/los genes disparadores de la diplosporia en Eragrostis constituye la primera etapa
obligatoria para € clonado posicional de los mismos y € posterior control de su
expresion en especies de gran cultivo. Por eso €l objetivo inicial de esta parte del trabajo
de tesis consistié en realizar un mapa genético de la especie donde se pudieran ubicar

las regiones que controlan la diplosporia

Herencia de la apomixis en pasto llorén

Como se ha mencionado previamente, existen en la naturaleza genotipos diploides de
pasto llorén (Voigt, 1971). Este autor informa la existencia de reproduccion sexua en
tres accesiones diploides de pasto llordon colectadas en distintos lugares de Sudafrica.
Actualmente e USDA (United States Department of Agronomy) posee en su coleccion

de germoplasmade E. curvula las siguientes accesiones sexual es:

P1208214: Diploide. Colectado en Sudafrica. En €l valle del rio Fish a noroeste de
Grahamstown.
P1299919: Diploide. Colectado en Sudéfrica. Glen Agricultural College, Glen (1400

metros de altura)
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P1299920: Diploide. Colectado en Sudéafrica. Glen Agricultural College, Glen (1400
metros de altura)

P1299928: Diploide. Colectado en Sudéfrica. Diez kilometros a norte de Middelburg
(1430 metros de atura)

PI559907: Diploide. Derivada de cruzas de polinizacion abierta entre colecciones de
Vorster (459, 467 y 469), Sudafrica.

PI1299929: Tetraploide. Colectado en Sudéfrica. Grootfontein Agricultural College,
Middelburg.

PI574506: Tetraploide. Material desarrollado por mejoramiento en Texas, Estados

Unidos.

En 1970 Vorster y Liebenberg describieron materiales sudafricanos con numeros
cromosomicos entre 2n=2x=20 a 2n=8x=80 (x=10). En relacion a los diploides, fueron
colectados en una localidad especifica de Sudéafrica. Todos los intentos posteriores de
colectar diploides en la zona no fueron exitosos (Prof. Johan Spies, Voorsitter
Department Genetika, Universiteit van die Vrystaat, Sudafrica, 2008, comunicacion

personal)

En las poblaciones tetraploides de Sudéfrica se encontraron las mayores diferencias en
el modo reproductivo, habiendo materiales completamente sexuaes, facultativos y
apomicticos obligados. Con respecto a los de mayor ploidia, se hallaron agunos
materiales facultativos en los hexaploides (Prof. Johan Spies, comunicacién personal).
Seglin comentarios del Prof. Spies, muchas gramineas sudafricanas se reproducen
sexualmente, incluso con niveles de ploidia elevados. Aproximadamente e 82% de

estas gramineas son poliploides y arededor del 40% muestra a gun grado de apomixis.

Entre 1965-80, en & Laboratorio de Suelos y Aguas de Grassland (USDA, ARS,
Temple, Texas, EEUU) Voigt y colaboradores realizaron estudios tendientes a dilucidar
el control genético de la apomixis en pasto llorén (Voigt y Bashaw, 1972; Voigt y
Burson, 1992). Estos investigadores realizaron cruzamientos entre plantas tetraploides
sexuales y apomicticas. La evaluacion del modo reproductivo fue realizada a través de
dos tipos de andlisis. pruebas de progenie de plantas espaciadas a 1 m en parcelas a
campo (evaluacion de variabilidad en caracteres morfoldgicos) y por andisis citol 6gico

de la megasporogenesis y desarrollo del saco embrionario. En las pruebas de progenie



se analizaron de 12 a 15 progenies de cada plantay se midio: € tamafio y laaturadela
planta, ancho y color de la hoja, nimero de cafias floriferas y tipo de ramificacion de las
inflorescencias. En estas pruebas, |os hibridos eran clasificados como apomicticos si la
progenie contenia un 30% o menos de plantas fuera de tipo, como sexuales s la
progenie presentaba un fenotipo no uniforme o como intermedios cuando unas pocas
plantas de la progenie eran uniformes. En e andlisis citolégico, los hibridos se
consideraron apomicticos, intermedios 0 sexuales cuando 0-25%, 26-75% o 76-100%
de los sacos embrionarios analizados eran sexuales, respectivamente. El estudio de la
progenie (150 individuos) dio como resultado 57 plantas apomicticas, 11 intermedias y
84 sexuales. Esto representa una proporcion apomictico/sexual de 1/1,4. Estos autores
observan gque cuando €l grado de sexualidad es bgjo, |as pruebas de progenie suelen dar
resultados equivocos. Por estarazén en un estudio posterior (Povereney Voigt, 1995) se
evaludé e uso de isoenzimas para estudiar el modo reproductivo trabajando con
individuos previamente caracterizados para € cardcter 'y obtuvieron buenas
correlaciones entre las pruebas de isoenzimas y la caracterizacion por citoembriologiay

morfologia.

En 1992 Voigt y Burson proponen un modelo genético simple para la herencia de la
apomixis en e pasto llorén, donde la apomixis es dominante sobre la sexuaidad y es
controlada por un solo gen. Este andisis asume que la sexualidad es e modo bésico de
reproduccion y que la apomixis es derivada y puede suprimir, pero no eliminar la
sexualidad. Teniendo esto en cuenta, aquellas plantas que demuestran tener algin grado
de reproduccién apomictica, aunque sea bgjo, deberian considerarse apomicticas en €
analisis anterior, ya que tienen €l potencial para expresar € caracter. El andlisis anterior
asume la presencia adicional de otros genes que controlan €l nivel de expresion de la

apomixis en plantas que contienen el gen determinante del caracter.

Ante esta Situacion se puede replantear la proporcion apomictico/sexua 1/1,4
presentada por Voigt y Bashaw (1972) y Voigt y Burson (1992), ya que si una planta
posee aungue sea un saco embrionario apomictico debe ser considerada apomictica, ya
gue tendria la region determinante del carécter. Re-analizando los datos de Voigt et al.
en virtud de esta consideracion (57 plantas apomicticas, 11 intermedias y 84 sexuales) y
las observaciones de Poverene y Voigt (1995) donde de las plantas sexuales que ellos

analizan, un 66% presentan solo procesos sexuales se puede reagrupar la progenie de la
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siguiente manera: 56 plantas sexuales y 96 plantas apomicticas. Estos valores cambian
la relacion antes planteada (1/1,4) a una proporcién apomictico/sexual de 1,7/1. Si bien
esto se discutira més ampliamente en la seccion resultados y discusion, esta relacion no
se aproximaria ala proporcion 1/1 esperada segun la hipétesis de un gen con dos a el os,
siendo dominante la apomixis sobre la sexualidad, sino mas bien a la presencia de dos

genes con efecto epistético que dan una proporcion 9/7.

Stalker y Wright (1975) y Busey y Wright (1978) informan la utilizacion de un material
tetraploide sexual obtenido por duplicacion con colchicina donde en cruzas con un
tetraploide apomictico (cv. Catalina, tipo conferta) produce un 100% de progenie
sexual. Estos autores postulan en relacion a estos resultados que la sexuaidad es
dominante sobre la apomixis. Este trabajo fue cuestionado por Voigt y Burson (1992),
argumentando la falta de pruebas que demuestren la naturaleza hibrida de la progenie
ademés de no aportar informacién acerca de la forma en que se determiné e modo
reproductivo. Por 1o expuesto, puede considerarse que los estudios del grupo de Voigt
son la fuente més confiable con la que se cuenta actualmente acerca de la herenciade la

apomixis en pasto lloron.

Voigt et al. (1992) también estudiaron la megasporogénesis en E. lehmanniana, especie
muy relacionada a complejo E. curvula. Aunque esta especie es apomictica se encontro
un diploide natural sexual, en €l cual se hallé un 6vulo conteniendo una célula madre de
la megéspora muy elongada, tipica de procesos apomicticos. Existen otras evidencias
acerca de la presencia de procesos apomicticos en diploides. Las especies del género
Boechera se reproducen por apomixis a nivel 2x (Kantama et al., 2007) y en diploides
de Paspalum rufum se demostro la presencia de sacos apomicticos funcionales que
generan progenies maternas, aunque en baja proporcion (Siena et al., 2008). La
ocurrencia de tasas muy bajas de apomixis a nivel diploide podrian explicar la
generacion ocasional de nuevos poliploides apomicticos por hibridizacion 2n + n 6 2n +
2n (este Ultimo caso cuando existen poblaciones simpatricas de 2x y 4x) (Daurdlio et
al., 2004; Sienaet al., 2008).

En funcion de todo 1o expuesto, € objetivo inicial de esta seccion de la tesis fue, en
primer lugar, estudiar la herencia de la apomixis en pasto llorén a través de

cruzamientos entre materiales que difieren en su modo reproductivo y en segundo lugar,
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mapear el locus o loci que gobierna/n e caracter. Para ello se realizaron cruzamientos
entre los materiales sexuales obtenidos por nuestro grupo de trabajo (ver Introduccion)
con plantas de cultivares fuertemente apomicticos. La idea origina era clasificar a los
individuos de la progenie segin el modo de reproduccion para iniciar € mapeo. Sin
embargo, como se indicara en la seccion Resultados, se manifestd una situacion
inesperada: gran parte de la progenie generada en la cruza presentd perfiles genéticos
maternos, caracteristicos de la reproduccion apomictica. Esto indicaba que el progenitor
femenino clasificado en e verano del 2003 como “atamente sexual”, presentaba ahora
una expresion mucho menor de la sexualidad. Este capitulo esta destinado a informar
nuestros intentos de establecer una progenie segregante para € modo reproductivo, la
determinacion del nivel de expresion de la sexudidad en los posibles progenitores
femeninos disponibles y las conclusiones a las que se arribd luego de estos

experimentos.

Hipotesis

El cruzamiento entre progenitores contrastantes para e modo reproductivo permitira la
obtencion de una poblacion segregante a partir de la cual se podra construir un mapa

genético donde localizar la/s region/es relacionadas con la apomixis.

Objetivo

Los objetivos del presente capitulo fueron: 1) realizar cruzamientos utilizando como
madres los genotipos sexuales UNST1131 y UNST1112 y como donantes de polen
individuos de los cvs. Morpa y/o Ermelo; 2) analizar en las progenies la segregacion de
marcadores que resultaran polimorficos entre los parentales;, 3) analizar e modo
reproductivo en esta progenie y 4) construir un mapa genético donde localizar regiones

gendmicas asociadas ala apomixis.
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Materiales y Métodos

Material vegetal

Para establecer una poblacién segregante para € modo reproductivo debe utilizarse
siempre un parental femenino completamente sexual y un donante de polen apomictico.
Como se explico en € capitulo 1, paralos cruzamientos se buscaron los parentales que
presentaran mayor nivel de polimorfismos entre ellos. Las dos plantas utilizadas como
madres (plantas UNST1131 y UNST1112, clasificadas como altamente sexuales por
Cardone et al., 2006) mostraron ser muy similares entre si y con € cultivar que les dio
origen, Tanganyika. Por lo tanto se utilizaron como donantes de polen en los
cruzamientos los cvs. apomicticos Morpay Ermelo, los cuales presentan un buen nivel
de polimorfismos con Tanganyika

Una vez seleccionados |os parental es pistilados y |os donantes de polen se realizaron las
cruzas en invernaculo colocando una panoja del progenitor femenino en un sobre de
papel junto con 1-3 panojas del progenitor masculino. A fin de evitar cruzamientos no
deseados, |as panojas se mantuvieron ensobradas durante aproximadamente 20 dias, ya
que la floracion es muy prolongada en €l tiempo. Luego de ese periodo se retiraron los
sobres para evitar la proliferacion de hongos sobre las semillas y se marcaron las
panojas. Cuando se consideré que las semillas ya estaban totalmente formadas,
alrededor de un mes luego del inicio de la antesis, se cosecharon. Las semillas fueron
trilladas, limpiadas y conservadas a 4°C, pues necesitan un periodo de frio para asegurar
un ato porcentge de germinacion. Luego de dos meses a 4°C se sembraron en
amécigos con tierra estéril y luego de un mes las plantas se llevaron a macetas
individuales.

Extraccion de ADN de la F1
Se redlizaron extracciones de ADN de la F1 para obtener un perfil genético general de

la misma. EI ADN gendémico de cada una de las plantas se extrgo utilizando €

protocolo detallado en el Capitulo 1.
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Caracterizacion genética de la F1: primersy condiciones de PCR

Se utilizd e mismo protocolo de RAPDs descrito en €l Capitulo 1 y se utilizaron cinco
primers para cada cruzamiento. En la Tabla 3.1 se presentan las secuencias de los
mismos. Se compararon los patrones de RAPDs de parentales y progenies y se

analizaron |os posibles polimorfismos.

Tabla 3.1. Primers utilizados. La secuencia esta representada en direccion 5’ a3’ (Serie
NAPS de primers standard)

Nombre Secuencia

211 GAAGCGCGAT
222 AAGCCT CCCC
225 CGA CTCACAG
237 CGA CCAGAGC
244 CAGCCAACCG

Analisis citoembriologicos en los posibles progenitores femeninos

Se colectaron y fijaron panojas de las plantas UNST1112 y UNST1131 en € estadio
Optimo para la observacién de procesos sexuales y apomicticos de acuerdo a lo descrito
en € Capitulo 2. Estas panojas luego fueron incluidas y los cortes seriados fueron

tefiidos con azul de anilinay con safranina- fast green (ver detalles en Capitulo 2).

Resultados y Discusion

Cruzamientos

En la Tabla 3.2 se listan los cruzamientos realizados con € detale del nimero de
individuos obtenidos de cada uno de €llos. Problemas relacionados con la
sincronizacion de la floracion impidieron la obtencién de un mayor numero de
individuos y de cruzamientos. Las plantas de la progenie en € invernaculo no
presentaban, a simple vista, grandes variaciones en su morfologia. Estos cruzamientos
fueron realizados en e verano del afio 2007. Desde e verano del 2005 se intentd
realizar varias cruzas sin éxito debido a la dificultad de las plantas para florecer en €l
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invernaculo del CERZOS, quizas debido a la falta de temperaturas extremas (altas o

bajas).

Tabla 3.2. Cruzamientos realizados y poblaciones obtenidas.

Q | 3
Morpa Ermelo
UNST1112 | 15 -
UNST1131 7 109

Anélisis genético de la F;

Dado que las plantas con reproduccion apomictica son en general atamente
heterocigotas, en la F1 se esperaba observar polimorfismos segregantes provenientes de

ambos parental es.

Antes de iniciar la clasificacion de la F1 por modo reproductivo, se caracterizaron las
poblaciones obtenidas de los cruzamientos en relacion a los parentales utilizando
RAPDs. Sorprendentemente, este estudio demostro la casi ausencia de variabilidad en la
progenie y una elevada similitud con el progenitor femenino (Tabla 3.3). Es decir que
las poblaciones obtenidas de los cruzamientos eran genéticamente muy homogeéneas. En
la Figura 3.1A se muestran los patrones de RAPDs en gel de poliacrilamida de
individuos obtenidas del cruzamiento entre UNST1131 X Ermelo.

Tabla 3.3. Cantidad de individuos que presentaron polimorfismos con respecto a
patron materno con los distintos primers de RAPDs

Primer Cantidad de individuos con polimorfismos
211 12
222 2
225 7
237 9
244 4

En la Tabla 3.4 se indica e nimero de plantas examinadas y aguellas que presentaron
patrones de RAPDs polimérficos en relacion a patron materno, expresado como
porcentaje de polimorfismos. En promedio se registré un 20% de polimorfismos (18%

en las progenies obtenidas de la planta UNST1131 y 20% para |la progenie obtenida de
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UNST1112). Los porcentagjes fluctuaron entre e 5y e 33%, a considerar progenies

provenientes de panojas individuales.

5 — e dod
A M 1234567 891011121314 1516 171819 2021 22232425 262728 29303132

= om & %

Figura 3.1. Pruebas de progenie. A. Patrones actuales de RAPDs en gel de poliacrilamida de
descendientes de UNST1131 obtenidos con € primer 244. La flecha indica € Unico
polimorfismo observado. B. Patrones de RAPDs de progenies de las plantas UNST1131 (A) y
UNST1112 (B) obtenidos en el afo 2003. Las flechas sefialan polimorfismos presentes en la
progenie con respecto a progenitor femenino. C. Patrones isoenziméaticos de malato
dehidrogenasas (A) y peroxidasas (B) de ocho individuos de la progenie de la planta UNST1112
(obtenidos en € afio 2003). En todos los geles, 1a primera calle corresponde a la planta madre y
luego aindividuos de la progenie.
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Tabla 3.4. NUmero de individuos analizados y nimero y porcentgje que presentaron
polimorfismos con marcadores RAPDs en las pruebas de progenie.

Progenitor NUmero de NUmero %Polimorficos
femenino  individuos individuos
polimdrficos
UNST1131 99 18 18
UNST1112 15 3 20

La primera observacion que surge a analizar estos resultados y compararlos con
aquellos obtenidos en el afio 2003 (Tabla 1.5, Introduccion; Cardone et al., 2006)
utilizando las mismas plantas UNST1112 y UNST1131 como progenitor femenino
(incluso utilizando algunos de los mismos primers que se utilizaron en aquella
oportunidad), es que €l nivel actual de polimorfismos es notablemente inferior (100% en
el 2003 vs. 18-20% en el 2007).

