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Resumen

Resumen

El estrés ejerce sus efectos sobre el organismo, no sélo a través de las vias de respuesta
fisiologica, sino también a través de vias genéticas y epigenéticas. Muchos autores
sostienen que el estrés es un factor clave para explicar el papel evolutivo del sexo en los
organismos de modo reproductivo facultativo. Por lo tanto, es esperable que los mismos
se crucen mas frecuentemente bajo situaciones de estrés, facilitando la adaptacion a

ambientes cambiantes.

Eragrostis curvula es un complejo polimorfico donde la mayoria de sus miembros se
reproducen por apomixis, reproduccion asexual a través de semillas, que conduce a la

generacion de progenies genéticamente idénticas a la planta madre.

El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto de diferentes factores que generan
estreses gendmicos sobre la expresion de la apomixis en pasto lloron, como el estrés
hidrico, el cultivo in vitro, la poliploidizacion y la hibridacion intraespecifica. Para ello,
se analizaron sacos embrionarios de plantas de distintos genotipos de pasto lloron luego
de haber sido sometidas a dichas condiciones. Ademas, se realizaron pruebas de
progenie con marcadores moleculares y se analiz6 el nivel de metilacion de los genomas

luego de los diferentes tratamientos.

Antes de evaluar el efecto de situaciones estresantes sobre el modo reproductivo fue
necesario analizar la estabilidad del caracter a lo largo del periodo de floracion,
hallandose que el cv. Tanganyika INTA presenta una sexualidad promedio menor al 2
% en condiciones de invernaculo. Plantas del cv. Tanganyika INTA bajo condiciones de
estrés por déficit hidrico mostraron un 14 % de sacos sexuales, indicando un incremento
de expresion de la sexualidad respecto de las plantas control. Luego de un periodo de
rehidratacion mostraron una sexualidad residual del 5,3 %, indicando una disminucion
significativa de la misma, siendo, sin embargo, significativamente diferente del control.
Se realizaron pruebas de progenie con marcadores RAPDs y se detectaron
polimorfismos solamente en las plantas sometidas a estrés hidrico, aunque en una
proporcién menor a la esperada de acuerdo a los andlisis citoembrioldgicos, indicando
que no todos los sacos embrionarios sexuales producidos dan lugar a plantas viables. El
cv. Tanganyika USDA no evidencié en ningin momento la capacidad de generar sacos
sexuales, clasificandoselo como apomictico obligado. El genotipo facultativo

UNST1131 presentd una proporcion de procesos sexuales del 18,5 % bajo condiciones
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Resumen

de estrés hidrico. Sin embargo este valor no fue significativamente distinto al control
(10 %), debido principalmente a la gran variabilidad observada. Para evaluar efectos
mediados por ABA se realizaron ensayos de aplicacion foliar en plantas del cv.
Tanganyika INTA normalmente regadas. El analisis citoembrioldgico no permitio
detectar diferencias significativas en el nimero de sacos sexuales en relacion con el
control, descartindose momentaneamente a la concentracion de esta hormona como
mediadora del efecto generado por estrés. También se analizd el efecto del cultivo in
vitro realizando diferentes ensayos en los que se vario el tipo de explanto, el medio de
cultivo y la duracion de los mismos. Se evaluaron los cultivares Tanganyika USDA y
Tanganyika INTA. Solo uno de los ensayos (exposicion a medios selectivos) gener6 un
efecto significativo sobre el nimero de sacos sexuales producidos, que incrementaron,
demostrando una cierta plasticidad del caracter en situaciones de estrés. Estos resultados
indicarian que situaciones de estrés previas y durante la etapa de floracion podrian estar
regulando la expresion de la sexualidad en genotipos apomicticos facultativos de pasto
llorén. Es evidente que en los cvs. Tanganyika USDA, Tanganyika INTA y UNS1131

expresan diferentes niveles de apomixis/sexualidad, desde cero a 33%.

Por otro lado, este estudio permitid6 demostrar que no solo las condiciones externas
promueven estreses gendmicos que alteran la expresion de la apomixis en pasto lloron.
Condiciones como la poliploidizacion y la hibridacion intraespecifica también afectan al
modo reproductivo. El andlisis de la expresion de la apomixis a traves del tiempo en
dos hibridos (105 y 60) obtenidos a partir de la cruza entre materiales contrastantes para
el modo reproductivo mostré diferencias en la expresion del caracter. EI primero (105)
mostr6 un comportamiento erratico en las proporciones de procesos
apomictico/sexuales, con estabilizacién del carécter tendiente a una relacion 1:1
mientras que el otro, (60) presentd solo sacos sexuales en las dos primeras floraciones
y una pequefia proporcién de sacos apomicticos en la tercera. Los resultados obtenidos
en las pruebas de progenie mostraron correlacion con los observados por estudios

citoembriologicos.

Dada la relacion entre la apomixis y el ambiente, podria especularse que los genes
involucrados en el modo reproductivo son controlados por factores epigenéticos como
la metilacion del ADN. Se realizaron analisis comparativos sobre los genomas (AFLP)
y epigenomas (MSAP) de varios grupos de plantas con el fin de establecer el efecto de

estreses gendmicos sobre el genoma y epigenoma. Los grupos de plantas comparadas
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fueron: 1) tratadas por estrés hidrico y plantas control del cv. Tanganyika INTA y 2)
plantas hibridas del primer afio de andlisis y luego de tres afios. En el primer caso, no se
hallaron cambios genéticos en el tiempo en las plantas sometidas a estrés hidrico y
control, mientras que las comparaciones con marcadores MSAP permitieron evidenciar
un gran ndmero de marcadores polimorficos debidos a procesos de metilacion y
desmetilacién del ADN entre los dos tiempos de muestreo. Si bien no existe una
diferencia estadistica entre la suma de cambios ocurridos en el tiempo entre el grupo de
plantas control y tratadas, se observé un alto grado de correlacién (R?= 0,7949) entre los
porcentajes de cambios ocurridos en el tiempo y los porcentajes de sexualidad
calculados a través del andlisis citoembrioldgico para cada individuo. En el hibrido 60
no se hallaron cambios genéticos en el tiempo, pero si se hallaron en el hibrido 105. En
el andlisis de los perfiles epigenéticos, el hibrido 60 mostré una mayor proporcion de
procesos de metilacion, mientras que el 105 reveld una tendencia mayoritaria hacia la
desmetilacién del ADN. Esto podria atribuirse a una mayor inestabilidad genémica, que
podria asociarse a un comportamiento mas erratico del modo reproductivo. La
secuenciacion de una muestra de los polimorfismos obtenidos por AFLP y MSAP
mostrd una alta proporcion (55 %) de secuencias sin homologia con regiones conocidas
del genoma, pudiendo tratarse de metilaciones y desmetilaciones en regiones no
codificantes 0 en secuencias del genoma aun no informadas. Las secuencias que
mostraron homologia con secuencias previamente anotadas fueron principalmente

elementos transponibles.

Los resultados aqui presentados y los previos obtenidos por el grupo de trabajo nos
permiten hipotetizar que existe una region determinante de la apomixis, que estaria
ausente en las plantas tetraploides sexuales. La misma podria contener regiones
repetitivas y con redundancia génica que estarian silenciando la sexualidad en plantas
apomicticas. Existen numerosas evidencias sobre el control mediado por pequefios
ARNSs en el silenciamiento de regiones repetitivas y elementos transponibles. Ante
determinadas circunstancias, como condiciones de estrés prolongado, en esta region
podria estar ocurriendo un efecto de des-represion epigenética, permitiendo un aumento
en la proporcion de procesos sexuales. Si bien aun resta trabajo experimental para
comprobar esta hipotesis, los procesos de metilacion y desmetilacion observados y los

elementos transponibles secuenciados serian evidencias preliminares a considerar.
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Abstract

Abstract

Stress affects the organisms generating physiological, genetic and epigenetic responses.
Many authors argue that stress is a key factor to explain the evolutionary role of sex in
organisms with facultative reproductive mode. Therefore, it is expected that facultative
organisms will cross more frequently under stress, facilitating the adaptation to

changing environments.

Eragrostis curvula constitutes a polymorphic complex where most of its members
reproduce by apomixis, asexual reproduction through seeds, which leads to the

generation of progenies genetically identical to the mother plant.

The aim of this work was to study the effect of different factors that generate genomic
stress on the expression of apomixis in weeping lovegrass, such as water stress, in vitro
culture, polyploidization and intraspecific hybridization. For this purpose, embryo sacs
of different weeping lovegrass genotypes were observed after being the plants subjected
to these stress conditions. Moreover, progeny tests were conducted by using molecular

markers and the genome methylation status after different treatments was also assessed.

Before evaluating the effect of the mentioned stressors on the reproductive mode it was
necessary to analyze the stability of the trait throughout the flowering period, finding
that plants of the cv. Tanganyika INTA growing in the greenhouse exhibited an average
of sexuality less than 2 %. Plants of this cultivar subjected to water stress showed an
average of 14% of sexual embryo sacs, indicating an increased expression of sexuality
compared to control plants. After a rehydration period these plants showed an average
of sexuality of 5.3 %, indicating a significant reduction in the number of sexual embryo
sacs, being, however, significantly different from control plants. Progeny tests were
performed with RAPDs markers detecting polymorphisms only in plants subjected to
water stress, although in a less ratio than the expected according to the cyto-
embryological analysis, indicating that not all the sexual embryo sacs produced develop
into viable plants. Plants of the cv. Tanganyika USDA did not show at any time the
ability to generate sexual embryo sacs and being classified as full apomictic one. The
facultative genotype UNST1131 showed an expression of sexual processes of 18.5 %
under water stress conditions, however this value was not significantly different to the

control (10%), mainly due to the large variability exhibited by this material. To assess
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effects mediated by ABA, foliar application were performed on normally watered cv.
Tanganyika INTA plants. The cyto-embryologic analysis was unable to detect
significant differences in the number of sexual embryo sacs compared to the control,
dismissing for the moment the hormone concentration as a mediator of the effect
generated by stress. The effect of in vitro culture was also analyzed performing different
tests in which the explant type, culture media and time under culture were changed.
Tanganyika USDA and Tanganyika INTA cultivars were evaluated. In only one of the
trials (exposure to selective media) a significant effect on the number of sexual embryo
sacs was observed, which increased, showing a certain plasticity of the trait when the
plants were growing under stress conditions. These results indicate that stress situations
before and during the flowering stage might be regulating the expression of sexuality in
facultative apomictic genotypes of weeping lovegrass. It is evident that Tanganyika
USDA, Tanganyika INTA and UNS1131 cultivars express different levels of

apomixis/sexuality ratios, from zero to 33%.