Esta situacion inesperada llevé a reconsiderar los resultados anteriores, tratando de
explicar esta observacion. Las plantas utilizadas como madres en estos cruzamientos
habian sido obtenidas por duplicacion de un somaclon diploide sexua. Estas plantas
colchiploides fueron consideradas atamente sexuales, aunque no se descartd la
ocurrencia de apomixis en una tasa baja (Cardone et al., 2006). En €l afio 2003 no se
realizd un estudio de sacos embrionarios debido a que la experiencia del grupo de
trabajo era limitada en esta técnica y a que otros autores indicaban que las pruebas de
progenie con marcadores moleculares eran muy adecuadas y precisas para la
clasificacion del modo de reproduccion de otras forrajeras apomicticas (Ortiz et al.,
1997; Arnholdt-Schmitt, 2000; Casa et al., 2002). Por ello en ese momento las plantas
se analizaron con marcadores de RAPDs e isoenzimas. Con ambos tipos de marcadores
se encontrd6 un elevado nimero de polimorfismos en relacion a patron materno,
indicativo de reproduccion sexual. Como g emplo de la variacion observada en € afo
2003 se incluyen agui fotografias cedidas gentilmente por e Lic. Martin Mecchiay la
Dra. Susana Cardone, quienes redlizaron las pruebas de progenie con marcadores
RAPDs e isoenzimas, respectivamente. Los estudios de RAPD formaron parte de los
estudios de la tesina de grado de Mecchia en la Universidad Naciona de Rosario
(Figura 3.1B) (Mecchia et al., 2006) y los de isoenzimas de la tesis de Doctorado de
Cardone en la Universidad Naciona del Sur (Figura 3.1C) (Cardone, 2006).
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Una de las plantas analizadas en ese momento, planta H10 (ver Tabla 1.5, Introduccion),
progenie proveniente de la planta UNST1112 (polinizacion libre) mostrd un
elevadisimo nivel de polimorfismos respecto a la planta madre. Durante el examen del
nimero cromosomico que se hizo sobre la totalidad de las progenies resultd ser
hexaploide (2n=6x=60) (Susana Cardone, comunicacion personal). Esta observacion
aportaria informacién adicional para sustentar la hipétesis de que dichas plantas
colchiploides, si bien expresarian la sexualidad en un ato grado, podrian formar
eventualmente algin saco no reducido, o sea, deberian ser clasificadas como
apomicticas, puesto que esta planta hexaploide podria tratarse de un hibrido BIIl. La
formacion de hibridos Blll es caracteristica de plantas que presentan algun nivel de
reproduccion apomictica (Berthaud, 2001) y proviene de la union de un gameto
femenino no reducido (en este caso 4x) con un grano de polen reducido (en este caso

2X) de otra planta tetraploide.

Ante las evidentes diferencias en las pruebas de progenie realizadas en |os afios 2003 y
2007, se procedio a readlizar estudios citoembriologicos, de manera de confirmar €
modo reproductivo de estas plantas y de otros materiales vegetales disponibles en el
invernadero del CERZOS-UNS. De esta manera también se podria determinar
fehacientemente si la correlacion obtenida en otras especies en relacion a pruebas de

progenie con marcadores y citoembriol ogia también era aplicable a Eragrostis.

En la Tabla 3.5 se presentan los datos obtenidos del estudio citoembriolégico de
espiguillas colectadas en la primaveradel afio 2007.

Los datos presentados en la Tabla 3.5 son contundentes y permiten arribar a dos
conclusiones. En primer lugar, las pruebas de progenie con marcadores moleculares y
los estudios citoembrioldgicos son coincidentes, indicando que las plantas en € afio
2007 presentan entre 10 - 20% de reproduccion sexual. En segundo lugar, |os resultados
permiten inferir que en el afio 2003 las plantas tenian un porcentge de sexualidad mas
elevado que € actual. Nétese en la Tabla 3.5, que las Unicas plantas que presentan sacos
sexuales y apomicticos en la misma panoja son las dos tetraploides obtenidas con
colchicina.
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Tabla 3.5. Andlisis citoembriolégico de espiguillas de distintos genotipos de pasto
lloron. CMM: célula madre de la megaspora, PS: procesos sexuales, PA: procesos
apomicticos.

Genotipo Ploidia Numerode CMM PS PA % Total de 6vulos

espiguillas sex analizados

UNST1122 2X 50 9 48 0 100 57
Victoria 2X 26 18 35 0 100 53
Tanganyika 4x 43 2 0 32 0 34
UNST1131 4x 69 19 4 46 9 69
UNST1112 4x 44 4 1 11 9 16
Don Eduardo 6X 38 0 0 17 0 17
Don Pablo X 23 0 0O 3 0 3
Don Juan 8x 31 0 0 14 0 14

Herencia del carécter apomixis en pasto lloron

Al analizar las pruebas de progenie realizadas por Voigt et al. (Voigt y Bashaw, 1972;
Voigt y Burson, 1992) y considerando apomicticas a todas las plantas que expresan este
caracter, aunque sea en un bago nivel, se observa gue la proporcién de progenie
apomictica vs sexual es de 96/56, 10 que representa una proporcion apomictico/sexual
de 1,7/1. Estos autores, como se especifica en la introduccion de este Capitulo,
clasifican a las plantas en sexuales, apomicticas e intermedias. Con esta clasificacion
formulan un modelo de un gen dominante regulando la expresion del carécter
(proporcién 1/1,4). Sin embargo, como se estableciera posteriormente (Savidan, 2000),
toda planta que tenga, aunque sea un solo saco apomictico, debe ser considerada
apomictica. En funcion de estas consideraciones, € modelo que mejor explica los
resultados de Voigt et al. es de dos genes independientes con efecto epistatico
(proporcion 9/7 si es diploide, 2/1 para un tetraploide, como es € caso del pasto |lordn,

ver Tabla de obtencién de gametos).

Cabe recordar, como se mencionara en la Introduccién, que varios trabajos actuales
sefidlan que la apomixis podria estar especificada por dos 0 més loci independientes.
Consideremos si un modelo de dos genes independientes dominantes con epistasis es
aplicable a las observaciones realizadas en €l pasto llorén. Los dos supuestos genes
serén denominados: A y B. Las plantas apomicticas tendrian la constitucién genética:
A---B---, asumiendo que son poliploides. Todas las demés combinaciones (A---bbbb,
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aaaaB--- y aasabbbb) serian sexuales. O sea que se necesitan las dos regiones

dominantes, en al menos una dosis, para que las plantas expresen la agpomixis.

El producto del cruzamiento entre una madre sexual aaaabbbb y un padre apomictico

AAaaBBbb daria una progenie compuesta de la siguiente manera:

Gametos del padre apomictico:

1/6 BB 4/6 Bb 1/6 bb
1/6 AA 1/36 AABB (apo) 4/36 AABD (apo) 1/36 AAbb (sex)
4/6 Aa 4/36 AaBB (apo) 16/36 AaBb (apo) 4/36 Aabb (sex)
1/6 aa 1/36 aaBB (sex) 4/36 aaBb (sex) 1/36 aabb (sex)

El parental femenino solo daria gametos del tipo aabb

Por lo tanto, €l producto del cruzamiento seria:

1/36 AAaaBBbb (apo) 4/36 AAaaBbbb (apo) 1/36 AAaabbbb (sex)
4/36 AaaaBBhbb (apo) 16/36 AaaaBbbb (apo) 4/36 Aaaabbbb (sex)
1/36 aazaBBbb (sex) 4/36 aaaaBbbb (sex) 1/36 aaaabbbb (sex)

La progenie presenta una proporcion apomictico/sexual de 25/11, que es casi 2/1.

Estos resultados respaldarian la hipotesis de dos genes controlando la apomixis en pasto
[loron. Sin embargo falta la evidencia experimental para confirmar el modelo propuesto.
Actuamente se estan realizando los cruzamientos para poder corroborar 0 no esta
hipotesis.

Conclusiones

En virtud de los resultados actuales (afio 2007) y los obtenidos previamente por
Cardone (2006) y Mecchia et al. (2007) realizados en el afo 2003, puede concluirse que
en las plantas tetraploides UNST1112 y UNST1131 obtenidas por duplicacion a partir
del diploide sexual UNST1122 se aterd € grado de expresion de la apomixis. En un
primer momento se observo un ato nivel de reproduccion sexual (cercano a 100%,

aunque no se descartd la ocurrencia de apomixis), mientras que en € actua estudio
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presentan entre un 10 a 20% de reproduccion sexual, analizado por pruebas de progenie
y citoembriologia. Esto indicaria que la expresion de la sexualidad disminuyé con €
tiempo y aumentd €l nivel de apomixis en estas plantas.

Otra conclusion importante de este estudio es que el somaclén diploide, a pesar de que
expresa 100% de sexualidad (nunca se observaron sacos apomicticos) porta la region
responsable del caracter, ya que las plantas obtenidas por duplicacion con colchicina a
partir se semillas de esta planta actualmente presentan un ato grado de reproduccion
apomictica. Existen otros antecedentes de cambios en la expresion del caracter
apomixis, por gemplo en respuesta a fotoperiodo (Knox, 1967; Quarin, 1986), a
diferentes situaciones de estrés (Gounaris et al., 1991; Davies y Cohen, 1992
Haluskova y Cellarova, 1997), a cultivo in vitro (Polci, 2000) y a cambios en las
condiciones de cultivo (Houliston et al., 2006).

El modelo de herencia propuesto por Voigt et al. podria modificarse teniendo en cuenta
las pautas més aceptadas actualmente para la clasificacion de plantas apomicticas y
sexuales. Por lo tanto, se propone un nuevo modelo para € control de la apomixis en

pasto llorén, donde el caracter apomixis estaria gobernado por dos loci independientes.

La siguiente etapa del trabagjo de tesis tuvo como objetivo comprobar si durante el
periodo 2003-2007 se produjeron alteraciones de tipo genético y/o epigenético en las
plantas colchiploides, a fin de explicar la reduccion en la expresion de la sexuaidad. S
bien se sabe que € caracter apomixis presenta expresividad variable, como se
mencionara més arriba, este caso semeja a un silenciamiento progresivo en aquellas
plantas que poseen la region determinante del carécter, més que un cambio estacional.
También se estudié la actividad de retrotransposones en las genotecas de E. curvula
disponibles para estimar la posibilidad de mutaciones y reestructuraciones epigenéticas
dirigidas por estos elementos, asi como también se relevd detalladamente la literatura
nacional e internacional en busca de antecedentes de cambios similares en plantas

apomicticas. Estos resultados son analizados en el Capitulo 4.
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Capitulo 4

Estudios del potencial de plasticidad gendmica en

plantas apomicticas facultativas
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Antecedentes

Como se mencionara en & Capitulo anterior, se observé un cambio en laexpresion de la
sexudidad en las dos plantas tetraploides de Eragrostis curvula obtenidas por
duplicacion cromosdmica utilizando colchicina en semillas de un somaclon diploide
sexual. Cuatro anos después de las primeras determinaciones del modo reproductivo la

expresion de la sexualidad disminuyé en un 80%.

Estas observaciones concuerdan con las observaciones previas del grupo de trabgjo en
relacion a cambios en e modo reproductivo en situaciones de estrés, diferentes de la
poliploidizacion. Echenique (1987) encontrd progenies variables en plantas sometidas a
estrés osmotico inducido con soluciones de PEG 6000 en plantas en estado
reproductivo. Sin embargo, no se profundizé en su evauacion, dado que no era €
objetivo del trabgjo. También se estudié € efecto de un periodo de sequia durante €
estado reproductivo en tres cultivares de pasto Iloron: Don Pablo, Don Eduardo y
Tanganyika (Echeniquey Polci, 1994). El estrés provoco un incremento en el porcentagje
de irregularidades meidticas en la microgametogénesis y disminucion en laviabilidad y
tamafio del polen. Es decir que € estrés hidrico afecto las estructuras reproductivas de
estas plantas, asi como lameiosisy su progenie. Se observd mayor inestabilidad en todo
el proceso en los cvs. Don Pablo y Don Eduardo, que exhiben mayores niveles de

ploidia

Posteriormente el grupo de trabajo de la UNS-CERZOS desarroll6 protocolos de cultivo
in vitro para diferentes cultivares de pasto llorén con e objeto de incrementar la
variabilidad natural con fines de mejoramiento (Polci, 2000). Las inflorescencias
manifestaron una buena capacidad de regeneracion y se halé variabilidad entre las
plantas obtenidas por esta via (generacion Ry) (Polci, 2000). Esta variacion, denominada
variacion somaclonal, puede resultar de quimerismo preexistente en el tgjido donante o
puede ser producto de mutaciones debido a pasaje por una etapa de callo, que involucra
una fuerte inestabilidad genémica (Kaeppler et al., 2000; Jain, 2001). Esta variacion
también puede tener un origen epigenético. Al analizar las progenies de estas plantas
(Ro Y R1) por isoenzimas se hallaron altos indices de variabilidad. Esto puede apreciarse

en la Tabla 4.1, donde se presentan los indices de Shannon y Weaver para cuatro
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cultivares donde se compara la variabilidad obtenida en la Ry, en la Ry (primera
generacion obtenida a partir de semillas de la Ry) (Polci, 2000) y en progenies naturales
(datos obtenidos de Poverene, 1988).

Tabla 4.1. indice de Shannon y Weaver para isoenzimas peroxidasas, estandarizado
para cuatro cultivares de pasto |lordn, generaciones Ry y R; (Polci, 2000). Los datos de
variabilidad natural fueron obtenidos de Poverene (1988).

Cultivar Ro R; Natural
Morpa 0,80 0,71 0,00
Tanganyika 0,86 0,84 0,00
Don Pablo 0,78 0,68 0,00
Kromdraai 0,64 0,82 0,79

Kromdraai presenta normalmente variacion natural ya que es una variedad apomictica
facultativa (Guzman et al., 1992). Esta variacion no incrementé demasiado luego del
pasaje por cultivo in vitro. Sin embargo, los cultivares que norma mente no presentan
variacion en sus progenies presentaron un elevado nivel de variacion. A estos cultivares
se los considera apomicticos obligados (Poverene, 1988), sin embargo no se han
realizado estudios a lo largo del periodo de floracion que indiquen estacionalidad en la
expresion de la sexualidad, como ocurre en especies del género Paspalum (Quarin,
1986). En especies de este Ultimo género, a finalizar €l periodo de floracion se produce
un pico de reproduccion sexual. Los datos volcados en la Tabla 4.1 indican que los
materiales tetraploides obtenidos de INTA Anguil no presentan evidencias de
reproduccion sexual, como se mostrara con RAPDS previamente en este trabajo de tesis
(ver Capitulo 1). Sin embargo, las progenies de plantas regeneradas in vitro presentaron
variacion, la cua puede apreciarse en las Figuras 4.1 y 4.2 (tomadas de Polci, 2000),
donde se muestran pruebas de progenie con peroxidasas y RAPDs, respectivamente.
L os patrones isoenziméticos de algunas de estas plantas parecerian indicar cruzamientos
entre plantas del cv. Tanganyika y de Kromdraai 0 Don Pablo, actuando estos ultimos
como polinizador/es. Aungue la progenie (R;) de las plantas regeneradas a partir de
calos (Ro) fue variable, las progenies de algunas de estas plantas (generacion Ry) fueron

uniformes.

99



Figura 4.1. Patrones isoenziméticos de malato deshidrogenasas (A) y peroxidasas (B)
de plantas R; (primera generacion obtenida de semillas de plantas regeneradas in vitro)
1: control cv. Tanganyika, 2 a 9: descendientes R; de planta Ry.1, 10:R¢.1, 11:Rg.2, 12 a
17: descendientes R; de planta Ry, 18: control cv. Tanganyika, 19 y 20: control cv.
Don Pablo (Tomado de Polci, 2000).

Figura 4.2. Patrones de RAPDs de plantas R; cv. Morpa, analizadas con los primers
OPOO05 (A) y OPUO08 (B) (Tomado de Polci, 2000).
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Como se mencionara previamente, la variacion somaclonal se refiere a los cambios
genéticos o epigenéticos que aparecen luego del cultivo de células, tgjidos u érganos de
plantas, los cuales a veces ateran la expresion de genes y pueden modificar €l fenotipo
(Larkin y Scowcroft, 1981). Aunque se han informado numerosos g emplos de variacion
somaclonal y el fendmeno ha sido documentado en numerosas especies (Kagppler et al.,
2000; Jain, 2001; Guo €t al., 2006), no se conoce la base molecular de este fendmeno,
que parece ser diversa. Kaeppler y Phillips (1993) proponen una base molecular comin
para todos estos eventos mutagénicos provocados por € cultivo in vitro. Un posible
mecanismo involucra la alteracion en los patrones de metilacion, que podria modificar
la expresion génica y la estructura de la cromatina. (Phillips et al., 1994; Jaligot et al.,
2000; Kubis et al., 2003; Guo €t al., 2007). Kagppler y Phillips (1993) observaron una
alta frecuencia de variacion en patrones de metilacion entre familias derivadas de
regenerantes primarias de maiz, incluso entre aguellas provenientes del mismo embrion.
Sin embargo, no encontraron cambios en la secuencia de bases del ADN. Todos los
cambios involucraron disminuciones en € nivel de metilacion y fueron heredables y
estables luego de la autofecundacion. Este estudio demuestra que los cambios en
metilacion ocurren con una frecuencia lo suficientemente alta como para ser
considerados una fuente importante de variacion en € cultivo de tejidos. La tendencia
hacia la disminucion en la metilacion indicaria que genes o transposones, pueden ser
activados (Madlung y Comai, 2004). Estos autores indican que los sitios con cambios en
los patrones de metilacion son aleatorios, sugiriendo que muchas regiones codificantes
pueden ser afectadas. Es posible que la disminucion en € nivel de metilacion pueda
afectar la estructura de la cromatina, lo cual llevaria a cambios en la expresion de genes
debido a efectos de posicion, cambios en las tasas de recombinaciéon y cambios en €
tiempo de replicacion del ADN, conduciendo en agunos casos a rupturas
cromosomicas. Otros estudios indican que algunos de estos cambios no son al azar y
son dirigidos a secuencias especificas, representando una respuesta comin ante
situaciones de estrés (Cullis, 2003). De manera gue ciertos cambios en la metilacion del
ADN podrian permitir la expresion de la sexualidad, aunque en una ventana temporal
limitada. El restablecimiento del modo reproductivo en la misma planta y en la
generacion R; permitiria mantener y multiplicar los genotipos hibridos que resultaran de

interés.
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En algunas gramineas, la ocurrencia de sequia durante el periodo en que se desarrollala
meiosis provoca una disminucién en la produccion de semilla por induccién de
androesterilidad (Bingham, 1966), respuesta atribuida a incremento en la concentracién
de acido abscisico (ABA) enddgeno que se acumula en las espigas 0 panojas a
consecuencia del estrés (Morgan, 1980). La pérdida de turgencia de la hoja puede
disparar la sintesis de ABA (Pierce y Raschke, 1980) que seria transportado
subsecuentemente a la inflorescencia (Goldbach y Goldbach, 1977; Morgan, 1980;
Saini y Aspinal, 1981). El estrés hidrico dispara la produccién de ABA enddgeno que a
su vez induce la transcripcion de varios genes. Algunos genes que responden a ABA
son también expresados en |os estadios tardios de la embriogénesis durante el desarrollo
de la semilla y se piensa que funcionan en la proteccion de las células a la
deshidratacion (Skriver y Mundy, 1990). Se ha observado la induccién de genes por
ABA en diferentes situaciones de estreses abidticos (luchi et al., 1996). En ambas
situaciones (sequiay cultivo de tegjidos, plantas recién extraidas del ambiente de cultivo)
se observé en pasto llordn un efecto de aceleracion de la senescencia, donde panojas
gue presentaban un aspecto juvenil ya tenian polen maduro (Polci, 2000). Tal vez este
desfasgje en € desarrollo podria aterar e modo reproductivo. Un detalle adicional
mencionado en € trabajo de Polci (2000) y también en e de Frayssinet et al. (1999) es
una deposiciéon diferente de la calosa durante la microsporogénesis de plantas Ry,
formando una capa més engrosada de la normal. Varios autores han mencionado que la
caosa es caracteristica de la reproduccion sexual, la misma aidaria a la célula
reproductiva de las células somaticas que la circundan (Rodkiewicz, 1970). Si bien no
se realizaron estudios citoembriol 6gicos, todas estas evidencias tenderian a indicar que
ante este tipo de situaciones se produce un cambio en e modo reproductivo de las
plantas, permitiendo la expresion de la sexualidad. Esto lleva a pensar que de alguna
manera este tipo de plantas tienen la capacidad de expresar ambos tipos de
reproduccion, predominando normalmente la apomixis y expresando la sexualidad sblo

en determinadas situaciones.

Otros autores también informan cambios en & modo reproductivo de plantas
apomicticas frente a situaciones de estrés. Gounaris et al. (1991), encuentran progenie
variable en plantas apomicticas de Cenchrus ciliaris (buffelgrass) expuestas a
condiciones de alta salinidad in vitro. También observan alteraciones en la formacion de

sacos embrionarios (embriones multiples, ausencia de antipodas, etc.). Algunos pistilos
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de genotipos apomicticos obligados (aposporicos) tratados con sales producen sacos
embrionarios de tipo Polygonum (4 a 13%). Estos autores postulan que €l estrés salino
cambia las prioridades en e desarrollo: & del saco embrionario nucelar a de la
megaspora en aposporicos (apomictico a sexual) y b- de la megaspora calazal alas otras
megasporas en procesos sexuales. Esto permite e cambio a reproduccion sexual en
plantas apomicticas y que mas de una megaspora forme sacos embrionarios reducidos
en plantas sexuales. Otro estudio informa variabilidad en progenies de somaclones con
respecto a la planta donante de explanto en Hypericum perforatum (Haluskova y
Cdlarova, 1997). Estos autores encuentran diferencias en los patrones de RFLP en
progenies (1 planta de 10 y 1 planta de 8). Estas variaciones las atribuyen a procesos
sexuaes y no a cambios genéticos 0 epigenéticos, aungue no se redizaron

observaciones acerca del modo de desarrollo del saco embrionario.

También Davies y Cohen (1992) observan progenie variable en plantas de Paspalum
dilatatum (pasto miel) regeneradas in vitro y sugieren una ruptura o disrupcion de la
apomixis hacia la reproduccion sexual. Burson y Tischler (1993), encuentran
variabilidad generada por cultivo in vitro en plantas regeneradas de la misma especie.
Sin embargo, estas plantas producen progenie uniforme, aunque presentan diferencias
en la cantidad de semillas por planta por aborto o formacién de un mayor nimero de
sacos embrionarios. En otro trabgjo en € mismo género, con la especie Paspalum
simplex, Molinari et al. (2003) evallan plantas regeneradas luego de un mes de cultivo
de callos. Utilizando sondas (RFLP) dirigidas hacia la region de la apomixis, estos
autores no encuentran variacion entre las plantas regeneradas y las progenies de las
mismas son uniformes. Resultados similares fueron obtenidos por Taliaferro et al.
(1989) en plantas aneuploides de Bothriochloa sp. Esto no descarta, sin embargo, que

puedan producirse cambios epigenéticos.

En trabgjos de mejoramiento de pasto llordn llevados a cabo en USDA (Estados
Unidos) por € Dr. Paul Voigt se encontraron algunos individuos tetraploides sexuales
(ver Capitulo 1). Uno de ellos provino de una semilla producida por un genotipo
atamente apomictico. Aunque & Dr. Voigt nunca obtuvo evidencia experimental,
asumio que € evento que condujo a la formacion de este individuo de reproduccién
sexua se encontraba asociado a las condiciones ambientales durante el desarrollo del

saco embrionario (Paul Voigt, comunicacion personal).
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Lo anterior permite plantear algunas preguntas. las situaciones de estrés ¢pueden
modificar e modo reproductivo en una planta apomictica?, ¢existe plasticidad o
adaptabilidad en los sistemas reproductivos?, ¢cudl seria la base molecular del o los
mecanismos que regulan esta plasticidad? y ¢se encuentran ambos modos de
reproduccion en todas las plantas o existe una region génica en las plantas apomicticas

gue de alguna manerallevaal silenciamiento de la sexualidad?.

Estrés y variabilidad

El carécter sésil de las plantas ha sido posiblemente |a base para la evolucién de sus
NUMErosos mecanismos de respuesta a estrés. Las respuestas generales a estrés
involucran vias de deteccion del estimulo, sintesis de proteinas, detencion del ciclo
celular en determinados estadios y la activacion de mecanismos de reparacion del ADN
(Joyce et al., 2003). Los estreses abidticos no solo provocan respuestas fisiol bgicas
programadas como sintesis de proteinas de choque de calor (heat-shock proteins) y
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR proteins), sino que también inducen
cambios en € genoma. Estos cambios no tendrian un blanco determinado, mas bien
representarian un mecanismo evolutivo para responder adecuadamente a situaciones
inusuales (Madlung y Comai, 2004). Estas respuestas gendmicas inducidas por estrés
(stress-induced genomic responses) incluyen modificacion en la cantidad de copias de
ADN repetitivo, metilacion de ADN, escisidon e insercion de elementos transponibles,
amplificacion o deleccidn de genes y acetilacion de histonas. De esta forma, en muchos
organismos, e genoma puede reorganizarse a si mismo frente a situaciones adversas,
para las cuales no esta preparado, con e objeto de asegurar su supervivencia (Cullis,
2003).

Madlung y Coma (2004) asocian €l estrés producido por € cultivo de tejidos a la
respuesta a heridas provocadas durante la separacion del explanto, alteraciones en los
niveles hormonales que pueden provocar la activacion de transposones y situaciones de
estrés oxidativo. Aunque, e mecanismo que vincula a cultivo de teidos con la
activacion de transposones es desconocido, algunos autores han observado una
disminucion en lametilacion del ADN (Madlung y Comai, 2004). Las alteraciones en la
actividad transcripcional mediadas por transposones pueden afectar genes que lleven a

evitar o tolerar las situaciones de estrés. Respuestas relacionadas a estrés promueven la
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reprogramacion genodmica en la actividad transcripcional requerida para que las células
somaéticas se tornen embriogénicas (Madlung y Comai, 2004). Por gemplo, € pre-
tratamiento en condiciones de estrés (calor o falta de nutrientes) de microsporas aisladas
0 en la planta, redirecciona su destino de desarrollo, produciendo embriones en lugar de

granos de polen (Aionesei et al., 2005).

Un caso interesante de cambio de reproduccion asexua a modo sexua bagjo situaciones
de estrés es e que sucede en la levadura Schizosaccharomyces pombe. Actual mente se
conoce la base molecular de la regulacién de este cambio, donde genes involucrados en
la reproduccion sexual (meiosis) se encuentran adyacentes a LTRs (long terminal
repeats) de ciertos retrotransposones. Estos genes se encuentran normamente
reprimidos y bajo condiciones de déficit de nitrogeno se activan (Schramke y Allshire,
2003). Estos autores concluyen gque la ruptura de ARNi (ARN de interferencia) causala
liberacion de la represion transcripcional de los genes adyacentes a los LTRs,
permitiendo que lameiosis tenga lugar.

Varios casos han sido documentados en los que e genoma se altera en respuesta al
medio ambiente (Evans et al., 1966; McClintock, 1984; Walbot y Cullis 1985; Johnston
et al., 1996). Los gemplos incluyen la evolucion adaptativa en Escherichia cali, la
esporulacion en Bacillus, e cambio del modo reproductivo en levaduras, la activacion
de elementos transponibles, la variacion inducida por e cultivo de tegidos y la
amplificacion de genes, entre otros (Cairns y Foster, 1991; Foster y Cairns, 1992; Hall,
1988; Stragier et al., 1989; Sprague et al., 1983; McClintock, 1984; Roth et al., 1989;
Stark et al., 1989). Todos estos sistemas tienen un factor comun, que son cambios a
nivel del ADN que involucran mutaciones gue surgen, aparentemente, en respuesta a un

estimulo ambiental .

El supuesto bésico es que & genoma es variable y puede ser reorganizado en respuesta a
diversas situaciones de estrés (Walbot y Cullis, 1985; Roth et al., 1989; Cullis, 2003).
Sin embargo, no todo e genoma es igualmente sensible a estos cambios, de manera que
las variaciones que se producen en respuesta a estrés deben estar localizadas en un
subconjunto del mismo. La fraccion especificadel genoma que se modifica en respuesta
a estrés depende del estado fisiologico de lacélulay del tipo de estrés a que se enfrenta
el organismo (Cullis 1977; Cullisy Greissen 1987). Algunas de las regiones pueden ser
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mas variables que otras y, por lo tanto, siempre se alteran independientemente del estrés
inductor (Cullis, 2003).

Las variaciones en € ADN inducidas por € medio ambiente son generamente de
caracter transitorio. Bgjo determinadas condiciones, sin embargo, pueden ser de caracter

permanente y, por tanto, transmitidas a las siguientes generaciones (Cullis, 2003).

Situaciones de estrés abidtico como caor y salinidad y también algunos bidticos
parecen, en general, incrementar €l nivel de recombinacion soméatica en plantas (Lebel
et al., 1993; Puchta et al., 1995; Lucht et al., 2002) y se han documentado alteraciones
gendémicas en respuesta a cambios ambientales (McClintock, 1984; Walbot y Cullis
1985). Las respuestas del genoma vegeta a las amenazas del medio ambiente podrian
estar programadas, con la participacion particular de cadenas de transduccion de sefiales
gue culminan en cambios gendmicos, permitiendo una adaptacion répida y flexible de
las poblaciones de plantas a los cambios en € entorno (UIm, 2003). Esto ya habia sido
mencionado por McClintock en 1983, en su disertacion para recibir el premio Nobel,
proponiendo que las plantas poseen mecanismos para responder a situaciones de estrés
relacionadas a reestructuraciones en su genoma (McClintock, 1984). Como gemplo
cabe citar los genotrofos de lino, informados por Cullis en los afios setenta (Cullis,
1977).

En los Ultimos afios la vision acerca de la evolucién del genoma ha cambiado y ahora se
acepta que el genoma presenta una plasticidad extremadamente alta. Intercambio de
cromatidas, deleciones, inserciones o amplificaciones son producidas recurrentemente y
las nuevas combinaciones resultan, en algunos casos, en la aparicion de nuevos genes
(Linacero et al., 2000). Mas ain, se ha propuesto que la plasticidad del genoma
somatico, que es mayor en plantas que en animales, puede mejorar las posibilidades de
adaptacion individual (Buiatti y Bogani, 1998). Por otro lado, se sabe que existen
regiones hipervariables en e genoma (regiones en las cuales la tasa de mutacion es
mayor gque en otras secuencias). Debido a este hecho, estas secuencias se denominan hot

spot 0 puntos calientes de mutacion (Linacero et al., 2000).
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Elementos transponibles o transposones

Un transposon es una secuencia de ADN que puede moverse autosuficientemente a
diferentes partes del genoma de una célula, fendmeno conocido como transposicion. En
este proceso, pueden causar mutaciones y cambio en la cantidad de ADN del genoma.
Existe una amplia diversidad de elementos genéticos moéviles y pueden ser clasificados
en base a su mecanismo de transposicion. Los elementos genéticos mévilesdeclase |, o
retrotransposones, se mueven en e genoma siendo transcritos a ARN y después a ADN
por una retrotranscriptasa, mientras que los de clase |11 se mueven directamente de una
posicion a otra en @ genoma usando una transcriptasa. Los transposones tienden a
incrementar su nUmero entre generaciones a replicarse a si mismos y forman una parte
sustancial del genomade las plantas. Dada su capacidad potencial de causar mutaciones,
existen multiples mecanismos para reconocerlos y silenciarlos epigenéticamente, por lo

gue la vasta mayoria de | os transposones son inactivos (Lischt, 2009).

La expresion de los retrotransposones vegetales mejor caracterizados no es constitutiva.
En general, la mayoria se activan por situaciones de estrés o factores ambientales, tales
como €l cultivo in vitro o la respuesta a heridas (Hirochika et al., 1996; Echenique et
al., 2002). Un g emplo muy estudiado es € caso de los elementos méviles Tntl y Ttol
de tabaco. Su movilidad en respuesta a estrés ha sido demostrada a través de la
induccion transcripcional en circunstancias que incluyen elicitores, ataque de patdégenos,
acido sdlicilico, heridas, aislamiento de protoplastos, cultivo de céulas, 2,4-D, metil
jasmonato, Cl,Cu y estrés oxidativo. Hirochika et al. (1996) fueron los primeros
investigadores que informaron la movilidad inducida por cultivo de tejidos de los
retrotransposones de arroz Ttol, Tto2 y Tntl. La insercion de retrotransposones en
secuencias codificantes ha sido observada en numerosos trabagjos, indicando que los
mismos pueden contribuir significativamente a la variacion somaclonal. La activacion
de varios retrotransposones en estas condiciones particulares planteala preguntade si su
expresion se encuentra vinculada a la activacion de programas de division celular o ala

activacion de respuestas a estrés, o ambas (Grandbastien, 1998).

La fraccion del genoma que involucra retrotransposones incrementa con el tamario del
mismo, desde el arroz, que es € cereal con genoma més peguefio (430 Mb, ~14% LTR

retrotransposones, Tarchini et al., 2000), e maiz con un genoma intermedio (2500 Mb,
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50-80% LTR retrotransposones, SanMiguel et al., 1996) hasta la cebada (5000 Mb,
>70% LTR retrotransposones, Vicient et al., 1999).

L os elementos transponibles son la mayor fuente de variacion genética, que varia desde
pequenias modificaciones en la expresion de ciertos genes a ateraciones cromosomicas.
Tomadas en conjunto, estas observaciones llevan a sugerir que los elementos
transponibles estan involucrados en la adaptaciéon de los organismos a los cambios
ambientales. En particular, debido a su participacion en la regulacion geénica, los
transposones han sido propuestos como € mayor factor involucrado en la
macroevolucion. Sin embargo, no existen claras evidencias en este sentido, pero cada
vez es mas legjano e concepto de secuencias parasitas, aunque su rol como forjadores de

la evolucion es ain controvertida (Grandbastien, 1998).

Los elementos transponibles juegan un rol clave en las reestructuraciones genémicas.
Su potencial parasilenciar dinamicamente diferentes sitios del genomalos postula como
responsables de la plasticidad en e desarrollo de las plantas. Aunque existen
mecani Smos que controlan su actividad, existen unos pocos retrotransposones activos en
plantas (entre ellos e Tntl de tabaco). Transposones y retrotransposones podrian ser los
responsables de las reversiones observadas en pasto Iloron por Mecchia et al. (2007),
Cervigni et al. (2008b) y Ochagavia et al. (2009, en prensa) a nivel genético,
transcripcional y epigenético, respectivamente. El estrés provocado por € cultivo in
vitro y la posterior duplicacion genémica a que fueron sometidas las plantas utilizadas
en e presente estudio (UNST1131 y UNST1112), podria haber resultado en €
movimiento no azaroso de estos elementos en e genoma. Estos cambios podrian haber
resultado en la des-represion de genes involucrados en la reproduccion sexual, [levando

alaexpresion de la sexualidad, por 10 menos tempora mente.

L os retrotransposones activos pueden ser hallados en genotecas de ADNC, es decir que
se transcriben y representan un porcentgje importante de las mismas, como fuera
informado por Engel et al. (2003), quienes encuentran un 8% en genotecas de maiz. En
el afio 2002 nuestro grupo de trabgjo, en colaboracién con e Dr. Jorge Dubcovsky,
realizd un andlisis de tipo “Northern electronico” buscando retrotransposones en las
bases de datos de ESTs de las Triticeas (EST Consortium y DuPont EST), encontrando

que € 0,176% de las ESTs disponibles en ese momento presentaban similitud con a
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menos un retrotransposon de tipo Tyl-copia o Ty3-gypsy (Echenique et al., 2002).
También se observd que e porcentaje de ESTs similares a retrotransposones fue
significativamente mayor en las genotecas provenientes de hojas en comparacion a las
obtenidas de raices, anteras o espigas. En este trabajo se encontraron tres a cuatro veces
mMas secuencias similares a retrotransposones en genotecas de plantas bajo condiciones
de estrés (bidtico y abidtico) gue en las de plantas creciendo en condiciones normales.
Llamé la atencién una genoteca donde un 0,6% de las ESTs eran retrotransposones. Se
trataba de una genoteca de tiras epidérmicas, que habian sido retiradas de las hojas con
una pinza. La alta tasa de ocurrencia de copias de retrotransposones en € transcriptoma

podria deberse a una respuesta a las heridas ocasionadas (Echenique et al., 2002).