This study also demonstrated that not only external conditions promote genomic
stresses that alter the expression of apomixis in weeping lovegrass. Conditions such as
intraspecific hybridization and polyploidization also affect the reproductive mode. The
analysis of the expression of apomixis over time in two hybrids (#105 and #60)
obtained from crosses between sexual X apomictic materials showed differences in the
expression of the trait. The first one (#105) showed an erratic behavior in the ratio of
apomictic/sexual processes, ending after two years with a ratio of 1/1, while the other
(#60), only showed sexual embryo sacs on the two first blooms and a small proportion
of apomictic embryo sacs during the third one. The results of progeny tests correlated

very well with the cytoembryological observations.

Given the close relationship between apomixis and environment, it might be speculated
that the genes involved in the control of the reproductive mode could be subjected to
epigenetic regulation, involving DNA methylation in some way. Comparative analyses
at genomic (AFLP) and epigenetic (MSAP) levels were performed on different groups
of plants in order to analyze the effect of genomic stresses. The groups compared were:
1) plants under water stress and normally watered plants (control) belonging to cv.
Tanganyika INTA,; 2) recently hybridized plants (first blooming) and the same plants in
the third blooming period. In the first case (water stressed vs. control plants), no genetic

changes over time were observed while comparisons with MSAP showed a large
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number of polymorphic markers due to processes of DNA methylations and de-
methylations, showing a high correlation level (R2 = 0.7949) between the percentages
of changes over time and the number of sexual embryo sacs. In the hybrid #60 no
genetic changes were detected as it was in the #105. However, the analysis of
epigenetics profiles showed a higher proportion of methylation processes in the hybrid
#60 than in #105, while DNA demethylation levels were in the opposite direction. This
could be associated with a higher genomic instability in #105 than in #60 that could be
correlated with an increased erratic behavior of the reproductive mode. The sequencing
of a sample of the polymorphic AFLP and MSAP bands showed a high proportion (55
%) of sequences without homology to previously annotated sequences, being probably
noncoding regions or unknown genes. The other sequences were mainly transposable

elements.

The results presented here and those previously reported by our group allow us to
hypothesize that there is a critical region conditioning apomixis, which would be absent
in sexual tetraploid plants. This region could contain repetitive elements and gene
redundancy that might be silencing sexuality in apomictic plants. Under certain
circumstances, such as long stress periods, the control could be relaxed, allowing an

increase in the proportion of sexual processes.
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Las plantas y el estrés

El estrés, por definicion, es cualquier factor externo que ejerce una influencia
desventajosa en una planta (Frankham et al., 2004). Asimismo, estd compuesto por un
conjunto de respuestas bioquimicas o fisiologicas que definen un estado particular del
organismo diferente al observado bajo un rango de condiciones optimas. En general, las
situaciones de estrés originan en el vegetal una serie de cambios fisioldgicos

compensatorios que van encaminados a mantener las condiciones vitales del organismo.

Debido a su naturaleza sésil, las plantas han desarrollado respuestas metabdlicas
sofisticadas para hacer frente y sobrevivir, en lugar de evitar las condiciones de estrés
como lo hacen los organismos mdviles (Madlung y Comai, 2004). Esto, lleva a que se
vean expuestas a condiciones adversas 0 estreses que perturban su crecimiento y
desarrollo normal (Umezawa et al., 2006). Como resultado de ello, las plantas han
desarrollado mecanismos complejos de ajuste a estreses a distintos niveles (anatémicos,
morfolégicos, celulares, bioquimicos y moleculares) para garantizar su supervivencia

bajo condiciones adversas (Boyer, 1982).

En el transcurso de su evolucion, numerosas plantas han sufrido adaptaciones
estructurales y/o funcionales que les permiten sobrevivir en habitats que presentan
condiciones ambientales variadas. Las especies adaptadas a dichos habitats han
desarrollado una serie de estrategias destinadas a contrarrestar las condiciones de estrés.
Estos conceptos no se aplican por igual a todas las especies, ya que muchas plantas se
desarrollan y crecen normalmente en situaciones aparentemente desfavorables,
cumpliendo la totalidad de sus ciclos vitales sin ningin tipo de alteracion. Ante esta
situacion, se propuso que una planta se halla en situacién de estrés cuando debe invertir

energia extra en el mantenimiento de sus funciones vitales (Larcher, 1995).

El estrés, en cualquiera de sus formas, ejerce una fuerte presion evolutiva sobre todos
los seres vivos. Para sobrevivir, cualquier organismo debe desarrollar tolerancia,
resistencia 0 mecanismos para evitar un estrés determinado. La tolerancia le permite al
organismo resistir a un estrés eventual sin sufrir dafio alguno realizando pequefios
ajustes fisioldgicos. En cambio, la resistencia implica contramedidas activas que, de
mantenerse en el tiempo podrian llevar a la planta a una situacion de agotamiento,

mientras que la evasion evita la exposicion al estrés.
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Del estrés ambiental al estrés genémico

A lo largo de la evolucion las plantas han desarrollado diferentes modos de
reconocimiento y respuesta que les permiten hacer frente a estreses ambientales.
Paralelamente, han desarrollado y fijado vias metabdlicas que les permiten contrarrestar
dichas situaciones. Como ejemplos podemos citar la resistencia sistémica adquirida
contra el estrés biotico o la activacion de proteinas de choque térmico (Madlung y
Comai, 2004). En las Ultimas décadas se ha adquirido un conocimiento considerable
acerca de las respuestas fisioldgicas que generan las plantas ante condiciones de estrés,

sin embargo, los efectos del estrés en todo el genoma han sido menos estudiados.

Los estreses abidticos son los factores limitantes mas importantes del crecimiento y la
produccién de los cultivos y tienen un rol fundamental en la dispersion ecoldgica de las
plantas. Para adaptarse, las plantas necesitan una gran reprogramacion de la expresion
génica y su regulacion es, en parte, dependiente de modificaciones tanto genéticas como
epigenéticas (Arnholdt-Schmitt, 2005). Estas modificaciones pueden causar un aumento
de la expresion genica, la sintesis y la acumulacién de metabolitos que influyen en la
tolerancia, cambios a niveles transcripcionales 0 postranscripcionales 'y
reorganizaciones del genémicas que pueden o no ser hereditarias. Estas alteraciones
pueden afectar el crecimiento de las plantas, el desarrollo y la respuesta al estrés
ambiental, y dan cuenta de los esfuerzos realizados por las plantas para sobrevivir a los
cambios ambientales (Arnholdt-Schmitt, 2005). Ejemplos de este tipo de
comportamiento fueron reportados por numerosos autores: Hirochika (1993) realizando
ensayos de cultivo in vitro en plantas de tabaco, Dellaporta et al., (1984) analizando
mutaciones revelé que infecciones virales tenian relacion con el movimiento de
transposones. Al igual que el estrés bidtico, el estrés abidtico puede conducir a una serie
de respuestas genéticamente programadas. Factores como la temperatura pueden
desencadenar restructuraciones del genoma (Coen et al., 1986; Hashida et al., 2003).
Otro ejemplo del efecto del ambiente sobre el genoma son los llamados genotrofos del
lino, que se producen cuando ciertas variedades de esta especie son expuestas a
diferentes condiciones ambientales, produciendo progenie diferente, pero con
modificaciones geneticas heredables reproducibles (Cullis, 1973).

En resumen, el estrés ejerce sus efectos sobre el organismo, no sélo a traves de las vias

de respuesta fisiologica, sino también a traves de vias genéticas, y de hecho, hasta
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respuestas epigenéticas. En las plantas, diferentes situaciones se encuentran entre las
causas generadoras de estrés gendmico, las mas comunes son: el cultivo de tejidos, el

ataque de patdgenos, estreses abioticos y la hibridacion interespecifica.

En la primera mitad del siglo XX, Barbara McClintock predijo cambios genémicos a
gran escala como la activacion de transposones y otras modificaciones estructurales en
los cromosomas en respuesta a situaciones que causan estrés genémico. McClintock se
refirid a distintos estreses que podrian causar reestructuracion genémica generalizada
facilitada por la activacion de transposones, la transposicion de elementos moviles y la
rotura de cromosomas - fusion - puente (McClintock, 1984). Este tipo de alteraciones en
el genoma se suceden ante situaciones estresantes como el cultivo de tejidos, ataque de
patdgenos, cruzamientos interespecificos, frente a estreses abi6ticos y en la separacion
de la linea germinal de los tejidos somaticos durante el desarrollo temprano. Aunque
aun se carece de evidencia molecular directa y concreta, estamos empezando a

comprender las respuestas moleculares del genoma inducidas por el estrés.

La resistencia a un determinado tipo de estrés podria aportar co-resistencia a otros
factores estresantes (Prassat, 1997; Leshem et al., 1998). Este mecanismo inherente de
resistencia al estrés multiple seria muy ventajoso para el desarrollo, ya que las plantas,
en la naturaleza se enfrentan a varios agentes estresantes a la vez (Prassat y Rengel,
1998). Como resultado, el estrés puede ocasionar desde cambios en el crecimiento hasta
dafio en células y/o tejidos, y modificar la expresion de genes generado, a su vez, un

efecto de plasticidad fenotipica.

Un ejemplo de la plasticidad en plantas es el proceso de endorreduplicacion, una
variante del ciclo celular en el que la mitosis se interrumpe antes de la citocinesis
(Francis, 2007). Mientras que en células animales este proceso es limitado, es
considerablemente comun en plantas (Galbraith et al., 1991) y podria desempefiar un rol
importante en la modulacién de las respuestas al estrés. Mediante la manipulacion de la
expresion de E2fe (un represor de endorreduplicacion en las plantas), se demostrd que el
aumento de la ploidia celular disminuye el impacto negativo de la sequia en el tamafio
de las hojas (Cookson et al., 2006). Teniendo en cuenta que el estilo de vida sésil de las
plantas requiere una capacidad de adaptacion a condiciones ambientales, es atractivo
especular que la poliploidizacion generalizada contribuye a la plasticidad en los

vegetales.
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La variacion fenotipica de las plantas sujetas a estrés fue clasicamente atribuida a
variaciones en la secuencia del ADN, pero mas recientemente se demostré que
modificaciones epigenéticas pueden contribuir solas o en conjunto a definir el fenotipo
regulando la expresion de genes en respuesta al estrés (Grativol et al., 2012). Ante
situaciones estresantes, las respuestas fisioldgicas implican la accion de diversas
proteinas, factores de transcripcion y metabolitos asociados al estrés (Vinocur y Altman,
2005), mientras que existen otras respuestas que implican principalmente cambios
epigenéticos, tales como la metilacién del ADN, modificaciones en la cromatina e
histonas y mecanismos basados en pequefios ARN que desempefian un papel
fundamental en la alteracion de la expresion génica contra el estrés (Chinnusamy y Zhu,
2009). Estas modificaciones epigenéticas otorgan un nivel adicional de complejidad a la

variacion fenotipica y un gran potencial evolutivo.

La epigenética es el estudio de modificaciones en la expresion de genes que no
obedecen a una alteracion de la secuencia del ADN y que son heredables. Una de las
fuentes de mayores modificaciones de los genes es el factor ambiental y puede afectar a
uno o varios genes con multiples funciones. Por medio de la regulacién epigenética se
puede observar como es la adaptacion al medio ambiente dada por la plasticidad del
genoma, la cual tiene como resultado la formacion de distintos fenotipos segun el medio
ambiente al que sea expuesto el organismo. Estas modificaciones presentan un alto
grado de estabilidad y, al ser heredables, se puedan mantener en un linaje celular por

muchas generaciones (Grant-Downton y Dickinson, 2006).
Efecto del estrés sobre el modo reproductivo

La teoria predice que el estrés es un factor clave para explicar el papel evolutivo del
sexo en los organismos de modo reproductivo facultativo. Son numerosos los casos en
que ante determinadas condiciones de estrés, diferentes organismos cambian su modo
reproductivo o la expresion del mismo. Aunque en muchos linajes el sexo es una parte
obligatoria del ciclo de vida y se asocia con la reproduccion, en procariotas y muchos
eucariotas inferiores la reproduccién sexual es facultativa, y se produce en respuesta al
estrés (Merchan, 2001). Se ha observado en diferentes especies de hongos, como
Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa y Candida albicans que situaciones
estresantes, como por ejemplo falta de nitrogeno en el medio de cultivo, inducen una

via sexual de esporulacién (Gimeno et al., 1992; Springer, 1993).
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En el caso de Candida albicans, el hongo que maés frecuentemente causa patologias en
los seres humanos, estd en constante desafio de supervivencia, no solo por las
interacciones con el sistema inmunolégico, sino también por la necesidad de sobrevivir
en una amplia gama de nichos ecologicos dentro de su huésped humano. El ciclo
parasexual de C. albicans genera diversidad, sin embargo, al parecer, ocurre muy
raramente en la naturaleza. Estudios recientes han demostrado que el estrés facilita
pasos fundamentales del ciclo parasexual aumentando la frecuencia de este modo
reproductivo en condiciones de estrés (Berman y Hadany, 2012). De esta manera, se
genera una progenie que tiene el potencial para de adaptarse méas facilmente a

condiciones de estrés.

En el alga multicelular Volvox carteri, Nedelcu y Michod (2003) informan que la
reproduccion sexual se desencadena ante situaciones de estrés ambiental (por ejemplo,
un aumento en la temperatura del agua). De acuerdo a estos autores, ante un aumento de
los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (es decir, ante una situacion
de estrés oxidativo) conduce a la activacion de genes que participan en la induccion de
la sexualidad del organismo a través de la expresion de una glicoproteina que seria la
responsable de este cambio. En trabajos posteriores (Nedelcu et al., 2004) estos
investigadores informan el efecto inhibitorio de compuestos antioxidantes sobre la
induccion y el desarrollo sexual en V. carteri, demostrando una relacion causal

inequivoca entre el estrés oxidativo y la reproduccion sexual en esta especie.

El alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii es otro ejemplo claro de la relacion
que existe entre las condiciones ambientales estresantes y el modo reproductivo del
organismo. En este alga, la eliminacion de una fuente de nitrégeno en el medio de
cultivo inicia un programa de diferenciacion sexual casi inexistente en condiciones
normales de crecimiento (Treier et al., 1989). Sorprendentemente, una familia
multigénica altamente diversificada de feroforinas (glicoproteinas relacionadas con el
inductor sexual de V. carteri) esta presente en C. reinhardtii y se expresa bajo diversas
condiciones de estrés. Estos hallazgos sugieren una conexién evolutiva entre el sexo y el
estrés a nivel genético, a traves de la duplicacion y/o la pre-adaptacion (Nedelcu et al.,
2005). Si bien los origenes evolutivos de la reproduccion sexual siguen sin estar claros,
estos estudios podrian ser indicativos de una funcion ancestral del sexo como una

respuesta adaptativa al estrés inducido por ROS.

22



Introduccion

Los ejemplos de induccion sexual a consecuencia del estrés no solo se limitan al reino
vegetal. Las pulgas de agua (Daphnia pulex) se reproducen partenogénicamente,
usualmente desde la primavera hasta el final del verano. Durante el invierno, en
situaciones de sequia o cuando el ecosistema se vuelve nocivo para la supervivencia, la
produccién de generaciones de hembras cesa y comienza una produccion de pulgas de
agua macho por partenogénesis (Hiruta y Tochinai, 2012). En ese momento se produce
el apareamiento, cesa la reproduccién partenogenética y se origina una generacion
sexual ovipara. Adicionalmente a la estrategia de produccion de huevos capaces de
sobrepasar condiciones desfavorables, el mecanismo de reproduccion sexual incrementa
la variabilidad genética aumentando las posibilidades de adaptacion a nuevas

condiciones.

Basandonos en esta evidencia, es comprensible esperar que diferentes organismos
facultativos se crucen mas frecuentemente bajo situaciones de estrés y este cruzamiento
dependiente del estrés facilitaria la adaptacion a los ambientes cambiantes a los que

deberan enfrentarse.
La apomixis en plantas

Las plantas con flores muestran una gran flexibilidad reproductiva siendo capaces de
reproducirse sexual o asexualmente. Para que ocurra la reproduccion sexual gametos de
cada sexo, reducidos por meiosis, deben fusionarse para dar origen al embrion y demas
partes de la futura semilla. Sin embargo, no todas las angiospermas se reproducen de
esta forma, algunas plantas utilizan diferentes estrategias reproductivas y forman el
embrion sin la fusion de gametos generando descendientes genéticamente idénticos a la
planta madre. Estas formas alternativas de reproduccién asexual por semilla son
conocidas como apomixis (Koltunow, 1993). Una de las definiciones mas claras de este
término la formul6 Gian Nogler quien en 1984 definidé la apomixis como un modo de
reproduccion asexual (agamica) a través de semillas que conduce a la generacion de
progenies genéticamente identicas a la planta madre. La palabra apomixis deriva del
griego “apo” cuyo significado es falta o ausencia, y “mixis” que significa unién o
mezcla, haciendo referencia a la falta de unién o falta de mezcla de gametas de origen
sexual. El resultado de la apomixis es que el embridn es un perfecto clon, genéticamente

idéntico a la madre (Koltunow 1993).
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La apomixis fue descripta por primera vez en 1841 en la planta australiana Alchornea
ilicifolia (sin. Caelebogyne ilicifolia) por John Smith cuando un ejemplar femenino de
esta especie dioica fue introducido a los Jardines Botanicos de Kew en Londres desde
Australia. La planta aislada florecid y produjo semillas en abundancia si bien no
disponia de ninguna fuente de polen para polinizarse, poniendo en evidencia que ella
misma habia producido semilla asexualmente (Smith, 1841). Paraddjicamente, los
primeros experimentos con plantas apomicticas fueron realizados de forma involuntaria
por Mendel usando plantas del género Hieracium. Este, atribuyo erréneamente estas
variaciones en sus resultados esperados a una supuesta “Frecuente Autopolinizacion”

(Whitton, 2008).

La apomixis basicamente combina dos alteraciones en el desarrollo sexual: primero, la
falta de meiosis (apomeiosis), y segundo, la falta de fertilizacion, es decir el desarrollo
de un embrion a partir de la ovocélula no fecundada (partenogénesis). Esta combinacion
puede ser alcanzada por dos vias diferentes: la apomixis gametofitica o esporofitica. En
la apomixis gametofitica se altera o evita la meiosis, resultando en un gametofito (saco
embrionario) no reducido, ya sea a partir de la célula madre de la megaspora
(diplosporia) o de una célula somaética de la nucela (aposporia). Luego la ovocélula no
reducida desarrolla partenogenéticamente. En contraste, durante la apomixis
esporofitica comienza el desarrollo del embridn directamente a partir de células no
reducidas del évulo, pudiendo ser estas, células de la nucela (embrionia nucelar) o del
integumento (embrionia integumentaria). Dichos embriones normalmente desarrollan
junto a los formados sexualmente, llevando generalmente a la formacion de semillas
poliembrionadas, y esta forma de apomixis se denomina embriogénesis adventicia
(Koltunow, 1993). La fertilizacién de los nucleos polares (pseudogamia) para la
formacion del endosperma es retenida en cerca del 90 % de las especies apomicticas
(Mogie, 1992), mientras que la formacion del endosperma independiente del polen
(endosperma auténoma) es rara y sobre todo esta presente en especies de la familia
Asteraceae (compuestas). La autopolinizacion es posible en las especies apomicticas
pseudogamas, ya que usualmente son autofértiles (Horandl, 2010). De esta manera, la
diferencia fundamental entre la reproduccion sexual y la apomixis en las plantas con
flor no es la reproduccidn a través de uno o dos parentales, sino en que uno se basa en la

meiosis y otro en el desarrollo apomeiotico. En forma interesante, la apomixis ocurre en
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los mismos taxa que presentan sexualidad polispérica, es decir, la formacion del saco

embrionario a partir de mas de una espora (Carman, 1997).