Apomixis y epigenética

Koltunow y Grossniklaus (2003) proponen una hipétesis epigenética para € caracter
apomixis, donde este tipo de reproduccién se produciria por una desregul acion temporal
0 espacial de un proceso sexual ancestral. Esta desregulacion puede ser causada por
hibridacion y poliploidizacion, creando variaciones epigenéticas que son la base parala
evolucion de este proceso complgjo. Por o tanto la sexualidad y la apomixis estan

fuertemente interrel acionadas y poseen muchos componentes comunes.

Dos model os han sido propuestos para explicar molecularmente la apomixis (Koltunow
y Grossniklaus, 2003):

e El modelo de la mutacion genética, gue predice que un factor regulatorio clave de la
reproduccién sexual es mutado o se ve dterada su funcion. Esto llevaria a la
desregulacion de la via sexual. La mutacion no es totalmente penetrante, ya que
los procesos sexual es pueden seguir ocurriendo.

e El modelo epigenético, que predice que cambios reversibles en la configuracion de
la cromatina pueden aterar la expresion de genes regulatorios clave, tanto en €
tiempo como en € espacio, posiblemente activando las vias apomicticas a
diferentes tiempos del desarrollo o en diferentes tipos celulares.

Estos modelos no son mutuamente excluyentes, considerando que una mutacion en un

regulador epigenético puede llevar ala ateracion en laformacion de la heterocromatina.
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Algunas evidencias apoyan la teoria de la regulacion epigenética de la apomixis,
incluyendo la observacion de que la mayoria de los programas de desarrollo
apomicticos no estén finamente conservados y que diferencias en €l tiempo de inicio y
variaciones en las estructuras formadas ocurren en una misma planta en respuesta a
diferentes condiciones ambientales o estreses. Ta flexibilidad es caracteristica de la
regulacion epigenética (Koltunow y Grossniklaus, 2003; Grant-Downton y Dickinson,
2006).

Por otro lado, se han informado algunos casos de apomixis gametofitica en diploides
(Bicknell, 1997; Kojimay Nagato, 1997), por lo que la poliploidia no seria un requisito
absolutamente necesario para la expresion de la apomixis. Sin embargo, en estos
gemplos, la formacion de la semilla asexual es a menudo pobre, por lo que la
poliploidia puede aumentar |a expresion de la apomixis en muchos sistemas en lugar de
garantizar su expresion per se. Evidencias acerca de como esto podria funcionar
proceden de estudios en levaduras y Arabidopsis, donde las alteraciones en € nivel de
ploidia se sabe que afectan € grado de metilacion y la expresion de diferentes alelos
(Galitski et al., 1999; Lee y Chen, 2001). Por € contrario, son intrigantes los casos de
expresion de la apomixis en plantas sexuales después de la duplicacion de cromosomas
(Quarin et al., 2001). Sin embargo, hay cierto debate en estos g emplos acerca de la
posibilidad de una predisposicion innata, ya que las plantas utilizadas fueron miembros
sexuales de grupos gque contienen genotipos apomicticos. Por € contrario, se recupero
una planta sexual después de la duplicacion de un biotipo apomictico de Potentilla
argentea (Asker, 1967). Por Ultimo, la poliploidia ha sido inducida en un gran nimero
de plantas, pero muy rara vez se informo de la apomixis en los productos (Bicknell y
Koltunow, 2004), a menos que existieran antecedentes de apomixis en la especie. Esto
indicaria que debe existir una regién relacionada con €l carécter, sujeta a regulacion
epigenética con genes o vias compartidas con e desarrollo sexua. Los resultados

trabajando con nuestra serie euploide de plantas parece apoyar esta hipotesis.

Apomixis y ambiente

Una cuestion importante a tener en cuenta es la influencia que tienen los factores
ambientales sobre la expresion de la apomixis. Los cambios estacionales en los

regimenes de temperatura y luz pueden influenciar e modo reproductivo en las
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poblaciones (Asker y Jerling, 1992). En E. curvula, la exposicion a condiciones
experimentales de dia corto, disminuyé e porcentaje de sacos embrionarios no
reducidos (Brix, 1977). Entre las gramineas aposporicas, € fotoperiodo también gerce
su influencia sobre la mayor o menor produccion de sacos embrionarios no reducidos.
En Dichanthium annulatum e acortamiento de las horas de luz aumenta
significativamente € porcentaje de sacos embrionarios apospoéricos (Knox y Heslop-
Harrison, 1963). Quarin (1986) analizo laincidencia del fotoperiodo en la formacion de
sacos embrionarios en évulos maduros de tres citotipos de Paspalum cromyorrhizon,
bajo condiciones naturales y experimentales. Las plantas diploides de reproduccion
sexual mostraron durante la primavera los valores més altos de presencia de sacos
embrionarios mixtos (meidticos + apospoéricos) mientras que los tetraploides
apomicticos facultativos también tuvieron una mayor expresion de sacos embrionarios
aposporicos durante la primavera y € verano. Esto es coincidente con un fotoperiodo
largo, de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad. Sin embargo, en condiciones de fotoperiodo
corto (12 hs de luz y 12 de oscuridad) hay una mayor incidencia de sacos embrionarios

de origen meidtico.

Houliston et al. (2006), trabajando con la especie apomictica facultativa Hieracium
pilosella, evaluaron las alteraciones en la frecuencia de sexualidad bajo el efecto del
cultivo a campo vs. invernadero, € nivel de nutrientes y la infeccion con patdgenos.
Estos autores encuentran un incremento significativo en e nivel de sexuaidad en
plantas cultivadas en invernadero frente a las cultivadas a campo, sin embargo no
encuentran diferencias con la variacion en los niveles de nutrientes, ni con la infeccion
con un patégeno. El fotoperiodo tampoco modifico la frecuencia de aparicion de
sexuaidad. En varios de los experimentos hallaron que la produccion de semilla fue
significativamente diferente entre los tratamientos, sin aterar la frecuencia de
sexualidad, indicando una mayor plasticidad en este caracter. En todos |os experimentos
hallaron una relacion positiva entre fecundidad y frecuencia de sexualidad, con una
mayor produccion de semillas en plantas sexuales. La hipotesis de los autores es que €
costo de la reproduccion sexual en esta especie puede ser compensado por un
incremento en la fecundidad, con un costo de lameiosis diluido por un incremento en la
produccion total de progenie.
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La presencia de modificadores que afectan la expresion de la apomixis sugerida por
Bicknell et al. (2000) y Koltunow et al. (2000) pueden influenciar no sélo a genotipos
apomicticos para mantener un cierto nivel de reproduccion sexual, sino también en la
plasticidad de este caracter (Houliston et al., 2006). Estos alelos modificadores de la
expresion de la apomixis o0 sexualidad serian los responsables de la presencia de
variaciones en e modo reproductivo de una misma planta ante situaciones ambientales
o con € tiempo (Ceplitis, 2001). En plantas apomicticas facultativas se ha observado en
varias oportunidades la variacion en los porcentajes de sacos embrionarios sexuales y
apomicticos en distintos momentos del afio (Dr. Camilo Quarin, comunicacién

personal). Sin embargo, esto parece diferir en las diferentes especies.

Knox (1967), evalla seis poblaciones naturales de Dichanthium annulatum presentes en
sitios donde € fotoperiodo difiere, encontrando que en las tres poblaciones donde €
fotoperiodo excede las 14 hs de luz la incidencia de sacos apomicticos es menor
(arededor ddl 60%), mientras que en los sitios donde € fotoperiodo es menor de 14 hs
de luz, € porcentgje de sacos apomicticos es mayor (aprox. 90%). El aumento en la
longitud del dia, seguido de condiciones de estrés en la estacion seca llevaria a una
menor incidencia de la reproduccion apomictica en esta especie. Otras observaciones
(Nygren, 1951) indican una versatilidad en el sistema reproductivo similar en la
graminea Calamagrostis purpurea, donde las primeras panojas son sexuaes mientras

que las més tardias son apomicticas.

Ceplitis (2001) demuestra que en Allium vineale la proporcién exacta de semilla sexual
y apomictica parece resultar de una compleja relacion entre genes y ambiente y que la
variacion genética para este caracter afecta directamente esta proporcién en condiciones

de campo.
Hipotesis
La expresividad variable de la apomixis en aquellas plantas que poseen lals regién/nes

determinantes del carécter se deberia a factores genéticos y epigenéticos que pueden ser

afectados por €l ambiente.
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Objetivos

En funcion de los resultados obtenidos en el capitulo anterior, en esta seccion de latesis
se plantearon los siguientes objetivos: 1) analizar los cambios en e modo reproductivo
de las plantas tetraploides obtenidas por duplicacion cromosdmica; 2) comparar esta
situacion con otras previas de obtencidn de progenie variable en plantas regeneradas por
cultivo in vitro por € grupo de trabgo; 3) analizar la variacion a nivel genético y
epigenético que experimentaron estas plantas tetraploides en cuatro afios, que es €
tiempo que dista entre su obtencién y la deteccién de progenie uniforme (2003-2007) y
4) analizar la actividad de retrotransposones en las bibliotecas de ESTs de los mismos
genotipos, a fin de estimar su capacidad potencial de provocar rearreglos genéticos y/o
epigenéticos asociados con sus movimientos que pudieran causar los cambios en el

modo reproductivo.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se utilizaron las plantas tetraploides UNST1112 y UNST1131 obtenidas por
duplicacion con colchicina del diploide UNST1122 (Cardone et al., 2006). Como
control se utilizd una planta del cv. Tanganyika, ya que de inflorescencias de plantas de
este cultivar se obtuvo el somaclon UNST1122 (Echenique et al., 1996b; Polci, 2000).
También seincorpor6 a andlisis e somaclon UNST9330, tetraploide que se obtuvo por
cultivo in vitro de callos del cv. Tanganyika en € mismo afio que € somaclon
UNST1122 (Echenique et al., 1996b) y que mostro progenie variable en el andlisis por
isoenzimas de la R; (Figura 4.1, planta Ro.1; Polci, 2000). Esta planta se mantuvo a
campo y en € invernaculo de la UNS propagandose en forma vegetativa (macollos)
desde e momento de su extraccion del tubo de cultivo in vitro. Al igual que en €
andisis redlizado en 1998, las semillas se obtuvieron por polinizacion libre. Se
analizaron 20 plantas obtenidas de semillas de la misma panoja cosechadas en € afio
2007.
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Pruebas de progenie con RAPDs

El ADN de los 20 individuos descendientes de la planta UNST9330 se extrgo con €l
mismo protocolo mencionado en el Capitulo 1. Se utilizaron marcadores de RAPDs (ver

protocolo en Capitulo 1) pararealizar la prueba de progenie.

Amplificacion de polimorfismos sensibles a metilacion (MSAP)

Los ensayos de MSAP se realizaron en colaboracion con la Lic. Ana Ochagaviay la
Dra. Silvina Pessino del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Nacional de Rosario. La técnica de MSAP se utiliza para determinar
el grado de metilacion en el ADN. Basicamente es similar ala de AFLPs, sin embargo
utiliza enzimas de restriccion sensibles a la metilacion para realizar |os cortes previos a
las amplificaciones. En la Figura 4.3 se pueden apreciar los isoesquizémeros de las
enzimas utilizadas Mspl y Hpall con sus respectivos patrones de bandas observados en
geles de poliacrilamida. Se adopto la siguiente nomenclatura para € registro de las
bandas:. I: metilada en citosinainterna, E: metilada en citosina externa, D: desmetilada y

M: full metilada en ambas citosinas o cambio de secuenciaen € sitio de corte.

Para realizar los estudios de MSAP y AFLPs se utilizo ADN extraido en los afios 2003
y 2007 de la planta UNST1131 y de una planta del cv. Tanganyika (la misma en ambos
casos) para evaluar la ocurrencia de cambios genéticos o0 epigenéticos en las plantas en
el transcurso de esos 4 afos.
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Sitio de corte Patron de bandas Sitio de corte Patron de bandas

Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall
CCGG
CH; CH; CH:CH:
ccGe ‘eces
GGCC GGCC
cH, CH,
CH; CH;
CCGG CCGG
GGCC GGCC
CH:
CHs CH:
GGCC GGCC
CH;

Figura 4.3. Esguema de los patrones de metilacion posibles en €l sitio de corte de los
isoesquizémeros Mspl y Hpall con sus respectivos patrones de bandas observado en
geles de poliacrilamida por MSAP. El corte con Hpall cuando €l sitio se encuentra
hemimetilado en la citosina externa se produce con 50 veces menor actividad que
cuando se produce en € sitio no metilado (*).

Los marcadores M SAP fueron obtenidos de acuerdo a Xiong et al. (1999). Se utilizaron
los isoesquizémeros Hpall y Mspl, sensibles a la metilacion, como enzimas de corte
frecuente y EcoRI como enzima de corte poco frecuente. La secuencia de los
adaptadores para EcoRlI fueron: 5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3' para €l adaptador
superior y 5-TTA ACC ATG CGT CAG-3 para € inferior. Las secuencias de los
adaptadores para Hpall y Mspl fueron las siguientes. 5-GAC GAT GAG TCT AGA A-
3 para el adaptador superior y 5-CGT TCT AGA CTC ATC-3 para € inferior. Los
cebadores complementarios a los adaptadores de EcoRI que fueron usados en la
reaccion de pre-amplificacion tenian solo un nucledtido de seleccion (E+A), y aquellos
utilizados en la amplificacion tenian tres nuclettidos de seleccion (E+3). Los cebadores
complementarios a los adaptadores de Hpall-Mspl gque fueron usados en la reaccion de
pre-amplificacion no tenian nucledtido de seleccion (H-M+0), y aquellos utilizados en
la amplificacion sdlectiva tenian tres nucledtidos de selecciéon (H-M+3). Se emplearon
siete combinaciones. La secuencia de los cebadores utilizados fueron las siguientes: 1)
cebadores EcoRI: Primer E+A: 5-GACGGCGTACCAATTCA-3'. Cebadores E+3:
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E32 5'-GACGGCGTACCAATTCAAA-3, E34: 5-GACGGCGTACCAATTCAAT-
3, E35: 5’ -GACGGCGTACCAATTCACA-3, E36: 5'-
GACGGCGTACCAATTCACC-3, E37: 5-GACGGCGTACCAATTCACG-3', EAOL:
5-GACGGCGTACCAATTCAGC-3'. Cebadores Hpall-Mspl: Primer H-M+0: 5'-

GATGAGTCTAGAACGG-3'. Cebadores H-M+3: H-M4: 5'-
GATGAGTCTAGAACGGAGT-3', H-M5: 5-GATGAGTCTAGAACGGAGC-3', H-
M6: 5 -GATGAGTCTAGAACGGACA-3'; H-M7: 5'-

GATGAGTCTAGAACGGACT-3'. Alicuotas de 600 ng de ADN genémico fueron
incubadas durante 4 h a 37°C en una solucion conteniendo 1X buffer OPA, 0,05 mg/ml
BSA, 5mM DTT, 5 U EcoRI y 5 U Hpall (o alternativamente Mspl), en un volumen
final de 50 pul. Dos pl de esta reaccion fueron sembrados y corridos el ectroforéticamente
en un gel de agarosa a 1,5% Yy teflidos con bromuro de etidio para estimar la extension
de la digestion. Los fragmentos fueron ligados a los adaptadores complementarios a los
extremos cohesivos de los cortes de EcoRI y Hpall/Mspl por agregado de 10 ul de la
siguiente mezcla de reaccion de ligacion: 1X buffer OPA, 5 mM DTT, 0,05 mg/ml
BSA, 1 mM ATP, 1 U T4 ADN ligasa, 45 pmol adaptadores EcoRIl y 50 pmol
adaptadores Hpall-Mspl. La reaccion fue incubada durante una noche a 18°C. La pre-
amplificacion se realizd en un volumen final de 25 ul conteniendo: 2 pl de mezcla de
ligacion, 30 ng de cebadores H-M+0 y E+A, 0,2 mM dNTPs, 1 U polimerasa GoTaq
(Promega) y 1X buffer conteniendo Cl,Mg (Promega). El programa de amplificacion
fue el siguiente: 1 ciclo de 30 seg a 94°C, 20 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C, 1
min a 72°C y un ciclo de eongacién fina de 5 min a 72°C. El producto de la pre-
amplificacion fue diluido 1:10 en agua destilada estéril. La amplificacion selectiva se
realiz0 en un volumen final de 25 pl conteniendo: 4 pl del producto de pre-
amplificacion diluido, 0,2 mM dNTPs, 1,2 U Taq polimerasa (Promega), 1X buffer
(Promega), 30 ng primer E+3 y 30 ng primer H-M+3. El producto de la PCR fue
desnaturalizado y resuelto en un gel de poliacrilamida a 5%. Los geles fueron tefiidos

con plata, secados y registrados para su andlisis.

Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados - AFLPs

Los ensayos de AFLPs se redlizaron en colaboracion con la Lic. Ana Ochagavia 'y la
Dra. Silvina Pessino del laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Agronomia

de la Universidad Nacional de Rosario. Para ello se siguio € protocolo de Vos et al.
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(1995) con algunas modificaciones. Alicuotas de 600 ng de ADN gendémico fueron
simultaneamente digeridas con las enzimas de restriccion EcoRl y Msel. Los
fragmentos fueron ligados a adaptadores para EcoRl y Msel y constituyeron las
plantillas para las siguientes amplificaciones. Las secuencias de los adaptadores de
EcoRlI fueron las siguientes: 5'-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3' para€l superiory 5'-
TTA ACC ATG CGT CAG-3 para € inferior. Las secuencias de los adaptadores de
Msel fueron las siguientes. 5- GAC GAT GAG TCC TGA G-3" para € superior y 5'-
ATG AGT CCT GAG TA-3 para € inferior. Los cebadores para la pre-amplificacion
contenian un nucledtido selectivo, E+A y M+A respectivamente. Los productos de la
pre-amplificacion fueron diluidos (1:10) en 10 mM Trisy 0,1 mM EDTA vy fueron
usados como plantillas para la segunda ronda de amplificacion, donde se utilizaron
combinaciones de cebadores para ambos adaptadores conteniendo tres nucleotidos
selectivos, E+3 y M+3, respectivamente. Las secuencias de los cebadores utilizados
fueron las siguientes: 1) Primers EcoRI: Primer E+A: 5 -GACGGCGTACCAATTCA-
3. Cebadores E+3: E32 5-GACGGCGTACCAATTCAAA-3, E36: 5'-
GACGGCGTACCAATTCACC-3, E40: 5-GACGGCGTACCAATTCAGC-3. 2)
Primers Msel: Primer M+A: 5- GAT GAG TCC TGA GTA AA-3'. Cebadores M+3:
M33 5- GAT GAG TCC TGA GTA AAA G-3 M36 5- GAT GAG TCC TGA GTA
AAC C-3', M375- GAT GAG TCC TGA GTA AAC G-3',M385- GAT GAG TCC
TGA GTA AAC T-3'. Entota se utilizaron 14 combinaciones de cebadores de AFLPs.
Los programas de ciclado indicados por Vos et al. fueron utilizados para la
amplificacion. Para aumentar la confiabilidad de los datos, se realizaron por duplicado.
Luego de las amplificaciones, los productos de PCR fueron mezclados con buffer de
siembra 3X (98% (V/V) formamida, 10 mM EDTA, 0,025% (P/V) azul de bromofenal
y 0,025% (P/V) xilen cianol) en proporcion 6:1, desnaturalizados a 95°C durante 5 min
e inmediatamente |levados a hielo. Cinco microlitros de las muestras desnaturalizadas
fueron cargadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamidaa 5% (P/V). Los productos
de amplificacion fueron visualizados con coloracion de plata y digitalizados para €l

posterior andlisis.

Aislamiento y clonacién de los fragmentos de ADN

Una gota de agua destilada estéril se utilizO para humedecer la seccidon del gel que

contiene una banda particular. Las bandas humedecidas fueron cuidadosamente
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separadas del gel mediante el uso de un bisturi estéril. La seccion del gel fue cortada en
fragmentos pequefios y se eluy6 durante la noche a 37°C en una solucién buffer 0,5 M
de acetato de amonio 1 mM EDTA pH 8. El ADN fue precipitado en etanol, y
reamplificado utilizando las mismas condiciones de PCR que se describieron para los
ensayos de AFLPsy MSAP. Todos los fragmentos fueron clonados en pGEM-T ® Easy
Vector System (Promega) y secuenciados por Macrogen Inc. (Sell, Corea).

Anadlisis de los datos de secuenciacion
La anotacion fue realizada a través del andlisis de similitud utilizando las herramientas

de BLAST (Altschul et al., 1997), disponibles en los sitios de Internet: NCBI (National

Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Gramene

(http://www.gramene.nim.nih.org/). Se localizaron las secuencias ortélogas en €
genoma de Arabidopsis utilizando las herramientas de BLAST en € sitio TAIR (The
Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org).

Analisis de representacion de retrotransposones en las bibliotecas de ESTs

Se realiz6 un andlisis in silico para la deteccion de secuencias similares o conocidas de
retrotransposones en las genotecas de pasto lloron obtenidas por € grupo de trabao
(Cervigni et al., 2008a). Se utilizo la base de datos de TIGR (J. Craig Venter Institute,
http://www.jcvi.org)  con  secuencias de  retrotransposones de  maiz
(http://maize.jcvi.org). Se eligié la base de datos de maiz ya que es la especie mas
emparentada con € pasto lloron dentro de las gramineas cultivadas presentes en las
bases de datos. Las secuencias de las cuatro genotecas de ESTs de E. curvula (ver
Introduccién) se compararon con la base de datos utilizando €l agoritmo BLAST y
comparando la secuencia de nuclettidos de los fragmentos contra la base de datos de
secuencias nucleotidicas (BLASTn). Se tomaron dos criterios para considerar la
similitud entre dos secuencias: Scarel00 y e Value < ¢ °. Los resultados se
expresaron en valores porcentuaes (cantidad de secuencias que presentaron

similitud/cantidad de secuencias en cada biblioteca).
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Resultados y Discusion

Analisis de la variacion en la expresion de la apomixis en un somaclon tetraploide

de E. curvula

La progenie de la planta UNST9330, regenerante primaria (Ro) obtenida por cultivo in
vitro de inflorescencias (Echenique et al., 1996b; Polci, 2000), mostré en €l afio 2007
uniformidad en sus patrones de RAPDs y fue idéntica a la planta madre (Figura 4.4B),
lo cual es evidencia de reproduccion asexual (apomixis). Esta planta habia presentado
un grado considerable de progenie variable en las primeras floraciones luego de ser
extraida del tubo de cultivo in vitro (Figura 4.4A). La similitud en patrones de
isoenzimas de peroxidasas de algunas de las progenies de esta planta con plantas del cv.
Don Pablo o Kromdraai, junto con evidencias cromosomicas, indicarian la existencia de
reproduccion sexual en algin grado en esta planta. No es posible, sin embargo, descartar
algun tipo de cambio adiciona (variacion somaclonal) debido a cultivo in vitro,
probablemente de naturaleza epigenética. Estos resultados, anteriores y actuales,
tomados en conjunto, indicarian que las plantas de Eragrostis curvula que se
reproducen por apomixis, ante circunstancias que parecen ocasionar choques gendémicos
(cultivo de tgidos, duplicacion cromosomica), presentan indicios de reproduccion
sexual. Luego de un tiempo, la sexualidad se silencia, por un mecanismo que

desconocemos, y comienza aincrementar el nivel de reproduccion apomictica

Otra posibilidad seria un incremento en la capacidad de producir hibridos BllI
(fertilizacion de una ovocélula no reducida) ante e cultivo de tgidos. Dos de las plantas
descendientes de UNST9330 presentaron 64 y 70 cromosomas, respectivamente.
Podrian haberse originado por la union de un gameto no reducido de la planta
apomictica tetraploide (2n=4x=40) con otro reducido de aguno de los cultivares

disponibles en e invernadero.
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Figura 4.4. Pruebas de progenie de la planta UNST9330, (A) en su primer andlisis con
isoenzimas malato deshidrogenasas y peroxidasas (afio 1998), 1. control cv.
Tanganyika, 2 a 9: descendientes R; de planta UNST9330, 10: planta UNST9330,
(Tomado de Polci, 2000) y (B) Patrones de amplificacion de RAPDs de 20 individuos
de la progenie de UNST9330 (afio 2007).

Andlisis de la variacion genética y epigenética ocurrido en las plantas colchiploides
en cuatro afos (2003-2007)

Para este estudio se utilizO ADN de plantas extraido en los afios 2003 y 2007 de manera
de estudiar los patrones de AFLPs y MSAP y evaluar la ocurrencia de cambios
genéticos o epigenéticos en las plantas en € transcurso de esos cuatro afios. Se trabaj6
con ADN de la planta UNST1131 (C) y de una planta del cv. Tanganyika (T). La otra
planta colchiploide (UNST1112) no pudo ser incorporada al estudio dado que el ADN
del afio 2003 presentaba un cierto nivel de degradacion. Por € mismo motivo no se
incluy6 la planta UNST 1122 (diploide sexual).

En la Figura 4.5 se muestran algunos de los patrones de amplificacion obtenidos a partir

de las plantas UNST1131 y Tanganyika con cuatro afios de diferencia, con las técnicas
de MSAP (A) y AFLPs (B).
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Primers M38-E33 Primers M38-E36 Primers HM5-E46
A TicCl1T2CcC2 T1Cl1T2C2 B T1m C1hT2mC2h T1im C1hT2mC2h

C ‘Tl D 1
1 c1
T2 | T2
c2 e
I I 1
0,81 0,83 0,86 088 0,90 057 063 0,68 073 078
Coeficiente Coeficiente

Figura 4.5. Patrones de amplificacion de AFLPs (A) y MSAP (B) y relaciones de similitud
obtenidas con AFLPs (C) y MSAP (D) de los genotipos Tanganyika (T) y UNST1131 (C).
L as muestras corresponden al ADN del afio 2003 (1) o del afio 2007 (2) digeridas con las
enzimas Mspl (m) o Hpall (h).
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Se contaron un total de 174 bandas de AFLPs para ambas plantas detectandose un total
de 38 bandas polimorficas (22%) que se distribuyeron en las categorias resumidas en la
Tabla4.2.

La Tabla 4.2 indica que hay sectores gendmicos cuya secuencia era polimorfica entre
las plantas T y C hace cuatro afios, y que contintan siendo polimérficas hoy en dia
(patrones conservados en € tiempo). Otros sectores gendmicos cambiaron su secuencia
genética en estos cuatro afos, pero la cambiaron de manera idéntica en las dos plantas,
lo que sugiere que no se tratdé de una mutacion a azar, sino que involucrg sectores
especificos del genoma que sufrieron la misma modificacion (patrones conservados
entre plantas). Estos cambios consistieron preferencialmente en la aparicion de bandas
(patrones 0/0/1/1). Es importante notar que del total de polimorfismos observados, €
23,7% involucran los mismos loci variando en e tiempo de la misma manera
(variaciones conservadas) en las dos plantas. Otros sectores sufrieron modificaciones
genéticas en estos cuatro afos que fueron particulares para cada planta (patrones no
conservados entre plantas ni en e tiempo) (60,5% de los patrones polimorficos). Si se
consideran los patrones afectados en el tiempo sobre € total de bandas representan un
18,4% (32 de 174).

A fin de andizar la evolucion del genoma de las plantas en e tiempo de manera
individual se consideraron los polimorfismos de a pares, comparando la variacion
tempora (2003 vs. 2007) y entre plantas (Tabla 4.3). Estos resultados indican que
ambas plantas variaron de manera similar a lo largo del tiempo. En ambas plantas

predomind la aparicion de bandas por sobre la desaparicion.

Estos datos indican que en e lapso de cuatro afios el 89% del genomadelaplantaT se
mantuvo constante, mientras que un 11% present6 algun tipo de variacion genética. La
planta T no fue sometida a ninguin tratamiento, aunque no podemos descartar que al ser
una planta perenne en estos afios haya estado sometida a situaciones cambiantes del
medio ambiente que hayan implicado algun tipo de estrés, o que las respuestas del
genoma a estimulos externos e internos sean mas frecuentes de lo pensado. Con
respecto a C, un 87,4% de su genoma permanecio estable, mientras que un 12,6% del

mismo vario.
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Tabla 4.2. Andlisis de bandas de AFLPs polimérficas de una plantadel cv. Tanganyika
(T) y dela planta UNST1131 (colchiploide, C), comparando muestras de ADN del afio
2003 y 2007. Los vaores O y 1 representan ausencia o presencia del marcador,
respectivamente. El orden de las muestras es T(2003), C(2003), T(2007) y C(2007).

Patrones variables entre plantas y conservados en el tiempo
(0/2/0/2)

(/0/1/0)

Total

Patrones variables en el tiempo y conservados entre plantas
(0/0/11)

(1/2/0/0)

Total

Patrones no conservados entre plantas ni en el tiempo

o WwWw

15,8%

23,7%
60,5%

N

OlwWwOoNN

w

Total de polimorfismos 100%

Tabla 4.3. Andlisis de bandas de AFLPs polimoérficas de la planta UNST1131 (C) y de
unaplanta del cv. Tanganyika (T). El andlisis se realizé comparando de a pares e ADN
de cada planta en los dos afios de muestreo (2003 vs. 2007). Los valores 0 y 1
representan ausencia o presenciadel marcador respectivamente.

Tipo de patron Planta T Planta C

Sin cambio en el tiempo

(1/1) 145 144

(0/0) 9 8

Tota 154 89% 152 87,4%
Cambios en el tiempo

(0/2) 12 14

(1/0) 7 8

Tota 19 11% 22 12,6%
Total 173 100% 174 100%

Del andlisis de los patrones de AFLPs en conjunto y de a pares se puede llegar a las
siguientes conclusiones.

- De los patrones polimérficos entre plantas (22% del total de bandas) € 15,8% se
mantiene en & tiempo.

- Del total de polimorfismos observados, € 23,7% involucran los mismos loci que
varian en € tiempo de la misma manera (variaciones conservadas) en las dos plantas

- En estos patrones que varian en e tiempo pero se mantienen entre plantas predomina
la aparicion de bandas (7 de 9).

- Ambas plantas se mantienen relativamente estables en el tiempo (89-87,4% de bandas

invariables en e tiempo).
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En la Figura 4.5C se presentan las relaciones de similitud obtenidas con AFLPs de las
plantas Tanganyika (T) y UNST1131 (C), utilizando ADN del 2003 (1) y del 2007 (2).
De su andlisis se desprende que los ADN de ambas plantas extraidos en € 2003 son méas
similares entre si que los actuales. Ambas plantas han cambiado genéticamente pero
muchos loci 1o han hecho en forma independiente, de manera que ahora las plantas son
mas diferentes genéticamente. Es importante recordar que UNST1131 proviene de
Tanganyika, después de una dihaploidizacion seguida de una duplicacion con

colchicina

El andlisis detallado de las bandas polimérficas observadas en los experimentos de
MSAP se muestra en la Tabla 4.4. Se nombran como E los sitios metilados en citosinas
externas, | los sitios metilados en citosinas internas, D los sitios desmetiladosy M si
ambas citosinas se encuentran metiladas o existen cambios en la secuencia de

nucledtidos en € sitio de corte.

Tabla 4.4. Andlisis de bandas polimérficas utilizando la técnica de MSAP comparando
Tanganyika (2003), UNST1131 (2003), Tanganyika (2007) y UNST1131 (2007). El
estado de metilacion se indica con las letras: |: metilado en citosinainterna, E: metilado
en citosina externa, D: sitios desmetilados y M: full metilada en ambas citosinas o
cambio de secuencia en el sitio de corte.

Patrones variables entre plantas y conservados en el tiempo
(M/E/M/E)

(D/E/DIE)

(I/D/1/D)

Total

Patrones variables en el tiempo y conservados entre plantas
(E/E/MIM)

(D/DIMIM)

(D/D/1)

(M/M/D/D)

(I/1/M/M)

(1/1/D/D)

(D/D/E/E)

Total

Patrones variables en el tiempo y entre plantas

~NUlR R

10,8%

32,3%
56,9%

WNWOOF WEF MW
N e

(o2}
a1

Total de polimorfismos 100%

Cuando se analizo € patron de metilacion de las plantas mediante MSAP se registro un
total de 274 bandas, 209 (76,3%) de las cuales no presentaron variacion (monomérficas)
y 65 (23,7%) fueron polimorficas.
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Del andlisis de la Tabla 4.4 surge que una parte de las bandas polimorficas variables
entre ambas plantas (10,8%) no ha experimentado ninguna modificacidn epigenética en
estos cuatro afos. Otra parte (32,3%) ha sufrido modificaciones epigenéticas que son de
la misma naturaleza en ambas plantas, predominando las metilaciones (12 de 21 vs. 9 de
21), mientras que finalmente otros loci (56,9%) sufren modificaciones que son tipicas

de cada planta.

En la Tabla 4.5 se consideraron los polimorfismos de a pares, comparando la variacion
tempora (2003 vs. 2007) y entre plantas. De las bandas polimorficas en T, las
desmetilaciones representan el doble de las metilaciones (9,9 vs. 4,7%), e involucran
principa mente desmetilaciones de patrones metilados en la citosina interna (18 de 27).
De las bandas polimérficas en C, las metilaciones son superiores a las desmetilaciones
ocurridas (12% vs. 7%) y las metilaciones involucran principalmente la metilacion
completa de patrones metilados en la citosina interna (16 de 33). Las desmetilaciones
involucran la desmetilacion de los patrones metilados en la citosina interna (11 de 19).
En ambas plantas se observa un mayor nivel de variacion en el tiempo con respecto a
los valores observados con AFLP, presentado la planta C un 14,6% y la planta T un
19%.

De lo anterior se deduce que, considerando cada planta de manera individual, hay varios
loci que cambian, mayormente desmetilandose, pero hay un subgrupo de loci que

cambian igual paraambas plantas, y estos principa mente se metilan.

Si se construye una matriz con los datos de MSAP y se analiza la similitud epigenética
entre ambas plantas se observa algo interesante: luego de los cuatro afios transcurridos
desde que UNST1131 se origind a partir del tratamiento con colchicina, las plantas han
sufrido modificaciones que las han acercado epigenéticamente (Figura 4.5D). Luego de
estos cambios las plantas son méas semejantes en sus patrones de hemimetilacion de

citosinas externas y metilacion en citosinas internas.

125



Tabla 4.5. Andlisis de bandas de MSAP polimorficas analizados de a pares de la planta
UNST1131 (C) y de una planta del cv. Tanganyika (T). El andlisis se realizo
comparando de a pares € ADN de cada planta en los dos afios de muestreo (2003 vs
2007). El estado de metilacion se indica con letras: |: metilado en citosina interna, E:
metilado en citosina externa, D: sitios desmetilados y M: full metilada en ambas
citosinas o cambio de secuenciaen € sitio de corte.