En la mayoria de los casos, la apomixis se presenta de manera facultativa, es decir, no
solo existen procesos de reproduccion asexual. En estos individuos, la reproduccion
sexual también puede ocurrir (Koltunow, 1993). En caso de carecer completamente de
reproduccion sexual, se suele decir que la especie posee una apomixis obligada. Estas
clasificaciones han generado cierta controversia, donde hay quienes han postulado que,
en realidad, todas las especies apomicticas serian facultativas, definiendo a la apomixis
obligada como un artefacto generado por la observacién insuficiente (Asker y Jerling,
1992). Anélisis de progenies de plantas apomicticas facultativas revelan una mayoria de
descendientes generados por apomixis (2n+0) y entre los fuera de tipo, una menor
frecuencia de individuos n+0 comparado a 2n+n (Berthaud, 2001). En general, las
especies apomicticas forman complejos agamicos o grupos en los cuales biotipos
sexuales y apomicticos se encuentran a distintos niveles de ploidia (Horandl y
Hojsgaard, 2012).

Aunque a simple vista podria verse a la reproduccién apomictica como un perjuicio
evolutivo ya que carece de las ventajas evolutivas de la reproduccion sexual, la
apomixis puede transmitir caracteres fortuitos para la aptitud evolutiva. Los ejemplares
apomicticos en realidad han descubierto la eficacia de la produccion en masa mucho
antes de que Henry Ford la aplicase a la produccién del automovil. En primera
instancia, podria creerse que las plantas apomicticas estan destinadas a permanecer con
el mismo genoma invariable a través de sucesivas generaciones, sin embargo, la
apomixis facultativa no impide la variacion, sino que multiplica ciertos productos

varietales exitosos.

Es improbable que las caracteristicas de la apomixis hayan evolucionado aleatoriamente
ya que los mutantes para cada proceso muestran aptitud reducida y son rapidamente
eliminados en las poblaciones (van Dijk et al., 2009). EI cambio hacia la apomixis
funcional requiere de la combinacion de tres pasos: la falta de meiosis, el desarrollo
partenogenético de la ovocélula y alteraciones en el nivel de ploidia del endosperma.
Como fuera mencionado por Margulis y Sagan (1986) y mas especificamente para
plantas por Van Dijk y Vijverberg (2005), cada uno de estos pasos puede ser

potencialmente deletéreo. Por ejemplo la falta de meiosis manteniendo la fecundacion
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resulta en un aumento de la ploidia (2n+n; hibridos BIII), lo cual es limitante por
desventajas a nivel celular al incrementarse el contenido de ADN y por problemas
citologicos de division celular (Comai, 2005). EI mantenimiento de la meiosis junto con
partenogenesis (n+0) lleva a una continua reduccion del nivel de ploidia y por la tanto
en la expresion de alelos recesivos enmascarados. En poblaciones naturales de
Ranunculus kuepferi se observé que existe una seleccion contra los individuos n+0
(Cosendai y Horandl, 2010) al igual que en lineas hexaploides apomicticas facultativas

de Panicum maximum (Kaushal et al., 2008).

En sistemas naturales, la apomeiosis se debe a una desregulacién temporal o espacial de
los genes que controlan la via de reproduccion sexual mas que a un caracter
independiente (Sharbel et al., 2009; Baubec et al., 2010). Esta desregulacion es muy
probable que se deba a la poliploidia ya que la gran mayoria de las plantas apomicticas
naturales son poliploides. No obstante, la sexualidad también es comin en plantas
poliploides, por lo tanto la poliploidia en si misma no es suficiente para desencadenar la
apomixis. Sin embargo, la poliploidia puede alterar globalmente los patrones de
expresion génica (Chen, 2007). La apomeiosis y la partenogénesis pueden resultar mas
probablemente de mecanismos epigenéticos, como del silenciamiento de vias de la
reproduccion sexual por un grupo de genes los cuales son heredades como una unidad
(Grimanelli, 2012).

Aunque en la apomixis no se produce meiosis en la megaspora, si existe en la
microspora, es decir que 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 pseudogamas (Koltunow, 1993). En las Poaceae, las cuales son polinizadas
por el viento, la pseudogamia es la regla general, con so6lo tres excepciones:
Calamagrostis, Cortaderia jubata y Amprothyrsus (Noirot et al., 1997). Un hecho
importante es que los genotipos sexuales de las gramineas apomicticas son alégamos,
con un alto 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 ventajas, entre la que podemos resaltar la
posibilidad de dispersion en forma clonal sobre é&reas importantes, ya que la
autoincompatibilidad traeria serios inconvenientes a la reproduccion por semilla en estas
condiciones (Noirot et al., 1997). Como se mencionara previamente, algunas especies

apomicticas no requieren de la fertilizacion de la célula central y el endosperma se
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desarrolla de manera autonoma, como sucede en especies de la familia Asteraceae
(Noyes, 2007).

Mecanismos de apomixis

Los procesos de desarrollo por los que se obtiene una semilla apomictica pueden
dividirse en tres: la diplosporia, la aposporia y la embriogénesis adventicia (Figura 1.1).
A los dos primeros se los clasifica como apomixis gametofitica y a la ultima también se
la conoce como apomixis esporofitica. La apomixis esporofitica involucra la formacion
directa de uno o mas embriones a partir de células del ovulo diploides, denominadas
celulas iniciales del embridn, las cuales se hallan adyacentes a un gametofito femenino
sexual en desarrollo y se desdiferencian (Koltunow et al., 2013). Esto es comin en
mango Yy Citrus y ha sido denominado embriogénesis adventicia (Figura 1.1). Analisis
en Citrus muestran que células iniciales del embridn son especificadas temprano en el
desarrollo del 6vulo durante la mitosis de la megaspora para la formacion del saco
embrionario. Si el saco embrionario reducido adyacente es fertilizado, el embrién
cigotico puede o no sobrevivir a la competencia por recursos asociada al crecimiento de
embriones maltiples en la semilla (Garcia et al., 1999; Nakano et al., 2008a y b; Kepiro
y Roose 2010).

La apomixis gametofitica resulta en la formacion de uno o méas gametdfitos no
reducidos ya que la meiosis es evitada por diferentes procesos que en conjunto son
denominados apomeiosis (Figura 1.1). La ovocélula que se diferencia en el saco
embrionario no reducido desarrolla un embrion en ausencia de fertilizacion y este
proceso es denominado partenogénesis. La formacién del endosperma puede 0 no
necesitar de la fertilizacion (pseudogamia o endosperma auténomo, respectivamente).
La apomeiosis puede ocurrir por dos caminos principales, diplosporia (Figura 1.1c) o
aposporia (Figura 1.1d), que se diferencian por el origen de la célula precursora que da
lugar al saco embrionario no reducido. En la diplosporia, la celula madre de la
megaspora (CMM) permanece no reducida ya sea porque nunca ingresa en la meiosis
(diplosporia mitética, tipo Antennaria), forma en la que se presenta generalmente, o
porque falla la meiosis y la CMM vuelve al estado original (diplosporia meidtica, tipo
Taraxacum). En algunos casos se ha observado recombinacion en formas que presentan
diplosporia meidtica (van Baarlen et al., 2000). Luego por divisiones mitoticas de la

CMM se genera un saco embrionario (Figura 1.1c). En la aposporia, la CMM sufre
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meiosis y se genera la megaspora funcional reducida. Adicionalmente uno o mas células
de la nucela cercanas a la CMM, llamadas iniciales aposporicas, sufren mitosis
sucesivas y producen sacos embrionarios no reducidos. EI momento de aparicion y la
cantidad de las iniciales apospdricas varia en las diferentes especies, pero tipicamente
aparecen pronto luego del alargamiento de la CMM o durante la formacion de la tétrada
(Figura 1.1d). En algunos géneros apospéricos como Pennisetum y Hieracium, la via
sexual termina pronto luego de que las iniciales apospdricas se alargan o entran en
mitosis (Snyder, 1955; Peel et al., 1997; Koltunow et al., 2011), mientras que en otros,
ambos sacos embrionarios, reducidos y no reducidos, coexisten en el mismo évulo
(Figura 11d).

Muchos sacos embrionarios no reducidos contienen ocho ndcleos luego de la
celularizacion, rememorando el saco embrionario sexual tipico, tipo Polygonum. Estos
sacos embrionarios octonucleados no reducidos son denominados tipo Hieracium. Los
tipo Panicum, son tetranucleados y se forman por dos rondas de mitosis generando
tipicamente una ovocélula, dos sinérgidas y una células central uninucleada. Sacos
embrionarios tetranucleados con una célula central uninucleada pueden ser una
adaptacion para mantener la relacion entre genomas materno: paterno (2m:1p) en la

formacion del endosperma pseudogamo (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

Al final del proceso, diplosporia y aposporia resultan en la formacién de una estructura
megagametofitica sin reduccion meidtica y el 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 el desarrollo del 6vulo y
usualmente ocurre en Ovulos maduros. Los embriones se inician directamente desde
células individuales de la nucela, tejido del évulo que es externo al megagametofito

sexual (Koltunow et al., 2013).

Si bien estos procesos estan claramente diferenciados, la presencia de uno no implica
necesariamente la exclusion de otro. Es interesante el caso de una raza pentaploide de
Paspalum minus donde aparecen simultaneamente procesos aposparicos y diplospéricos
en el mismo 6vulo (Bonilla y Quarin, 1997). Otro caso particular es el de la orquidea
australiana C. apostasioides. En ella la célula madre de la megaspora central presenta
apomixis diplospdrica, mientras que en la nucela o el tegumento se forman embriones

adicionales por apomixis esporofitica (Sorensen et al., 2009).
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Figura 1.1: Mecanismos de apomixis (diplosporia, aposporia y embriogénesis adventicia)
comparados con los eventos de la reproduccion sexual de plantas. A, Proceso sexual. B,
apomixis esporofitica. C, apomixis diplospdrica y D, apomixis apospoérica, donde la formacion
del endospermo puede o no requerir fertilizacion. Apm, apomeiosis; cai, células aposporicas
iniciales; cei, célula embrionaria inicial; cmm, célula madre de la megaspora; cs, cubierta
seminal; DF, doble fertilizacién; E aut, endosperma auténomo; E ps, el endospermo
pseudogamo requiere fertilizacién; em, embrion; en, endosperma; F, fertilizacion; Gfd,
gametofito femenino diploide; Gfh, gametofito femenino haploide; md, megasporas
degenerantes; mf, megaspora funcional; ms, megaspora; Par, partenogénesis, (+/-), presente o
ausente (Adaptado de Koltunow et al., 2013).
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Control genético de la apomixis

La apomixis en angiospermas es heredable, pero la base genética es inesperadamente
compleja. La herencia de la apomixis ha sido estudiada en muchas especies. En Citrus,
un unico locus de 300 kb esta fuertemente asociado con la poliembrionia (Nakano et al.,
2012). El mapeo genético de la aposporia y la diplosporia ha confirmado la herencia
dominante tanto ligada como no ligada de la apomeiosis y la partenogénesis. En muchos
de los estudios de mapeo se ha observado estrecha vinculacion de multiples marcadores
y la supresion de la recombinacion de por lo menos uno de los dos loci (Ozias-Akins y
van Dijk, 2007; Albertini et al., 2010; Pupilli y Barcaccia, 2012). En las gramineas
aposporicas Pennisetum/Cenchrus (Ozias-Akins et al., 1998; Roche et al., 1999),
Brachiaria (Pessino et al., 1998), Paspalum (Labombarda et al., 2002) y en la
diplospdrica Tripsacum (Grimanelli et al., 1998), la evidencia actual apoya la hipétesis
de que un solo locus controla ambos componentes. En Poa (Albertini et al., 2001),
Taraxacum (van Dijk y Bakx-Schotman, 2004), Hypericum (Schallau et al., 2010),
Erigeron (Noyes y Rieseberg, 2000) y Hieracium (Catanach et al., 2006), apomeiosis y
partenogénesis estan controlados por loci distintos, los cuales en algunos casos, estan
genéticamente ligados. En la Tabla 1.1 se presentan las caracteristicas de herencia de
algunas de las especies apomicticas modelo mas estudiadas (Tomado de Koltunow et
al., 2013).

Entre 1965-80, en el Laboratorio de Suelos y Aguas de Grassland (USDA, ARS,
Temple, Texas, EEUU) Paul Voigt y colaboradores realizaron estudios tendientes a
dilucidar el control genético de la apomixis en pasto lloron (Voigt y Bashaw, 1972;
Voigt y Burson, 1992). Estos investigadores realizaron cruzamientos entre plantas
tetraploides sexuales y apomicticas. 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 que cuando el grado de
sexualidad es bajo, las pruebas de progenie suelen dar resultados equivocos. En 1992
Voigt y Burson proponen un modelo genético simple para la herencia de la apomixis en
el pasto lloron, donde la apomixis es dominante sobre la sexualidad y es controlada por
un solo gen. Este andlisis asume que la sexualidad es el modo bésico de reproduccion y

que la apomixis es derivada y puede suprimir, pero no eliminar la sexualidad.
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Tabla 1.1: Caracteristicas de los modelos de apomixis gametofitica mas estudiados (Adaptado
de Koltunow et al., 2013).

. Tipo de Caracteres . .
Especie apomixis mapeados” Loci Referencias
Taraxacum Tas y van Dijk, 1999;
officinale Dip AutE Apm/Par/AutE 2-3 Van Dijk et al., 1999;
Vijverberg et al., 2004
Ranunculus | Ap5 psg Apm/Par 1-2 Nogler, 1984b, 1995
auricomus
Erigeron . Apm/Par- Noyes y Rieseberg, 2000;
annuus Dip AUte AUtE 2 Noyes et al., 2007
dl_?,oeghera Dip PsE Clonal nd*® Schranz et al., 2006
ivaricarpa progeny
) Bicknell et al., 2000;
Hieracium s Apo Aute | Pan Apm/Par- (1A(F;ﬁ/rg,’a$_ Catanach et al., 2006;
PP P AutE XutE) Koltunow et al., 2011;
Okada et al., 2011
Hypericum Apo PskE Apm/Par 2 Schallau et al., 2010
perforatum
Tripsacum . Leblanc et al., 1995;
dactyloides Dip PsE Apm 1 Grimanelli et al., 1998
Ozias-Akins et al., 1993,
Pennisetum Apo (4-nuchf Apm 1 1998; Goel et al., 2006;
squamulatum PsE P Huo et al., 2009; Zeng
etal., 2011
Sherwood et al., 1994;
Gustine et al., 1997;
o | Mool | jomet |1 | osestal, 100
P Jessup et al., 2002;
Dwivedi et al., 2007
Paspalum Apo (8-nucl)h i Pupilli et al., 2001;
simplex PsE Apm-Par 1 Labombarda et al., 2002
Brachiaria Apo (4-nucl) Apm 1 do Valle y Savidan, 1996;
brizantha PsE P Pessino et al., 1997, 1998
Brachiaria Apo (4-nucl)
humidicola PSE Apm 1 Zorzatto et al., 2010
Panicum Apo (4-nucl) Apm 1 Hanna et al., 1973; Savidan,
maximum PsE P 1980; Ebina et al., 2005
Paspalum Apo (4-nucl) Martinez et al., 2001, 2003;
notrz)itum P PSE Apm 1 Stein et al., 2007; Acuna
et al., 2009, 2011
1 (Par); 2 .
) . . Barcaccia et al., 1998;
Poa pratensis Apo (8-nucl) | Par; Apm/Par; | (Apm/Par); Albertini et al., 2001;
PsE Apm/Par 5
Matzk et al., 2005
(Apm/Par)

diplospoérico (Dip), apospérico (Apo), endosperma auténomo (AUtE), endosperma
pseudogamo (PsE), sacos embrionarios no reducidos tetranucleados tipo Panicum (4-nucl),
sacos embrionarios no reducidos octonucleados tipo Panicum (8-nucl)

® apomeiosis (Apm), partenogénesis (Par), endosperma auténomo (AutE)

° no determinado
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Apomeiosis y partenogénesis estan probablemente bajo control génico independiente,
pero esta independencia no puede ser facilmente probada en algunas especies por su
fuerte ligamiento. Hasta el momento, existe poca evidencia del control génico

independiente de la formacidn del endosperma autonomo (Koltunow et al., 2013).

Si bien estos mecanismos comparten algunas caracteristicas en la formacion de la
estructura megagametofitica, hasta el momento, no se ha encontrado una
correspondencia entre los marcadores moleculares asociados a la aposporia y a la
diplosporia (Leblanc et al., 1995, Pessino et al., 1997, Pupilli et al., 2001, Pupilli et al.,
2004), indicando que ambas formas de apomixis estan gobernadas por genes diferentes
(Grimanelli et al., 2001a).

Apomixis y poliploidia

La poliploidia se puede definir como la existencia de mas de dos complementos
genoémicos completos en el nucleo celular. La poliploidizacion es habitual en el reino
vegetal y es uno de los principales mecanismos que colabora en la evolucién de los
genomas. Se estima que en las angiospermas la proporcidn de especies poliploides es de
aproximadamente el 70 % (Masterson, 1994). Sin embargo, investigaciones recientes
han revelado que muchas especies de plantas diploides poseen origenes poliploides,
demostrando la frecuencia de la poliploidia a lo largo de la historia de las plantas (Blanc
y Wolfe, 2004; Cui et al., 2006). Esta ubicuidad de la poliploidia implica que ésta debe
conferir ventajas selectivas sobre el nivel diploide, las cuales son, de hecho evidentes,
ya que se manifiestan a menudo como aumento del vigor de los fenotipos poliploides,
aumento de la resistencia a la sequia, resistencia a plagas y enfermedades, cambios en el
tiempo de floracion, en el tamafio de 6rganos y en la proporcién de biomasa (Osborn et
al., 2003; Adams y Wendel, 2005; Comai, 2005; Chen y Ni, 2006; Udall y Wendel,
2006).

Sin lugar a dudas, existe una relacion estrecha entre apomixis y poliploidia, ya que la
manifestacion de la misma depende fuertemente del nivel de ploidia, tanto que los
genotipos diploides (2n=2x) son generalmente sexuales y los correspondientes
poliploides (2n=4x o mayores) son apomicticos (Asker y Jerling, 1992; Pessino et al.,
1999; Savidan, 2000). Sin embargo, la apomixis por embriogénesis adventicia es comun
en plantas diploides tales como Citrus, Nothoscordum, Sarcococca y Euphorbia
(Gustafsson, 1946). La descripcion de algunos diploides con apomixis gametofitica

parece ser la excepcion a la regla (Naumova et al., 1999; Siena et al., 2008). En varios
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citotipos diploides de Paspalum se ha mencionado la presencia de sacos embrionarios
aposporicos junto a los sacos embrionarios meioticos normales (Norrmann et al., 1989;
Ortiz et al., 2013).

Kashin (2012), basandose en las peculiaridades de la variabilidad cariotipica, llega a la
conclusion de que la apomixis gametofitica se acompafia naturalmente con fenémenos
de poli-, aneu- y mixoploidia y que las plantas apomicticas manifiestan la inestabilidad
de su genoma a nivel de células meristeméticas. Con respecto de esto, hipotetiza que la
apomixis es causada por la modificacion de los sistemas de control del ciclo celular
después de procesos de hibridacion y/o poliploidizacion. Ademas, concluye que la
inestabilidad del sistema de reproduccion en la apomixis gametofitica se manifiesta no
solo en la etapa de eleccion de una via de reproducciéon de la futura semilla, sino
también en todos los ciclos de reproduccion de las células de una linea germinal en la

ontogénesis de una planta.
Filogenia y distribucion geogréfica de la apomixis

El andlisis mas reciente y completo de la distribucion filogenética de la apomixis fue
realizado por Carman (1997). De las 460 familias de angiospermas descriptas (Judd et
al., 1994), 33 contienen especies con apomixis gametofitica y estan distribuidas entre
los linajes més primitivos como Ranunculales y Piperales a los més avanzados como
Poales y Asterales (Carman, 1997). La distribucion de las especies apomicticas no es
uniforme entre las distintas familias de angiospermas, ya que familias como Poaceae
(gramineas) y Asteraceae (compuestas) poseen el mayor numero de géneros con

especies apomicticas (al menos 38 y 35, respectivamente) (Ozias-Akins, 2006).