Tipo de patron Planta T Planta C
Sin cambio en el tiempo

(D/D) 164 172

(E/E) 14 15

(1) 39 34

(M/M) 17 1

Total 234 85,4% 222 81%
Metilaciones en el tiempo

(E/M) 3 6

(/M) 1 16

(DIM) 5 7

(D/E) 3 3

(D) 1 1

Total 13 4,7% 33 12%
Desmetilaciones en el tiempo

(E/D) 4 0

(I/D) 18 11

(M/D) 4 5

(M/E) 1 2

(M/1) 0 1

Total 27 9,9% 19 7%
Total de bandas 274 100% 274  100%

Estos andlisis sugieren que existen cambios en el genoma y epigenoma de estas plantas
en el tiempo, indicando la existencia de una cierta plasticidad en e genoma de estas
plantas. Dado su caracter perenne, es probable que esta plasticidad les permita
reacomodarse y enfrentar situaciones ambientales cambiantes. Se han citado casos de
movimiento de retrotransposones luego de diferentes situaciones de estrés genomico (en
arroz, Hirochika et al., 1996 y en trigo, Echenique et al., 2002). Los dos gemplos
mencionados se refieren a plantas anuales, por lo cual esta situacion no se veria
traducida en cambios genéticos en lamisma planta. En € caso de plantas perennes estos
cambios podrian producirse y conducir a estos resultados (12% de cambios en las
plantas a lo largo del tiempo). Hay que considerar que una planta se ve expuesta a
numerosos estreses ambientales alo largo de su vida. La acumulacién de los efectos de
los mismos, sobre todo en especies perennes, podria conducir a un cierto nivel de

cambios perdurables en € tiempo. Con respecto a los cambios en e epigenoma con €l
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tiempo, varios trabajos mencionan variaciones en la metilacion y en los patrones de
metilacion en € desarrollo de las plantas, incluso en plantas anuales como Arabidopsis
thaliana (Ruiz-Garcia et al., 2005).

En un estudio previo Ochagavia et al. (2009 en prensa) encuentran que € nivel de
metilacion de las plantas tetraploides de pasto llorén es diferente a de la diploide
(planta UNST1122), siendo e de estas Ultimas menor (Tabla 4.6). Si se considera €
patréon de metilacion (I + E + M), no existen diferencias significativas entre las cuatro
plantas, pero en este caso no podemos asegurar en M si |a secuencia esta completamente
metilada o existe una mutacion en la secuencia de nucledtidos en € sitio de corte de la
enzimade restriccion. Por |o tanto, si se consideran solo aquellos patrones de metilacién
“seguros’ (I + E), vemos que la planta diploide UNST1122 presenta un nivel de
metilacion inferior a de las tetraploides. Para discriminar si las bandas consideradas en
M estan completamente metiladas o existe un cambio en la secuencia de nuclettidos
deberia utilizarse una técnica mas precisa como por giemplo € andlisis de secuencias
tratadas con bisulfito (Grunau et al., 2001).

Tabla 4.6. Numero de loci que presentan un determinado estado de metilacion en las
plantas del cv. Tanganyika y en los genotipos UNST1122, UNST1131 y UNST1112
(Tomado de Ochagavia et al., 2009 en prensa). El estado de metilacion se indica con
letras: I: metilado en citosina interna, E: metilado en citosina externa, D: sitios
desmetilados y M: full metilada en ambas citosinas o cambio de secuenciaen €l sitio de
corte.

Estado de Planta
metilacion Tanganyika UNST1122 UNST1131 UNST1112
D 244 239 233 251
| 120 36} 43 125 27} 30 131 20} 44 113 42} 47
E 7 3 24 5
M 77 95 87 66
Total 364 364 364 364

Secuenciacion de las bandas diferenciales

De las bandas amplificadas con las técnicas de AFLPs y MSAP se seleccionaron las
bandas diferenciales més nitidas, se clonaron y se secuenciaron. En la Tabla 4.7 se
presentan las bandas secuenciadas con las homologias halladas en |as bases de datos del
NCBI (BLASTn y tBLASTx en la coleccion de nucledtidos de plantas), TAIR
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(BLASTX; en coleccion de proteinas de plantas) y GRAMENE (BLASTN; sensibilidad
media; Oryza sativa). En e Anexo se encuentran las secuencias de nucledtidos de las
bandas secuenciadas.

De la informacion presentada en la Tabla 4.7 se puede concluir que seis secuencias
mostraron similitud con elementos moviles o repetitivos, una con una proteina
reparadora del ADN en células con xeroderma pigmentosum, una asociada a un
marcador del cromosoma sexual Y de Rumex acetosa y una con similitud a una
secuencia que acta como prion. Xeroderma pigmentosum es una enfermedad
caracterizada por una elevada sensibilidad a los rayos UV resultando en lesiones y
cancer de piel y 0jos, que se debe a unafalla en |os mecanismos de reparaciéon del ADN,

especialmente de escindir dimeros de timina.

La banda correspondiente a locus 1B fue obtenida a través de la técnica de MSAP y
corresponde a una secuencia que se encuentra metilada en la citosina externa en C1
(ADN de UNST1131 del afio 2003) y completamente metilada o con cambio del sitio en
C2 (ADN de UNST1131 del afio 2007). Esta secuencia presenta una alta homologia con
el dominio core integrasa y transcriptasa reversa de retrotransposones. EI mapeo in
silico de esta secuencia en €l genoma de arroz revel 6 que la misma se encuentra ubicada
en el sector distal del brazo largo del cromosoma 12, en la region cercana a las sondas
C901, R1759, C996A, C1069 y C454 que se encontraron ligadas 100% a aposporia en
tres especies de Paspalum (P. simplex, P. malacophyllum y P. notatum) (Pupilli et al.,
2001; Stein et al., 2004). Por lo tanto, esta secuencia es una candidata interesante, dado
que se trata de un retrotransposon que actualmente se encuentra completamente
metilado y no lo estaba en e afio 2003 en la planta colchiploide, pero si |0 estabaen la
planta apomictica. Ademas se encuentra en una region que ha sido asociada
previamente a la apomixis aposporica (Pupilli et al., 2001; Stein et al., 2004). Otras
secuencias también presentaron ata homologia con retrotransposones como |os locus
12A, 12C y 14B. Todas las secuencias mencionadas previamente fueron halladas con
MSAP, indicando diferencias en la metilacion. La relacidn entre apomixis 'y metilacion
ha sido observado también por otros trabajos (Rodriguez y Koltunow, 2005; Kohler et
al., 2003) indicando una regulacion epigenética sobre la apomixis.
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Tabla 4.7. Andlisis de similitud de algunas de las secuencias diferenciales obtenidas por
AFLPsy MSAP utilizando las herramientas de BLAST disponibles en los sitios NCBI,
Gramene y TAIR. Se compararon muestras de Tanganyika (T) y UNST1131 (C) afio
2007 (1) y de cuatro afios atras, afio 2003 (2), cortadas con las enzimas Mspl (m) y
Hpall (h). Los nimeros 0 y 1 indican ausencia o presencia, respectivamente, de banda
en las muestras T1m, T1h, C1lm, C1h, T2m, T2h, C2m, C2h, respectivamente.

C2 full metiladao
cambiasitio

JNBa0003P07

50% de identidad con una
proteinade S cerevisiae con
dominio N-terminal rico en Q
gue actlla como prion.

NCBI e NCBI e
Origen (BLASTN; coleccion de value (tBLASTYX; coleccion de Value
nucleétidos de plantas) nucleétidos de plantas)
(O/Ia/ o |1£|/ 0/0/0) 4346424 0s09g0121600
etilado en O. sativa grupo japonica,
1B citosinaexterna | 4346424 0s09g0121600 ARNmM (completo)
MSAP enCly full Oryza sativa grupo 2% |Laproteina presentaregiones 5%
( ) metilado o japonica ARNm homoélogas a dominio core de
cambio sitio en Integrasay a transcriptasa
Cc2 reversa
EF567062.1
T. aestivum cv. Glenlea, clon
(O Of/l 1{) 0/o/or 1é Q/ ) AY 170863. BAC 1648 464 proteinade
en el timpo,perg | Ticu aeiwim G region genmaca, Soencuentrh
MZSBAP cambios entre Chinese SprISnAgL | 0.15 |presente como region repetitiva | 0.049
( ) plantas metilado cromosoma oA Qlocus en retrotransposones; WHAM-
en citosinainterna | '€9'ON: Secuencia 1(tipo athila); retrotransposon
en las C genémica Sabrina-1(tipo copia);
retrotransposon Fatima-1(tipo
gypsy); y otros
(Vu1/0/U11/1) | AMA472119.2 AK241303.1
3A C1 con metilacion | Vitis vinifera, consenso 063 Oryza sativa grupo japonica, 0.62
(MSAP) | encitosinainterna|VV78X256381.2, ' ADNC. Proteina hipotética con :
y C2 desmetilada | secuenciadel genoma un dominio tipo tirosinasa
(0/]9/ ﬁ/ o/ ﬂllgj/ 1) NM_001060851.1
T1 full metiladao Oryza sativa grupo japonica.
S DQ414511.1
4A cambio .SItIO yT2 Secale cereale, clone 4337460 Qso4g0685200 .
desmetilada, C1 ) 04 Oryza sativa grupo japonica, 0.63
(MSAP) R4-6 secuencia
metilada en e ARNM (parcial). Proteina
citosinainty C2 genomica hi potética con region homéloga
desmetilada con familia peptidasa aspartica
AP008212.
(0/0/1/0/0/0/0/0) | O. sativa grupo japonica,
12A Cl metiladaen | ADN gendmico, ?Qalétmorlﬁl recUrsor Quimera
(MSAP) citosinainternay | cromosoma6. 0.007 |~7 9 ;\1’1”& éllioadi rl:a/LM(w- 11
C2 full metilada o | Regiones genémicas de luteni
L glutenina
cambiasitio cromosoma, 8, 5, 4,
10, 11, 9, 7 de O. sativa.
AC184091.2
Populustrichocarpa clon Popl-
64B3
(QOAVY0) | Acooss1218 dbjJAK 1100361
12B citosinainternay O. sativa grupo japonica, 6 e O. sativa grupo japonica, ADNc. | 0.037
(MSAP) cromosoma 10 clon Lasecuenciaproteicapresenta | 1.7
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Tabla 4.7. Continuacién

NCBI o NCBI o
Origen (BLASTN; coleccién de Value (tBLASTX; coleccion de Value
nucleotidos de plantas) nucledtidos de plantas)
0/0/1/0/0/0/0/0
(Cl metilada en) E'.:081915'1. AM427842.2
12C S Hieracium pilosella, el e )
(MSAP) citos namtgrnay clon HP3B secuencia 1.8 Vitis vinifera, secuencia del 1.5
C2 full metiladao | _. o genoma
o microsatélite
cambiasitio
AJ969546.1
Trebouxia fotobionte,
gen 18S ARNr (parcial),
(oloorvooioro) | TSL gen 58S ARN, AY520575.1 ,
C1 metiladaen | T2y 9en 26S ARNr Rumex acetosa, secuencia el
14B citosina externay (parciad) 5% marcador masculino Y-9. 0,17
(MSAP) C2 full metiladao AY522660.1 0s0290575700 . 1,6
cambiasitio | RUMexacetosa O. sativa grupo japonica,
secuencia especifica del proteina hipotética
cromosomaY, DOP-
PCR/AFLP producto-
433
BT018558.1
Zea mays, clon
(1/1/0/0) ELOlNQ439H08.d
1A1 Banda que secuencia ARNmM - EF108763.1
(NP_001105584.12,3- 6€ T. aestivum, cepa CRB-INRA- | 0.004
(AFLP) desaparece en mutasa CFD-15658 gen proteina Bp2A
nuevas bisfosfoglicerato-
independente de
fosfoglicerato)
A1 (1/1/1/0) AT5G26190
(AFLP) Banda desaparece | no A th_al_l ana, protefina con 0.076
en C2 dominio DC1 [
(/0/11) AC215380.2
4A5 Banda presente en | Solanum lycopersicum, 03 o
(AFLP) C2y ausenteen | cromosoma?2 clon '
C1 C02HBa0090001
BT018967.1
(U/1/0/1) Zea ma)_/s, clon consenso363.F
6A2 secuenciaARNmM
(AFLP) Banda de.l_-;l falta | no (NP_173240.2 proteina familia 0.13
en nucleotidiltransferasa A. thaliana
con 68% de identidad)
NM_180263.2
7A2 (0/0/0/2) A. thaliana, ARNm Gen
(AFLP) Banda presente en | ID: 820890 PBP1 | PBP1 | 0.006 |no
C2 ausente en C1 | (PYK10-binding protein
1)
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Tabla 4.7. Continuacién

TAIR (BLASTX;

GRAMENE (BLASTN;

(LOC_0s09g34190) del
cromosoma 9.

Origen coleccion de proteinas Value sensibilidad media; Oryza Value
de plantas) sativa)
Alta homologia con proteinas de
(0/0/0/1/0/0/0/0) Fetrotrensposnts (0
1B citosina externa _Oryzg sativa grupo - Lamayor homologia en 16 4
(MSAP) en Cly full japonica, proteina 6e cromosoma 12 (1e-23) dacon 1623
metilado o retrotransposon, posible proteinas de retrotransposones
cambio sitioen | clase Tyl-copia (LOC_Os12g01790) d lado de
Cc2 sondas ligadas a aposporiaen
especies de Paspalum
(0/0/2/0/0/0/1/07)
No hubo cambios Baja homologia con proteinas de
- en el tiempo, pero retrotransposones del tipo Ty3
: ' gypsy en cromosomas 11
(MSAP) cambios entre no (LOC_Os11g22430), 1 1.8
plantas metilado (LOC_OsD1g62800) y 8
en citosina interna (LOC_0s08g22540)
enlasC
(V1101111
3A C1 con metilacion no o
(MSAP) | encitosinainterna
y C2 desmetilada
Baja homol ogia con precursor
(0/0/1/0/1/1/1/2) de afa-N-arabinofuranosidasa 1
T1 full metiladao (LOC_0807348750) del
Gt cromosoma 7; proteina
4A C(?gg:gtﬁ :d(;,y(;rlz no hipotética conservada 18
(MSAP) . (LOC_0s10g40324) del '
. mgtl I gda en cromosoma 10; y subunidad alfa
citosinainternay proteosomatipo 7
C2 desmetilada (LOC_0s09g36710) del
cromosoma 9.
(0/0/1/0/0/0/0/0) Alta homologia con regiones
intergénicas de todo €l genomay
12A Cl metiladaen _7_8059981 ABBI173411 algunas proteinas. La de mayor
citosinainternay | |- 8estivum, precursor 1.3 homologia es proveniente de 1e®
(MSAP) C2 full metiladao qﬁgg@ 35&7\/\9/&?8’ . retrotransposones de tipo Ty3
cambiasitio | 2 o e -MW-glutenina aypsy (LOC_Os12g14410) del
cromosoma 12
(0/0/1/0/0/0/0/0) Homologia con regiones
198 C1 metilada en |nt2ergen| cas d:e grorgosomas 1,7
L y 2; y con proteinade
(MSAP) citosinal ntgr hay | no retrotransposon (no clasificada) 0.45
C2 full metilada o LOC_0s10g12010 en e
cambiasitio cromosoma 10
Baja homologia con posible
(0/0/1/0/0/0/0/0) proteinareparadora del ADN de
12C C1 metiladaen célul as xerodema pigmentosum,
citosinainternay | no expresada (LOC_0s08g33082) | 3.1
(MSAP) C2 full metiladao en cromosoma 8 y con proteina
cambiasitio expresada (LOC_0s05906530)
del cromosoma 5.
Homologia (baja) con
(0/0/0/1/0/0/0/0) secuencias intergénicas de
C1 metiladaen cromosoma 10, 7, 3y 1, aunque
14B citosina externa v | no lamayor homologiala presenta 23
(MSAP) C2 full ilad y con acil-coenzyme A tioesterasa, | <
u met', 202 0 posible precursor mitocondrial
cambiasitio
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Tabla 4.7. Continuacién

TAIR (BLASTX; o GRAMENE (BLASTN; o
Origen coleccion de proteinas sensibilidad media; Oryza
Value . Value
de plantas) sativa)
(1/2/0/0) 14532690 AAK 64146.1 0. sativa, regién no codificante
1A1 d Banda que Q.stfhzf“ a’??" posible 2,3- 0.005 |de crom(')soma 5, sin genes 0.0002
(AFLP) lesaparece en T2 | bisfosfoglicerato- Cercanos
y C2 mutasa
15239620 NP197991.1
2A1 (1/1/1/0) A. thaliana, proteina con
Banda que S . 0.4 no
(AFLP) desaparece en C2 dominio DCL1 Proviene
eS2p de: AT5G26190.1p
(Yol NP_001060279.1
4A5 Banda presente en iAf?ﬁsl?gngA Brcl),fggg'l 42 LOC_0s07g42500 O. sativa, 0.12
(AFLP) C2y ausente en ' P ' posible proteinaasociadaala '
Cl APETALA2 senescencia (intrén)
15231009 NP188635.1
6A2 Ban(gil(iéo'll'll) falta A. thaliana, proteina con 57 o
(AFLP) en T2 dominios SNF2 / '
helicasay RING finger
45772999 CR381518.1 .
TA2 (0/0/0r1) A. thaliana, insercién de LOC70310922039 O. sativa,
AFLP Banda presente en ¢ 5 STS 0.94 proteina translocasal posible 2.9
( ) C2 ausenteen C1 Crﬁ?l'nSSF;.(())SféPS v proteina transportadora (intrén)

Rumex acetosa se caracteriza por ser una especi e dioica gue posee cromosomas sexuales
heteromérficos y € macho posee tres cromosomas sexuales (XY1Y3). En € género
Rumex (Poligonaceae) se menciona la existencia de apomixis o poliembrionia (Carman,
1997), sin embargo no se hallaron claras evidencias en la literatura. Aunque no se
hallaron estudios que vinculen la apomixis con la presencia de cromosomas sexuales, la
similitud entre la secuencia del marcador 14B de MSAP y & marcador del cromosoma

Y de R. acetosa no degja de ser un punto de partida para nuevas observaciones.