La apomixis no es el modo reproductivo prevaleciente en la evolucion (Rollins, 1967).
Dada su amplia distribucion en las angiospermas, aunque con una ocurrencia
infrecuente, la apomixis gametofitica es considerada polifilética y los apomicticos
existentes actualmente o bien derivaron recientemente o presentan alguna ventaja
adaptativa. La reproduccion asexual puede ser favorecida en habitats marginales donde

la reproduccion sexual tiene una tasa menor de éxito (Silvertown, 2008).

No obstante, la distribucion geografica de la apomixis no puede ser explicada sélo por
fuerzas evolutivas como la hibridacion, la poliploidia, la funcion masculina, nichos de

diferenciacion o interacciones bidticas (Horandl, 2006). Aunque la apomixis se
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considera evolutivamente un callejon sin salida, la mayoria de las investigaciones de
distribucion no tienen en cuenta que generalmente la apomixis se presenta en forma
facultativa, quedando un margen de reproduccion sexual que genera cierta variabilidad,
un fendmeno bien documentado en Ranunculus, Taraxacum (Hoérandl y Paun, 2007) y
Hieracium (Fehrer et al., 2007). La mayoria de las especies apomicticas son
facultativas, lo que permite que se produzca un nivel variable de reproduccion sexual,
esta apomixis facultativa le confiere flexibilidad y capacidad evolutiva a algunas
especies vegetales (Mazzucato et al., 1996). Clausen (1961) explica esta adaptabilidad
evolutiva por la doble capacidad de las especies facultativas para saltar de vez en

cuando a la reproduccion sexual y multiplicar las combinaciones exitosas asexualmente.

La mayoria de las especies apomicticas son poliploides y heterocigotas, implicando un
origen hibrido del caracter (Carman, 1997). La poliploidia y la heterocigosidad
funcionan como reservorio de diversidad de alelos. La reproduccion clonal completa
(apomixis obligada) es rara en la naturaleza (Asker y Jerling, 1992), aunque sea lo
buscado para la transferencia a los cultivos. En las poblaciones naturales de especies
apomicticas se ha encontrado mas variacion de la esperada por su modo reproductivo
(Ellstrand y Roose, 1987; Campbell y Dickinson, 1990; Asker y Jerling, 1992; Horandl
y Paun, 2007).

Apomixis en pasto llorén

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

luego de la antesis, 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
que esta linea se reproducia sexualmente, con una alta proporcién de fecundacion
cruzada. También hallaron plantas sexuales tetraploides, una de las cuales al cruzarse

con plantas apomicticas cercanas, origind una proporcion igual de descendientes
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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; Busey y Wright, 1978) demostré que el sistema reproductivo del pasto
Ilorén es sumamente complejo. 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 citolégico y de progenie del cv. Kromdraai se
encontraron plantas apomicticas obligadas y facultativas, y se sugirié que la expresion
de la apomixis obligada y facultativa también estaria controlada genéticamente (Brix,
1974).

La formacion del saco embrionario en pasto lloron 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 arquesporial se diferencia a partir de una célula
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 el del apomictico diplospérico presenta
peculiaridades que lo hacen distinto a otros por lo que se considera como un modelo
particular, tipo Eragrostis (Crane, 2001).

En el proceso sexual (Figura 1.2), la célula 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 meiotica. Inmediatamente le sigue la segunda divisién meidtica, donde la célula
calazal y la micropilar se dividen transversalmente dando una tétrada lineal, o bien,
excepcionalmente, la célula micropilar se divide perpendicularmente formando une
tétrada en T. Poco después de la formacién de la tétrada las tres megasporas
micropilares degeneran, quedando sélo la megaspora calazal, que dara origen al saco
embrionario. El saco sexual finaliza su formacion tras tres divisiones mitdticas dando
una celula huevo, dos sinérgidas, dos ndcleos polares y tres antipodas. Estas Gltimas
pueden dividirse y formar un promedio de 15 células en el polo calazal (Voigt y
Bashaw, 1972, Meier et al., 2011).

En el desarrollo del saco embrionario diplospérico la célula arquesporial también se
diferencia a partir de una célula nucelar, que a diferencia del proceso sexual, no se

divide meidticamente. Esta célula inmediatamente comienza a agrandarse, siendo la
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vacuola calazal la que mas crece, volviéndose dominante y forzando al nucleo hacia el
polo micropilar. El crecimiento de esta vacuola continua hasta que el tamafio del saco
embrionario es similar al saco embrionario sexual bi o tetranucleado. Luego, esta
megaspora funcional elongada, tras dos divisiones mitoticas sucesivas, forma el saco
embrionario tetranucleado no reducido, que se compone de una ovocélula, dos
sinérgidas y un nucleo polar (Figura 1.2). 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 diplosporicos: el tipo mas
frecuente consiste en un saco monopolar tetranucleado y el segundo tipo, en un saco
bipolar con seis a siete ndcleos. En ningln caso se ha observado actividad de las células
nucelares, por lo que se ha descartado la aposporia como mecanismo reproductivo en
pasto lloron (Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972; Meier et al., 2011). Otra
particularidad de este modelo reproductivo, es que, a diferencia de lo observado en
estudios previos en especies diplosporicas que demostraban la presencia de calosa en la
pared de la célula madre de la megaspora (CMM) solo en procesos sexuales, en
Eragrostis se halld calosa en ambos genotipos. Sin embargo, el patron de disposicion en
la megasporogénesis asexual se diferencia notablemente del visto en procesos sexuales
(Meier et al., 2011).
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Figura 1.2: Megasporogénesis y megagametogénesis en pasto llorén. Proceso sexual (izq.) y

apomictico diplospdrico, tipo

Eragrostis (der.).

La expresion de la apomixis diplosporica en pasto llorén ha sido estudiada por nuestro

grupo y se identificaron in silico 112 genes relacionados con el caracter (Cervigni et al.,

2008b). En todos los casos los genes estan agrupados en unas pocas clases ontoldgicas:

transduccion de sefiales, metabolismo de proteinas, ARN y ADN, 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., 2008; Selva et al.,

2012).
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Importancia de la Apomixis en la Agricultura

A pesar de su amplia distribucion en las plantas con flores la apomixis no esta presente
en muchas especies de interés agrondmico, a excepcion de varias gramineas forrajeras
como Poa pratensis y Brachiaria decumbens (Carneiro et al., 2006), la mandioca, la

manzana, los citricos, el mango y la frutilla (Ortiz y Pessino, 2002).

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 semilla. Una de las grandes ventajas de la incorporacion de la
apomixis a especies cultivadas es la posibilidad de fijar el vigor hibrido (heterosis), el
cual, en cultivos como el maiz, lleva a incrementos de produccion superiores al 20 %
(Siddiqi et al., 2009). En la mayoria de los cultivos, el vigor hibrido no es estable y
declina sostenidamente con cada generacion por la segregacion de los alelos benéficos
en la reproduccion sexual. Por lo tanto, por lo menos teéricamente, la apomixis podria
permitir la fijacion y propagacion por semilla de hibridos elite (Hwa y Yang, 2008;
Siddiqi et al., 2009).

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

e Répido desarrollo de nuevas variedades hibridas. El desarrollo de hibridos es
costoso, laborioso y lleva varios afios. Con la transferencia de la apomixis, seria
posible fijar los genes de interés inmediatamente, reduciendo los costos y el

tiempo en el desarrollo de hibridos.

e Posibilidad de propagar por semilla cultivos altamente heterocigotos. La
incorporacion de la apomixis en dichos cultivos garantizaria la homogeneidad
genética en las semillas y brindaria grandes ventajas frente a la propagacion
vegetativa en materia de conservacion, transporte, siembra y transmision de

enfermedades.

e Facilitaria el uso de transgénicos, considerando que una planta transgénica
apomictica fijaria inmediatamente el nuevo caracter y se convertiria en un

cultivar luego de su multiplicacion.
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Reduciria al minimo el aislamiento fisico requerido para preservar lineas

genéticas homocigotas.

Un punto a tener en cuenta, es que, para tener un impacto importante en la produccion,

genotipos apomicticos obligados y facultativos tienen que ser debidamente identificados

(Sorensen et al., 2009). Por el gran valor que representa la transferencia de la apomixis

a un cultivo comercial, se han realizado varios intentos en distintos cultivos, en su

mayoria sin éxito o con un éxito parcial, por ej. transferencia de la apomixis pero

conjuntamente con caracteres no deseables (Miles, 2007). La introduccion de esta

caracteristica a cultivos que se propagan sexualmente generalmente se puede alcanzar

por los siguientes caminos:

Introgresion. Tipicamente implica la hibridacion 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 aestivum (trigo) (Liu et al., 1994), desde Tripsacum
dactyloides a Zea mayz (maiz) (Grimanelli et al., 2001b) o entre diferentes

variedades del complejo Ranunculus auricomus (Hérandl y Temsch, 2009).

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 mei6ticos o con el desarrollo de embriones sin
fertilizacion (mutantes partenogénicos). Importantes progresos se han logrado por
este camino en papa, aunque no se han logrado mutantes apomicticos (Hermsen,

1980). Este enfoque también ha sido aplicado a la mostaza salvaje y al arroz.