De ocho secuencias analizadas por la técnica de MSAP seis mostraron similitud con
retrotransposones y de cinco secuencias de AFLPs todas mostraron similitud con
secuencias génicas. En ambos casos, cada vez que se obtuvo una homologia fuerte fue
con retrotransposones. Es decir que los cambios de metilacion en € tiempo parecen

estar ocurriendo en elementos transponibles.

Los cambios detectados con las técnicas de AFLPs y MSAP podrian atribuirse a la
actividad de retrotransposones, cuyo movimiento, no azaroso, como se desprende de los
resultados encontrados por Mecchia et al. (2007), podrian estar afectando una o varias

regiones determinantes del modo reproductivo.
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Retrotransposones en genotecas de ADNc de pasto lloron

La posibilidad de contar con genotecas de ESTs de plantas de una serie que reline, en un
mismo fondo genético, diferentes niveles de ploidia y distinto modo reproductivo (cv.
Tanganyika, UNST1122 y UNST1131) representa una excelente herramienta para
evaluar € estado de actividad de los elementos moviles en e genoma de las mismas.
Para ello se buscaron secuencias de retrotransposones conocidos 0 potenciales en una
base de datos de secuencias (TIGR) y con € uso del algoritmo BLAST (BLASTN) se
buscaron secuencias similares en las genotecas de unigenes y de ESTs de pasto Iloron.
Los resultados se expresaron como cantidad de secuencias en las genotecas que
presentaron similitud con secuencias de retrotransposones 0 potenciales

retrotransposones como porcentaje del total de secuencias en cada genoteca.

De los dos criterios que se tuvieron en cuenta para establecer € limite de similitud
(Score> 100 y e-Vaue < €™°), en ambos casos los valores relativos fueron similares,
aunque en el segundo caso, a ser menos restrictivo los porcentajes de secuencias con
similitud fueron mayores. Lo mismo acontecio al utilizar 1as genotecas de unigenes y
ESTs, los valores relativos fueron similares y los porcentajes fueron mayores en e caso
de las genotecas de ESTs. En la Tabla 4.8 se muestran los resultados de este andlisis
como porcentgle de secuencias de unigenes que presentan similitud con
retrotransposones sobre el total de unigenes.

Tabla 4.8. Fraccion de unigenes de inflorescencias y hojas de pasto llorén que
presentaron similitud con secuencias conocidas de retrotransposones o similares
presentes en | as bases de datos de TIGR de maiz (%).

Genoteca  Score > 100 e Value<e?®  Genotipo (6rgano utilizado)

ECO1 0,81 0,98 UNST 1122 inflorescencia
ECO02 0,43 0,56 Tanganyikainflorescencia
ECO3 0,84 0,84 Tanganyika hojas

ECO4 1,08 1,20 UNST 1131 inflorescencia

L os resultados de este andlisis indican que en la genoteca de inflorescencias de la planta
Tanganyika (tetrapl oide apomictica) existe un porcentaje menor de secuencias similares
a retrotransposones transcripcionalmente activos en comparacion con las genotecas de
inflorescencias de las plantas UNST1122 (diploide sexual) y UNST1131 (tetraploide
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altamente sexual, ya que las genotecas se redizaron en € afio 2003). El test de Chi
cuadrado de comparacion de medias de a pares, indica que las diferencias observadas
son atamente significativas. La mayor actividad de retrotransposones observada en las
plantas sexuales podria deberse, en funcion de todo lo expuesto previamente, a las
situaciones de estrés por las que pasaron durante e cultivo in vitro y posterior
tratamiento de poliploidizacién. También se observa, al igua que en otros trabgjos, una
mayor expresion de secuencias de potenciales retrotransposones en genotecas de hojas

comparado con aquellas de inflorescencias (Echenique et al., 2002).

Otros resultados del grupo de trabajo

En & afio 2008 se publico la construccidn y caracterizacion de cuatro genotecas de
ESTs (Cervigni et al., 2008a), mencionadas en varias oportunidades en esta tesis. Este
estudio a nivel del transcriptoma permitio formular una hipotesis acerca de la expresion
de laapomixis en la serie euploide. La misma se basa en la existencia de un grupo de 50
genes que muestran una expresion aumentada luego de la poliploidacion. Estos genes no
estarian activos en € diploide sexua ni en € tetraploide apomictico y podrian ser €
nexo entre la poliploidiay la apomixis. La hipétesis de Cervigni et al. (2008b) seria que
se requiere de una reestructuracion del transcriptoma para mantener la sexualidad en los

poliploides, siendo la apomixis, probablemente, debida a unafalla en este mecanismo.

Nueva hipotesis

Los resultados de esta tesis apoyarian esta hipotesis con la salvedad de que, luego de un
tiempo, por algunarazon, la sexualidad se silenciay comienza a predominar en la planta
la apomixis. Como seinformaraen e Capitulo 1 en & banco de germoplasma de USDA
(Estados Unidos) se encuentran materiaes tetraploides sexuaes (Voigt, 1976). Uno de
ellos, Pl 574506, desarrollado por un programa de mejoramiento de Texas, fue recibido
en € afo 2008 y sembrado en € invernaculo del CERZOS-UNS. El andlisis reciente de
160 sacos embrionarios, realizado entre septiembre y octubre de 2008, demostré que
este genotipo es completamente sexual. Si bien se continuaran los estudios esta
evidencia pareceria indicar que existe una diferencia entre las plantas colchiploidesy €l

Pl 574506, completamente sexual (ausencia total de sacos embrionarios apomicticos).
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Esta diferencia podria estar dada por la presencia, en las plantas apomicticas, de una o

dos regiones sujetals a control epigenético.

Siguiendo con este andlisis surge que la planta diploide de la serie euploide tendria la/s
region/nes determinante/s del carécter. Aunque la apomixis no se manifiesta en €
diploide ni en su progenie diploide, dado que nunca se observaron en estas plantas
evidencias de este tipo de reproduccion, lals regién/es estarian presentes. Al aumentar €
nivel de ploidia, en € tetraploide de reciente formacion, la sexualidad aln se expresaria.
Si las plantas carecen de la region de diplosporia, permanecerian sexuales. Al estar

presente estaregion, se silenciariala sexualidad y se expresaria €l carécter.

Conclusiones

Las plantas diploides de Eragrostis curvula son completamente sexuales. Las plantas de
mayor nivel de ploidia son, en general atamente apomicticas. Algunas plantas
tetrapl oides pueden presentar sexualidad en alto grado, como las col chipl oides recientes.
Otras son completamente sexuales, como & material Pl 574506 del USDA. Estas
evidencias indicarian la existencia de una region (o dos) determinantes del caracter
apomixis. Estals region/es estarialn ausente/s en las tetraploides completamente
sexuales. Las plantas apomicticas pueden desreprimir la sexualidad ante situaciones que

provoquen choques genémicos, indicando un control epigenético del caracter.

La/s region/nes también estarian presentes en la planta diploide de la serie euploide,
pero no se expresa. Una hipotesis para explicar este fendmeno podria basarse en los
mecanismos de silenciamiento que existen en las plantas dependientes del nimero de
copias de ciertos genes. Este mecanismo es dependiente de los ARN de interferencia,
ARNI (Yang et al., 2007). Los ARNi cumplen un rol muy importante en la regulacion
génicay también en larespuesta a estreses (Sunkar et al., 2007)
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Anexo

Tabla A.1. Primers EST-SSR detallando € tipo de microsatélite (di: dinuclebtido, tri:
trinucledtido, tetra: tetranucledtido y penta: pentanucleétido), la secuencia de los
primersizquierdo y derecho (left y right) y e tamario del amplificado esperado (en pb)

Nombre Tipo Left Primer Right Primer Tamarno
EO1 tri AGAGGCAGCAGAGCAGAC ATTTAGAGGAGGTGGAGGAAC 291
EO2 tri GTTGCTGCTCTTGTCGTT CCGTTTGTCTTATGTTACCTG 227
EO3 tri GAATACTGCGACAATCAAA ATCTTCCTCCAATGACCT 325
EO4 penta CACACCGACAAGAAGAAGTAG ATTGATTGAGCACTGGTTTC 251
EO5 penta CAACCCTACCTACATCCACT GGGCTTTCAGTTCCAATAA 276
EO6 di AGGAGGTGTTGGGAAGAG ATAAGCAGGAGGAAAGGAAA 338
EO7 tri  AAGAGGACACCAACAAACC GGAGGAGGAGAAGGAGAAG 146
EO8 tri GTAATCAATCAAGTTTCGGAG GCTCACAACCATTCCCAG 289
EO9 di AGAGGTGGGCTGATGTTT TTTGAGTTCCTTCTCCTTCTC 377
E10 di AGAAGGAGAATGGGAGCA TTTCAGGGATAACTTGGATTT 190
Ell tri TCTCCCACCCTTCTTCTC ATCATACTCCTCCTCCTCCTC 145
E12 di ATCTTTCTTGGCTGGTTCA TTTGATTACGGACCTTGTGT 213
E13 tri TGGAACACATACACAAGGG CATTTACCCACCAAAGCA 292
E14 penta ACTACCACTAATCTCGCCTTT GTGACAGCCTCTTTCCAAC 255
E15 tri CTTAGCACTTCCCTCCTTG AGTATTCCATCAACTCTGCC 398
E16 penta TGCCATCTCTTCCAGCAC TACTCATTCCCAGCCTTATC 210
E17 tetra AGTAGTGACCGTTATTTGTGATT CCGTTTGTCTTATGTTACCTG 161
E18 di TCCATCCACAAATAAGCC CAAGGAAAGACATTACGAGAA 245
E19 penta CTGTGGATGAGTTTGAGGAG AGAGAGAGAGAGAAAGCCTGA 377
E20 di AATAGTGCCCAAGAGCCA AGTCAAAGTCATCGTCTGTTT 400
E21 tri GAAAGAAGAGAAAGAAGAGGG CACTGAAGAAGGTGTTGAAAG 293
E22 tri TCACTTCTCCTTTCTCCCTC GGGTTCATCTTCATTAGCAG 265
E23 tri  TCTAATCTAATCCCTCGCC CGATGACAGAAGTAGGCAC 373
E24 tri  TCTCCAACACGCCACGAC CAATCCACTACAAGAAACCAC 193
E25 penta CCGTAAGAAAGAACGAAA ACAGAGGAGGTCAATGTCAG 248
E26 tetra AGAGAGAGCAGAGAAATAGGG ATCCAAATCCACTAAAGCAG 290
E27 tri TCTCCCACCCTTCTTCTC GACGGCTAACAATCAACAG 260
E28 tri GGGCTTGCTGTGTTGAGG TGAAGACGAGGAGGATGA 264
E29 tri TTCCAAGCACGACTGACT AACCCATCTTCTTCTTCTCC 309
E30 tri ATCAGAGGAAGGGAAGGAA AAGATGAGGTAGAGGATGAGG 357
E31 tri GTTATCATCGCAGTCTCTTTC GTCCTCATCTTTGCCAGTT 193
E32 tri GTCTAAGGCAGTGGCATC GCTAAAGAACTCATCAACCAA 352
E33 tri CTCTTGCTGGCTGGCTGCT TATCGTGTCTTCCTTCACATC 219
E34 tri CCTCTCCCTTTCCTCACT AGGCTGATGGTCGGTGGA 397
E35 tetra AGCGATAGGTCAGGTCGT CACAGCAGCACAGCCACA 221
E36 di TTGCTACCGAACTGTGAACT TTACTCAATCTATCCATCCAAC 310
E37 tri CATAAAGATGATGACGAGTGG GCAAAGAGAAAGAAGAAGAAGA 237
E38 tetra GCACATACAGATTGGCAG TCGTAGCGTCAGCAGCGT 246
E39 tetra CATTCGCAGCACATTCCA ACAGCAGCACAGGTAGACA 156
E40 di TTTCGTCGTCATCAGTTC TCTATCACATCCATCACTTCC 314
E41 tri CTTCACTCCACTCTGCTTTC ATCCGTTCCGTTCGTCAG 254
E42 tetra GTGGGTATGGTGTATGGATT GGATAGTTCGTTCATTTGCT 399
E43 tetra CAACCCTCAACTATGTGCT GCTGTGTGTGAATCTTGTC 202
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Tabla A.1. Continuacion.

Nombre Tipo Left Primer Right Primer Tamarno
E44 di CGTAGAGAGAGAGGAGAGGG CTGGCTTACACAAGACTGCT 283
E45 tri CACTTGGTGCCCGATGAC CTTATTACGCTGGTGAACAAA 389
E46 tri ATTCGCTCCATCTATTCCTG ACGACCACTTCTCCTGAAC 271
E47 tri GAACATACAGACACGCATTAC GGAGAAGACCACGAAGAAG 300
E48 tri TGGTGGGAGAGAAACTGTAA GGATGTAGAAGAAGCAGCAC 289
E49 tri GCTGACAAGATGGTGAAGA CACTGAGACGAAGATGATG 267
ES0 di GCACCTTACATACGCAGTTTC CCTTTGGAGTTGGGACTT 333
E51 di CATAATCTGCTCTGTTTGGA AACTTTCTTCGTAACCTCCTT 329
E52 tetra TTAGACACGAGGAACTCACC GCCACAACCAGTCCATAA 234
E53 tri AGGATGAGGAGAAGAAGGAG TAGGGACAGGCACAGTATTT 270
E54 penta GTGGTAATCAATCAGAAGGG CAGCACCCAGAACAACAG 367
ES5 penta ACAGGAAGAAGAGGAGAAGAA GAGTGCGGTTCAGTGTTG 219
ES6 tri GACCATCTCTTCCTCTCCA CGTCAGCATCTCGTTCAG 165
E57 di CGAAACCGAGTAGAATACAAG ACCGTAGTGACCAGATGAG 257
ES8 tri AAAGAGGAGGAAGAAAGAAA  GTATCACATCACAACCAGGCA 286
ES9 tri AAGAACATAGCAACGAGGAA TCAGTCCACATCTCCCTAAC 280
E60 tetra AACCGATACACAATAACCAAA ACAGGTAGCAAGGGTAAAGAC 319

Secuencias MSAP

1B (0/0/0/1/0/0/0/01)

Metilado en citosinaexternaen C1y full metilado o cambio sitio en C2

CGGGAATTCGATTGACNGCGTNCCNNNNNANNNNNNNNGGTCAGTGCGGA
GCGCACCGANCTTCAACTTGGACTCGCCCTCCACGTGCGCTTGGATCTCCTT
GATCGCCTCCACCACACGGTCCTTGGATGGGANNNNGGCCACCCACATGAA
ACGGGTGAGGTCGTCGACGAGCAGCAANAANNACTTGTTCCCGCTCGGAGT
CNCCGGCGTGATCTGTCCACAGAGATCGCCNTGCACCAACTCCAGACGCCG
TTGCGCCCTGAACTCCGCCTGCACCGGGAACGAGGTGCGCCTCTGCTTGCCG
GCCNTGCACGCCTCGCACACCTCCGTCACCTGCCCGAGCTCCGTTCTAGACT

CATCA
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2B (0/0/1/0/0/0/1/0)
No hubo cambios en el tiempo, pero cambios entre plantas metilado en citosinainterna
enlasC

TTGACTGCGTACCAATTCACCACCGCACGCACTAGAGAGAATAAATGAAAG
ATCCTGTGGTAGCTTACTACGGCACGAGAACAACGAAAGCATGCAGCAAGC
CATACCTTCCAACGCTCCGTTCTAGACTCATCA

3A (1/1/1/0/1/1/111)
C1 con metilacion en citosinainternay C2 desmetilada

TGACTGCGTACCAATTCACCCAGTCATCTCTTTTACACCACTGTGGCTTTTCA
ATTGAATTTGGGCATCTACAAAGGCTGCCGCATGGGCTGGCTATTGAGGCCT
AAATTCCAACACGACCCCTACCCTTCCTTCTCTGGAGCTCCGTTCTAGACTC
ATCA

4A (0/0/1/0/1/1/1/1)
T1 full metilada o cambio sitio y T2 desmetilada, C1 metiladaen citosinaint y C2
desmetilada

GATGAGTCTAGAACGGAGCAAGACTCACGGCTTGCTGGCGTGGCGAATCGG
AATCAGCAGGTCGGTGCGCAAGTCGGCTTGAGAGACCGTGCGCGGTGAATT
GGTACGCAGTCA

12A (0/0/1/0/0/0/0/0)
C1 metilada en citosinainternay C2 full metilada o cambiasitio

GANGANNCTANNNNNGACTANGCCAAACGGGCTGTTGTTGGGCTAGAGAA
AGAAGTGTTGTGGCCCATTAACAATTTCTGGAGAAAAGGAAAAGGGAAGG
GGGAAGCAGGCTGGGCCGAGGTGAAAGGAGAATGGGGTTTCGGCCCGAGA
TGGTTCGGGGAAAGGAAAGGTTTTATTCTTTTCTGGAATTTAAACATGAACT
CAAATTTGAATGTGAATTGGTACGCAGTCA

154



12B (0/0/1/0/0/0/0/0)
C1 metilada en citosinainternay C2 full metilada o cambia sitio

GNGNCCGCGGNANTTCGATTGATGAGTCTNNNNNNNNGACTGGGCCGTGGC
GTGTTGGGCTGAGGGAGTTGGTGCAGCCCACGATTGATTCTGGAGAAAAGA
AAAAAAGAAGGGGGAAGCTGGCTGGGCCGAAAGGAGAGGGAGGAGGGTTT
CGGCCCGAAATAGCTTCATGAATTGGAAATAGGTTTATTCNTTTTCTGAGAT
TAAACAGGAACTCANATTCGAATGTGAATTGGTACGCAGTCA

12C (0/0/1/0/0/0/0/0)
C1 metilada en citosinainternay C2 full metilada o cambiasitio

GGAATTCGATTGATGAGTCTAGAACGGACTGTTCATAGCACCCGATATCGG
CCCTACTTGTTGTGTCTCCATGGCCTGCGTTTTGTTGCCATTGAAGCAAGCTA
CTGACGTGTATGTATGAAAATCAATAGTCATGTGCCCATACCGCTATAACCA
CGCCCCTGCATCAATAATACAAATTCTGGATAGAAAACCAGGATCGGCACC
AAAGTTGTGAATTGGTACGCAGTCAT