Transgénesis: El mapeo e identificado de los genes que regulan la apomixis, con
el objetivo de la transferencia de ellos a los cultivos a través de la ingenieria
genética es actualmente la via mas prometedora para lograr este objetivo. Los
esfuerzos de mapeo de genes han encontrado que la apomixis esta estrechamente
relacionada con un grupo de genes que son transmitidos siempre juntos como un
paquete. La produccion de cultivos transgénicos apomicticos son, hasta la fecha,

uno de los muchos proyectos de base biotecnoldgica que permanecen en fase de
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investigacion. Si bien aun no se ha logrado la transferencia completa del caracter
apomixis la transgénesis es actualmente una poderosa herramienta para el estudio

de vias de regulacion de posibles genes candidatos (Tucker et al., 2012).

e Ingenieria de apomixis de novo manipulando los procesos sexuales (Crismani et
al., 2013). El primer paso es modificar la meiosis y convertirla en una division
mitética mediante la alteracion de genes especificos (dyad, MiMe, agol04,
ago9). El segundo paso es producir semillas a partir de estos gametos no
reducidos, sin ninguna contribucién genética de otro gameto. Ensayos de este
tipo se han logrado en una linea de A. thaliana en la cual se puede eliminar parte
de su genoma luego de la fertilizacion cuando se cruzan con cualquier otro
genotipo (Ravi y Chan, 2010). Esto establecié que es posible imitar la apomixis

jugando con los procesos sexuales (Marimuthu et al., 2011).
Estrategias para el desarrollo de cereales apomicticos

Varias especies de gramineas (Poaceae) presentan reproduccién apomictica y estas
incluyen varias muy relacionadas filogenéticamente a especies cultivadas. Spielman et
al. (2003) describen cuatro vias para el desarrollo de plantas apomicticas: |I)
transferencia de genes o alelos de la apomixis desde especies silvestres apomicticas
relacionadas a plantas cultivadas, Il) identificacion de mutaciones que lleven al
desarrollo de semillas independiente de la fertilizacion, 111) identificacién, clonacion y
transferencia por transformacion genética a especies cultivadas de genes o alelos desde
especies apomicticas no relacionadas y 1V) desarrollo de nuevos sistemas apomicticos a
través del conocimiento detallado de los procesos de megagametogenesis,
megasporogénesis y formacion del grano. En cereales los esfuerzos se han orientado a la
primera de las estrategias y han llevada a una evaluacion intensiva y anélisis de especies
cercanas a las cultivadas. Un primer paso en esta estrategia es el conocimiento de la
herencia de la apomixis en gramineas y el desarrollo de estrategias de transferencia de

genes o0 alelos asociados a este caracter.

La conclusion general de trabajar con la apomixis en gramineas es que la genética es
mas compleja que la pensada previamente. La simple transferencia por cruzamiento ha
fallado en producir cereales comerciales apomicticos. Hoy se ve que se necesita un
conocimiento mas detallado del control genético y de la biologia molecular de la

apomixis. De esta manera, la investigacion se ha desviado al analisis de los procesos
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tempranos de desarrollo con el propoésito de identificar los genes involucrados en
controlar los pasos criticos en los cambios del programa de desarrollo que existen en las
especies apomicticas. En el pasado el pequefio tamafio de los tejidos involucrados en
este proceso Y la relativa inaccesibilidad a ellos retraso los estudios, pero actualmente
existen nuevas tecnologias (analisis de expresion en células individuales,
microdiseccion, etc.) que pueden superar estos inconvenientes. Se espera que estos
nuevos estudios arrojen luz sobre el control genético de los estadios tempranos del

desarrollo y permitan finalmente desarrollar nuevos sistemas apomicticos artificiales.

Una vez que se hayan identificado y aislado los genes claves de la apomixis, van a
necesitarse nuevas tecnologias de mejoramiento para desarrollar y capitalizar este
conocimiento, ya que el mejoramiento convencional no ha sido exitoso en la creacion de

cultivos apomicticos.
Eragrostis curvula (pasto llorén, weeping lovegrass)

El género Eragrostis es uno de los més grandes y difundidos de la familia Poaceae, el
mismo esta integrado por méas de 350 especies que se distribuyen principalmente en las
regiones tropicales y templado-célidas de todo el mundo, especialmente en Africa, lo
cual sugiere que ha tenido su origen en dicho continente. La tribu no posee una
agrupacioén natural sino que fue armada por conveniencia y Eragrostis en si mismo es
un grupo polifilético. La naturaleza polifilética de Eragrostis fue confirmada por
analisis de secuencias conservadas, ITS y 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 anatomia tipo C4 que es caracteristica de varias especies de plantas herbaceas
tropicales que les permite una mayor eficiencia de fotosintesis en condiciones de alta
temperatura. La mayor concentracion de especies se produce en Sudafrica (Figura 1.3),
donde existen varias especies de interés econdémico, entre las que sobresale E. curvula

como especie forrajera.
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Cabo Septentrional

Cabo Oriental

Cabo Occidental

Semidesértico

Figura 1.3: Mapa de la Repulblica de Sudafrica. A la izquierda se indican las principales
provincias en las que se distribuye el pasto llorén: Cabo Occidental, Cabo Oriental y Cabo
Septentrional. A la derecha se representan los biomas predominantes del area de presencia de
Eragrostis: semidesértico y estepa.

La especie de nuestro interés, E. curvula (Schrad.) Nees (Figura 1.4), conocida
vulgarmente como “pasto lloron” o weeping lovegrass (en inglés), es una especie
forrajera. La posicion taxonomica del pasto Iloron de acuerdo a la clasificacion de
Engler (1941) es la siguiente (Departamento de Agronomia de los Estados Unidos -

http://plants.usda.gov):

Reino Plantae (Plantas)
Subreino Tracheobionta (Plantas vasculares)
Superdivisién Spermatophyta (Plantas con semilla)
Filo Magnoliophyta (Plantas con flor)
Clase Liliopsida (Monocotileddneas)
Subclase Commelinidae
Orden Cyperales
Familia Poaceae (Gramineas)
Subfamilia Chloridoideae
Tribu Eragrostideae
Género Eragrostis von Wolf
Especie Eragrostis curvula (Schrader) Nees (pasto lloron)
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Figura 1.4: A) Planta adulta de pasto llorén, B) Detalle de una panoja, C) de una espiguilla 'y D)
de una semilla.

El pasto Ilorén es una de las fuentes méas importantes de alimentacion del ganado en las
areas subhimedas y semiéridas 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. Actualmente, es considerada una de las
gramineas perennes mas extensamente cultivada en Argentina (Tabla 1.2), con la
perspectiva de que en el futuro la superficie sembrada se extienda considerablemente,
ya que pueden calcularse en mas 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).
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Tabla 1.2: Superficie implantada con forrajeras perennes, discriminada por cultivo, segun
provincia. INDEC, Censo Nacional Agropecuario 2002.

Superficie implantada de forrajeras perennes

Provincia Otras
Alfalfa Pasto Gatton Buffel perennes  Alfalfa
Total pura llor6n panic Agropiro grass puras  consociada
Hectareas

Total del pais 7.883.597 1.296.522 786.749 329.781 296.036 77.528 330.482 2.405.211
Buenos Aires 2.986.768 40.650 136.571 - 216.227 - 43.372 1.015.481
Catamarca 74.238 3.366 86 42.281 - 27.732 406 205
Cordoba 1.580.746  687.806 71.504 - 37.923 - 101.119 423.940
Corrientes 42.731 5 - 200 - - 30.776 -
Chaco 86.481 7.116 - 60.932 - - 2.997 73
Chubut 17.778 4.260 1 - 1.320 - 1.051 1.382
Entre Rios 275.884 23.395 - - 7 - 3.024 54.646
Formosa 70.070 225 - 6.042 - - 8.387 46
Jujuy 6.289 983 2.448 1.685 - 172 774 70
La Pampa 092.383 144.341  300.709 - 28.825 - 10.666  434.111
La Rioja 23.142 1.165 1 38 - 21.761 18 109
Mendoza 15.792 8.557 426 - 1.024 - 76 2.551
Misiones 75.617 2 - 3 - - 31.237 37
Neuquén 6.031 2.719 36 - 83 - 80 206
Rio Negro 24.320 7.204 220 - 4.375 - 327 8.063
Salta 102.958 10.927 98 73.867 - 9.060 5.908 524
San Juan 3.623 3.492 2 - 4 4 64 40
San Luis 485.681 65.360 274.401 - 2.547 - 49.680 37.578
Santa Cruz 9.251 2.350 - - 2.321 - 25 20
Santa Fe 747.166  228.758 110 - 1.382 - 16.576  424.115
Santiago del Estero  234.166 50.814 65 140.232 - 13.493 15.715 1.775
Tierra del Fuego 77 - - - - - - -
Tucuman 22.403 3.028 73 4.502 - 5.307 8.207 239

Fuente: INDEC, Censo Nacional Agropecuario 2002.

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). Los diploides se reproducen sexualmente y son
autoincompatibles (necesitan polinizacion cruzada), mientras que los poliploides se
reproducen por apomixis y son autocompatibles. Aunque la mayoria de las colecciones
realizadas en Sudéafrica estan constituidas por materiales apomicticos obligados,

también existen unos pocos facultativos (Brix, 1974; Vorster y Liebenberg, 1977).

El tipo de apareamiento cromosémico observado sugiere que existieron procesos de
hibridacion y, posiblemente, de duplicacion gendmica en este complejo, de modo que

consiste principalmente de aloploides segmentales. Estos procesos no parecen recientes,
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ya que ninguna de las accesiones mostré el comportamiento tipico de los hibridos de

primera generacion (Poverene, 1988).

En general la viabilidad del polen de varios cultivares de diferentes ploidias es elevada,
ya que al menos el 50 % de los granos de polen son viables (Poverene, 1988; Polci,
2000). Este valor puede considerarse normal y ya que esta graminea es pseudogama (el
desarrollo del endosperma requiere de la fertilizacion del nucleo polar), la produccion

de semilla no se encontraria comprometida.

En cuanto al mejoramiento genético de la especie, la obtencion de genotipos adaptados
a diferentes ambientes y con mejor calidad forrajera, representan los mayores desafios
(Covas, 1991).

Apomixis y estrés

La teoria predice que el estrés es un factor clave en explicar el rol evolutivo de la
reproduccion sexual en organismos capaces de reproducirse tanto sexual como
asexualmente (facultativos), incluyendo microorganismos (Hadany y Otto, 2009). Se
espera que los organismos facultativos se crucen méas frecuentemente bajo situaciones
de estrés y este cruzamiento dependiente del estrés facilitaria la adaptacion. Esto puede
observarse en Candida albicans, el hongo que mas frecuentemente causa patologia en
humanos. Este patdgeno cuando se encuentra en situaciones de estrés como al ser
expuesto a sustancias antifingicas, evoluciona generando resistencia, en algunos casos
muy rapidamente. Esta rapida evolucién surge a pesar de la naturaleza clonal de la
estructura poblacional y de la aparente ausencia de meiosis. Se logré confirmar que esta
especie presenta parasexualidad que implica la union de células somaticas diploides
para formar tetraploides que luego se reducen a través de procesos no meiéticos de
pérdida de cromosomas restableciendo el nivel diploide con altos niveles de aneuploidia
y homocigosis. En los Gltimos afios se relaciono el aumento en la parasexualidad con

situaciones de estrés (Berman y Hadany, 2012).