14 B (0/0/0/1/0/0/0/0)

C1 metilada en citosinaexternay C2 full metilada o cambiasitio

ACGTCGCATGCTCCCCNGNCNNCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGACTG
CGTACCAATTCACATCTAGTTTCAATGAGCATGCACTGTGCAGAGTGTAGAC
CTTGGGGCCTCGGCTCCTCATCTTCCACTTGTGGTCCATGAGCTGATTCCTTT
TGGTTCACTCCGTTCTAGACTCATCA

Secuencias AFLP

1A1 (1/1/0/0)
Banda que desapareceen T2y C2

GATGAGTCCTGAGTAAACGTGGGTGGGATGTTCAGGTGCTCGGAGAAGCTC
CTCACAAATTTAACGTTCTGTACTGTAAGCAAGCAAGATAACTGTTGACAGT
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AAAATTGTCTTTCACTACTTCGCACATAAGGCCTGAGAGATTTGCTTGAGTC
TGTTCAGGACCAAAACTTGGAACACGGTGAATTGGTACGCAGTCA

2A1 (1/1/1/0)
Banda que desaparece en C2

GATGAGTCCTGAGTAAACGGCAATTTCTTGAAATTATTGAAAATTGAGCCTA
GGGTATGATGGTATCAACCACAAATTGAAACAACTTGGTAGGGAATTTTAG
CCGGGAACACAATATATACTAAAAGTATCACAACAGGCATAACATGAGGGT
GACCAAGGTCTGGGGTGAATTGGTACGCAGTCA

4A5 (1/0/1/1)

Banda presente en C2 y ausente en C1

CGATGAGTCCTGAGTAAACTACGCATTTGGTATACTACCGCGGCGGCTGGC
CGGTCAGCGTGGCCGTTTAAACTGTGGGAACATGTATTTTTCATACAGCACG
ACAGCCTGAACCAGTGAATTACCATGTTAGAGGAACAAGCTCACAGCAAAC
AGAAGAAATATTCTCCAGGTAGCGCAGAATTTACTTTGATTTTTGCATCCCC
CCTGGGCTCTAAGAAAGAACAGATCGTACAACCGCTGCTGCTTGAATTGGT
ACGCAGTCTA

6A2 (1/1/0/1)
Bandade Tl faltaen T2

GACTGCGTACCAATTCAAGAAAGCAAATACCTTCCTTCTGCCGAAGTAGAG
GTATTCAGATTTACATTTCAGTCACCACATGCAGGGGAGGCGCGACGGCGA
TTTGGCGGACGCCGGGCAGCGCCCCAGATTTGGCGGACGCTGGGCGGAACC
TGGAAGGTAGAGGATGCTTTAGCGTGTACTGCTGCAACGGGTACCGGGCGG
AGGATCCGCCAAATTTAGGGTACCGGGTCATTTAGCAGGTGCTGTTGCGGTC
AGTCTAACGACCGGTCAGTGTGTGAGTGTCCGGTGGGAGAGATTTGCATGG
CCAAACACGCGAAAGGAAGCGAATCTCGAGCTCCAGCTCGCCCTGACACCG
GAAGCCTGTACGCTCTACACGTATGCTGATCCGCGGGAAAGCGGGATGATT
AGCGTCCGGAATACGACCATCACGGGCGGCAAAGTCTTTTACTCAGGACTC
ATCA
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7A2 (0/0/0/1)
Banda presente en C2 ausente en C1

TGACTGCGTACCAATTCAAGTTTCCAGATCTATGCAGGATTTACAGTTTGTA
AAATAAAATCAATCAGTTTGAGATGACCAGGTAGACAGGGACTTAGTGGTG
ACGTGGTAGTTGTCTCTTGCAACGTTATTTTTTTTTTCTTCTTAAGAGCTAGT
AGCAGACTCTAACTATCAGGCACACTTTTACTCAGGACTCATC
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	El modelo de herencia propuesto por Voigt et al. podría modificarse teniendo en cuenta las pautas más aceptadas actualmente para la clasificación de plantas apomícticas y sexuales. Por lo tanto, se propone un nuevo modelo para el control de la apomixi...
	La siguiente etapa del trabajo de tesis tuvo como objetivo comprobar si durante el periodo 2003-2007 se produjeron alteraciones de tipo genético y/o epigenético en las plantas colchiploides, a fin de explicar la reducción en la expresión de la sexuali...
	Capítulo 4
	Estudios del potencial de plasticidad genómica en plantas apomícticas facultativas
	Antecedentes
	Como se mencionara en el Capítulo anterior, se observó un cambio en la expresión de la sexualidad en las dos plantas tetraploides de Eragrostis curvula obtenidas por duplicación cromosómica utilizando colchicina en semillas de un somaclon diploide sex...
	Posteriormente el grupo de trabajo de la UNS-CERZOS desarrolló protocolos de cultivo in vitro para diferentes cultivares de pasto llorón con el objeto de incrementar la variabilidad natural con fines de mejoramiento (Polci, 2000). Las inflorescencias ...
	Tabla 4.1. Índice de Shannon y Weaver para isoenzimas peroxidasas, estandarizado para cuatro cultivares de pasto llorón, generaciones R0 y R1 (Polci, 2000). Los datos de variabilidad natural fueron obtenidos de Poverene (1988).
	Kromdraai presenta normalmente variación natural ya que es una variedad apomíctica facultativa (Guzmán et al., 1992). Esta variación no incrementó demasiado luego del pasaje por cultivo in vitro. Sin embargo, los cultivares que normalmente no presenta...
	Figura 4.1. Patrones isoenzimáticos de malato deshidrogenasas (A) y peroxidasas (B) de plantas R1 (primera generación obtenida de semillas de plantas regeneradas in vitro) 1: control cv. Tanganyika, 2 a 9: descendientes R1 de planta R0-1, 10:R0-1, 11:...
	Figura 4.2. Patrones de RAPDs de plantas R1 cv. Morpa, analizadas con los primers OPO05 (A) y OPU08 (B) (Tomado de Polci, 2000).
	Como se mencionara previamente, la variación somaclonal se refiere a los cambios genéticos o epigenéticos que aparecen luego del cultivo de células, tejidos u órganos de plantas, los cuales a veces alteran la expresión de genes y pueden modificar el f...
	En algunas gramíneas, la ocurrencia de sequía durante el período en que se desarrolla la meiosis provoca una disminución en la producción de semilla por inducción de androesterilidad (Bingham, 1966), respuesta atribuida al incremento en la concentraci...
	Otros autores también informan cambios en el modo reproductivo de plantas apomícticas frente a situaciones de estrés. Gounaris et al. (1991), encuentran progenie variable en plantas apomícticas de Cenchrus ciliaris (buffelgrass) expuestas a condicione...
	También Davies y Cohen (1992) observan progenie variable en plantas de Paspalum dilatatum (pasto miel) regeneradas in vitro y sugieren una ruptura o disrupción de la apomixis hacia la reproducción sexual. Burson y Tischler (1993), encuentran variabili...
	En trabajos de mejoramiento de pasto llorón llevados a cabo en USDA (Estados Unidos) por el Dr. Paul Voigt se encontraron algunos individuos tetraploides sexuales (ver Capítulo 1). Uno de ellos provino de una semilla producida por un genotipo altament...
	Lo anterior permite plantear algunas preguntas: las situaciones de estrés ¿pueden modificar el modo reproductivo en una planta apomíctica?, ¿existe plasticidad o adaptabilidad en los sistemas reproductivos?, ¿cuál sería la base molecular del o los mec...
	Estrés y variabilidad
	El carácter sésil de las plantas ha sido posiblemente la base para la evolución de sus numerosos mecanismos de respuesta a estrés. Las respuestas generales al estrés involucran vías de detección del estímulo, síntesis de proteínas, detención del ciclo...
	Madlung y Comai (2004) asocian el estrés producido por el cultivo de tejidos a la respuesta a heridas provocadas durante la separación del explanto, alteraciones en los niveles hormonales que pueden provocar la activación de transposones y situaciones...
	Un caso interesante de cambio de reproducción asexual a modo sexual bajo situaciones de estrés es el que sucede en la levadura Schizosaccharomyces pombe. Actualmente se conoce la base molecular de la regulación de este cambio, donde genes involucrados...
	Varios casos han sido documentados en los que el genoma se altera en respuesta al medio ambiente (Evans et al., 1966; McClintock, 1984; Walbot y Cullis 1985; Johnston et al., 1996). Los ejemplos incluyen la evolución adaptativa en Escherichia coli, la...
	El supuesto básico es que el genoma es variable y puede ser reorganizado en respuesta a diversas situaciones de estrés (Walbot y Cullis, 1985; Roth et al., 1989; Cullis, 2003). Sin embargo, no todo el genoma es igualmente sensible a estos cambios, de ...
	Las variaciones en el ADN inducidas por el medio ambiente son generalmente de carácter transitorio. Bajo determinadas condiciones, sin embargo, pueden ser de carácter permanente y, por tanto, transmitidas a las siguientes generaciones (Cullis, 2003).
	Elementos transponibles o transposones
	Un transposón es una secuencia de ADN que puede moverse autosuficientemente a diferentes partes del genoma de una célula, fenómeno conocido como transposición. En este proceso, pueden causar mutaciones y cambio en la cantidad de ADN del genoma. Existe...
	La expresión de los retrotransposones vegetales mejor caracterizados no es constitutiva. En general, la mayoría se activan por situaciones de estrés o factores ambientales, tales como el cultivo in vitro o la respuesta a heridas (Hirochika et al., 199...
	La fracción del genoma que involucra retrotransposones incrementa con el tamaño del mismo, desde el arroz, que es el cereal con genoma más pequeño (430 Mb, ~14% LTR retrotransposones, Tarchini et al., 2000), el maíz con un genoma intermedio (2500 Mb, ...
	Los elementos transponibles son la mayor fuente de variación genética, que varía desde pequeñas modificaciones en la expresión de ciertos genes a alteraciones cromosómicas. Tomadas en conjunto, estas observaciones llevan a sugerir que los elementos tr...
	Los elementos transponibles juegan un rol clave en las reestructuraciones genómicas. Su potencial para silenciar dinámicamente diferentes sitios del genoma los postula como responsables de la plasticidad en el desarrollo de las plantas. Aunque existen...
	Los retrotransposones activos pueden ser hallados en genotecas de ADNc, es decir que se transcriben y representan un porcentaje importante de las mismas, como fuera informado por Engel et al. (2003), quienes encuentran un 8% en genotecas de maíz. En e...
	Apomixis y epigenética
	Koltunow y Grossniklaus (2003) proponen una hipótesis epigenética para el carácter apomixis, donde este tipo de reproducción se produciría por una desregulación temporal o espacial de un proceso sexual ancestral. Esta desregulación puede ser causada p...
	Dos modelos han sido propuestos para explicar molecularmente la apomixis (Koltunow y Grossniklaus, 2003):
	El modelo de la mutación genética, que predice que un factor regulatorio clave de la reproducción sexual es mutado o se ve alterada su función. Esto llevaría a la desregulación de la vía sexual. La mutación no es totalmente penetrante, ya que los proc...
	El modelo epigenético, que predice que cambios reversibles en la configuración de la cromatina pueden alterar la expresión de genes regulatorios clave, tanto en el tiempo como en el espacio, posiblemente activando las vías apomícticas a diferentes tie...
	Estos modelos no son mutuamente excluyentes, considerando que una mutación en un regulador epigenético puede llevar a la alteración en la formación de la heterocromatina. Algunas evidencias apoyan la teoría de la regulación epigenética de la apomixis,...
	Por otro lado, se han informado algunos casos de apomixis gametofítica en diploides (Bicknell, 1997; Kojima y Nagato, 1997), por lo que la poliploidía no sería un requisito absolutamente necesario para la expresión de la apomixis. Sin embargo, en esto...
	En función de los resultados obtenidos en el capítulo anterior, en esta sección de la tesis se plantearon los siguientes objetivos: 1) analizar los cambios en el modo reproductivo de las plantas tetraploides obtenidas por duplicación cromosómica; 2) c...
	Materiales y Métodos
	Material vegetal
	Se utilizaron las plantas tetraploides UNST1112 y UNST1131 obtenidas por duplicación con colchicina del diploide UNST1122 (Cardone et al., 2006). Como control se utilizó una planta del cv. Tanganyika, ya que de inflorescencias de plantas de este culti...
	Pruebas de progenie con RAPDs
	Amplificación de polimorfismos sensibles a metilación (MSAP)
	Los ensayos de MSAP se realizaron en colaboración con la Lic. Ana Ochagavía y la Dra. Silvina Pessino del laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Rosario. La técnica de MSAP se utiliza para determina...
	Para realizar los estudios de MSAP y AFLPs se utilizó ADN extraído en los años 2003 y 2007 de la planta UNST1131 y de una planta del cv. Tanganyika (la misma en ambos casos) para evaluar la ocurrencia de cambios genéticos o epigenéticos en las plantas...
	Figura 4.3. Esquema de los patrones de metilación posibles en el sitio de corte de los isoesquizómeros MspI y HpaII con sus respectivos patrones de bandas observado en geles de poliacrilamida por MSAP. El corte con HpaII cuando el sitio se encuentra h...
	Los marcadores MSAP fueron obtenidos de acuerdo a Xiong et al. (1999). Se utilizaron los isoesquizómeros HpaII y MspI, sensibles a la metilación, como enzimas de corte frecuente y EcoRI como enzima de corte poco frecuente. La secuencia de los adaptado...
	Los ensayos de AFLPs se realizaron en colaboración con la Lic. Ana Ochagavía y la Dra. Silvina Pessino del laboratorio de Biología Molecular de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Rosario. Para ello se siguió el protocolo de Vos et ...
	Aislamiento y clonación de los fragmentos de ADN
	Una gota de agua destilada estéril se utilizó para humedecer la sección del gel que contiene una banda particular. Las bandas humedecidas fueron cuidadosamente separadas del gel mediante el uso de un bisturí estéril. La sección del gel fue cortada en ...
	Análisis de los datos de secuenciación
	La anotación fue realizada a través del análisis de similitud utilizando las herramientas de BLAST (Altschul et al., 1997), disponibles en los sitios de Internet: NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Gra...
	Análisis de representación de retrotransposones en las bibliotecas de ESTs
	Se realizó un análisis in silico para la detección de secuencias similares o conocidas de retrotransposones en las genotecas de pasto llorón obtenidas por el grupo de trabajo (Cervigni et al., 2008a). Se utilizó la base de datos de TIGR (J. Craig Vent...
	Resultados y Discusión
	Análisis de la variación en la expresión de la apomixis en un somaclón tetraploide de E. curvula
	La progenie de la planta UNST9330, regenerante primaria (R0) obtenida por cultivo in vitro de inflorescencias (Echenique et al., 1996b; Polci, 2000), mostró en el año 2007 uniformidad en sus patrones de RAPDs y fue idéntica a la planta madre (Figura 4...
	Otra posibilidad sería un incremento en la capacidad de producir híbridos BIII (fertilización de una ovocélula no reducida) ante el cultivo de tejidos. Dos de las plantas descendientes de UNST9330 presentaron 64 y 70 cromosomas, respectivamente. Podrí...
	Figura 4.4. Pruebas de progenie de la planta UNST9330, (A) en su primer análisis con isoenzimas malato deshidrogenasas y peroxidasas (año 1998), 1: control cv. Tanganyika, 2 a 9: descendientes R1 de planta UNST9330, 10: planta UNST9330, (Tomado de Pol...
	Análisis de la variación genética y epigenética ocurrido en las plantas colchiploides en cuatro años (2003-2007)
	Para este estudio se utilizó ADN de plantas extraído en los años 2003 y 2007 de manera de estudiar los patrones de AFLPs y MSAP y evaluar la ocurrencia de cambios genéticos o epigenéticos en las plantas en el transcurso de esos cuatro años. Se trabajó...
	En la Figura 4.5 se muestran algunos de los patrones de amplificación obtenidos a partir de las plantas UNST1131 y Tanganyika con cuatro años de diferencia, con las técnicas de MSAP (A) y AFLPs (B).
	Estos análisis sugieren que existen cambios en el genoma y epigenoma de estas plantas en el tiempo, indicando la existencia de una cierta plasticidad en el genoma de estas plantas. Dado su carácter perenne, es probable que esta plasticidad les permita...
	La posibilidad de contar con genotecas de ESTs de plantas de una serie que reúne, en un mismo fondo genético, diferentes niveles de ploidía y distinto modo reproductivo (cv. Tanganyika, UNST1122 y UNST1131) representa una excelente herramienta para ev...
	De los dos criterios que se tuvieron en cuenta para establecer el límite de similitud (Score ≥ 100 y e-Value ( e-10), en ambos casos los valores relativos fueron similares, aunque en el segundo caso, al ser menos restrictivo los porcentajes de secuenc...
	Tabla 4.8. Fracción de unigenes de inflorescencias y hojas de pasto llorón que presentaron similitud con secuencias conocidas de retrotransposones o similares presentes en las bases de datos de TIGR de maíz (%).
	Los resultados de este análisis indican que en la genoteca de inflorescencias de la planta Tanganyika (tetraploide apomíctica) existe un porcentaje menor de secuencias similares a retrotransposones transcripcionalmente activos en comparación con las g...
	Nueva hipótesis
	Los resultados de esta tesis apoyarían esta hipótesis con la salvedad de que, luego de un tiempo, por alguna razón, la sexualidad se silencia y comienza a predominar en la planta la apomixis. Como se informara en el Capítulo 1 en el banco de germoplas...
	Siguiendo con este análisis surge que la planta diploide de la serie euploide tendría la/s región/nes determinante/s del carácter. Aunque la apomixis no se manifiesta en el diploide ni en su progenie diploide, dado que nunca se observaron en estas pla...