En muchos organismos sexualmente facultativos, la probabilidad de reproduccion
sexual no es uniforme bajo todas las circunstancias (Bell, 1982). Mas bien, en
condiciones de estrés es mas probable que los individuos se reproduzcan sexualmente.
En particular, la falta de alimento induce un cambio de la reproduccion asexual a la

sexual en varios organismos como bacterias (Dubnau, 1991; Jarmer et al., 2002; Foster,
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2005), levaduras (Kassir et al., 1988; Mai y Breeden, 2000), algas (Harris, 1989) y
crustaceos (Kleiven et al., 1992). Ambientes estresantes como la sequia o la alta
salinidad resultan en mayor frecuencia de reproduccion sexual en hongos del suelo y un
aumento de la reproduccion por semilla en lugar de por estolones en Hieracium
pilosella, especie vegetal que también presenta apomixis (Bruun et al., 2007). También
se ha demostrado que el estrés competitivo incrementa la dedicacion de recursos para la
reproduccion sexual. Esto se demuestra en especies como Ranunculus reptans y
Potentilla anserina donde ante una situacion de estrés competitivo se incrementa la
produccién de individuos por medio de procesos sexuales (van Kleunen et al., 2001;
Rautiainen et al., 2004). Estos datos indican que una variedad de sefiales relacionadas
con el estrés pueden inducir el cambio a la reproduccidn sexual, aunque se necesita mas
investigacion para determinar con qué frecuencia y por qué este fendbmeno ha

evolucionado.

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se hallaron evidencias en relacion a
cambios en el modo reproductivo del pasto llorén en situaciones de estrés. Echenique et
al. (1987) encontraron progenies variables en plantas sometidas a estrés osmatico
inducido con soluciones de PEG 6000 en estado reproductivo. También se estudio el
efecto de un periodo de sequia durante el estado reproductivo en tres cultivares de pasto
llor6n: Don Pablo, Don Eduardo y Tanganyika (Echenique y Polci, 1994). El estrés
provocd un incremento en el porcentaje de irregularidades meidticas en la
microgametogénesis y disminucion en la viabilidad y tamafio del polen. Es decir que el
estrés hidrico afectd las estructuras reproductivas de estas plantas, asi como la meiosis y
su progenie. También se observo que luego de ser cultivadas in vitro se incrementd la
variabilidad tanto en las plantas regeneradas, generacién RO, como en las progenies de
estas plantas, generacion R1 (Polci, 2000). Sin embargo cuando se evalué la
variabilidad por isoenzimas en la generacion R2, no se observaron polimorfismos,
indicando el restablecimiento de altos niveles de apomixis en la R1 y evidenciando

efectos epigenéticos (Polci, 2000).

Posteriormente nuestro grupo obtuvo por cultivo in vitro de inflorescencias de plantas
tetraploides del cv. Tanganyika una planta diploide (UNST1122) que demostré ser de
reproduccion sexual (Cardone et al., 2006). Posteriormente semillas de una hija de esta
planta fueron tratadas con colchicina y se obtuvieron dos plantas tetraploides

(UNST1112 y UNST1131) que en un primer momento mostraron progenies solo
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generadas por reproduccion sexual (Cardone et al., 2006). Esta serie euploide (4x-2x-
4x) nos permitié realizar estudios de expresion y genotecas de ESTs donde se pudo
comparar distintos modos reproductivos y distintas ploidias (Cervigni et al., 2008a,
2008b; Selva et al., 2012). Cuatro afos después de la generacion de la serie euploide se
reanalizo el modo reproductivo de las plantas de la serie utilizando citoembriologia y se
confirmd la completa sexualidad de UNST1122 (diploide). Sin embargo, al analizar las
plantas tetraploides obtenidas por duplicacion cromosomica del diploide (UNST1112 y
UNST1131) se encontré que el porcentaje de procesos sexuales era entre 10-15 %
(Meier et al., 2011). Estudios comparativos de AFLP y MSAP entre los distintos
materiales de la serie en el tiempo mostraron cambios tanto en el genoma como el
epigenoma (Mecchia et al., 2007; Ochogavia et al., 2009). Otros autores también han
informado cambios en la expresion de la sexualidad en 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 de genotipos
apomicticos obligados (apospdricos) tratados con sales producen sacos embrionarios
reducidos de tipo Polygonum (4 al 13 %). Estos autores postulan que el estrés salino
cambia las prioridades en el desarrollo: a- del saco embrionario nucelar al de la
megaspora en aposporicos (apomictico a sexual) y b- de la megaspora calazal a las otras
megasporas en procesos sexuales. Esto permite el 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
Cellarova, 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
sexuales y no a cambios genéticos o epigenéticos, aunque no se realizaron

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

47



Introduccion

en la cantidad de semillas por planta por aborto o formacion de un mayor nimero de
sacos embrionarios. En otro trabajo en el mismo género, con la especie P. simplex,
Molinari et al. (2003) evaltan 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, sin embargo al evaluar solo el loci de la apomixis no pueden asegurar que las
plantas provengan solo de reproduccion clonal. Resultados similares fueron obtenidos

por Taliaferro et al., (1989) en plantas aneuploides de Bothriochloa sp.

Lo anterior permite plantear algunas preguntas que se intentaran responder durante el
desarrollo de esta tesis: ¢pueden diversas situaciones de estrés modificar la expresion
del modo reproductivo en pasto lloron?, ;existe plasticidad y/o adaptabilidad en los
sistemas reproductivos?, ¢cudl seria la base molecular del o los mecanismos que regulan

esta plasticidad?
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Hipotesis

El modo reproductivo en Eragrostis curvula (apomixis diplosporica) esta genéticamente
controlado, tiene una expresion variable y puede verse afectado por factores ambientales

que generan estrés genomico.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes factores que generan estreses gendmicos sobre la
expresion de la apomixis diplosporica en pasto lloron, como el estrés hidrico, el cultivo
in vitro, el acido abscisico (considerado la hormona de estrés) y la hibridacion
intraespecifica. Se analizaran los sacos embrionarios de plantas de distintos genotipos
de pasto llordn luego de haber sido sometidas a estas condiciones, se realizaran pruebas
de progenie con marcadores moleculares y se analizard el nivel de metilacion del

genoma luego de los diferentes tratamientos.

Objetivos particulares

1) Analizar la estabilidad del modo reproductivo de Eragrostis curvula a lo largo
de todo el periodo de floracion.

2) Caracterizar el desarrollo sexual y apomictico para relacionar antesis y posicion
del antecio en la espiguilla con grado de desarrollo

3) Estudiar el efecto de estresores como el cultivo in vitro y sequia y la accién del
acido abscisico (ABA), considerado la hormona del estrés, sobre la expresion
del caracter apomixis.

4) Evaluar el comportamiento a través del tiempo del cardcter apomixis en una
poblacién hibrida obtenida a partir de materiales contrastantes.

5) Evaluar si cambios en la expresion de la apomixis estan asociados a cambios en
la metilacion del ADN.
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apomixis en pasto lloréon durante el

periodo de floracion.”



CAPITULO I - Introduccion

Introduccion

La mayoria de las especies de plantas que se reproducen por apomixis conservan cierta
capacidad de hacerlo también por reproduccion sexual (apomixis facultativa). La
frecuencia con que se observa esta reproduccion sexual varia incluso dentro de una
misma especie y a menudo se le ha atribuido este efecto al medio ambiente (Houliston
et al., 2006). Se ha informado que los cambios estacionales en los regimenes de
temperatura y luz pueden afectar el modo reproductivo en poblaciones naturales (Asker
y Jerling, 1992).

En gramineas, se ha observado que el fotoperiodo y la temperatura ejercen una
influencia sobre el nimero de sacos embrionarios no reducidos. Los primeros estudios
tendientes a analizar el efecto de estas variables sobre la expresion del modo
reproductivo fueron realizadas en Dichanthium aristatum (Knox y Heslop-Harrison,
1963, Knox, 1967). Estos autores compararon la variacion en la relacién de sacos
apomicticos y sexuales de esta especie en concordancia con las variaciones de
temperatura, precipitacion y fotoperiodo ocurridas en un gradiente latitudinal de 27 °. El
analisis citolégico de dos variedades de D. aristatum permitié establecer que la
disminucion de las precipitaciones y de la temperatura coincide con un aumento en la
produccion de semillas generadas por procesos apomicticos. Este estudio también
establecié que el acortamiento de las horas de luz aumenta significativamente el
porcentaje de sacos embrionarios aposporicos. Estudios similares se realizaron en
Calamagrostis purpurea y D. annulatum vy, al igual que con las especies anteriores, se
observd una disminucién en la produccion de sacos apomicticos cuando la duracién del
dia se incrementaba (Nygren, 1951; Knox, 1967). Por otro lado, Evans y Knox (1969)
informan un patrén similar para el control de la aposporia en Themeda australis (pasto
canguro). En esta especie, una disminucion del fotoperiodo afecta la cantidad de
semillas producidas por aposporia, registrandose, al igual que en las especies anteriores,

incrementos en la cantidad de las mismas (Knox y Heslop-Harrison, 1963; Knox, 1967).

Quarin (1986) analizd la incidencia del fotoperiodo en la formacién de sacos
embrionarios en Ovulos 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 + aposporicos) mientras que los tetraploides
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apomicticos facultativos también tuvieron un mayor nimero de sacos aposporicos
durante la primavera y el verano, coincidiendo con un fotoperiodo de 14 hs de luz y 10
hs de oscuridad (dia largo). Este mismo autor encuentra que condiciones de dia corto
(12 hs de luz y 12 de oscuridad) conducen a una mayor incidencia de sacos de origen
meiotico. Observaciones similares fueron realizadas en E. curvula donde la exposicion a
condiciones experimentales de dia corto disminuyen el porcentaje de sacos
embrionarios no reducidos (Brix, 1977). Estos resultados se contraponen a los
descriptos anteriormente para el género Dichanthium, pero aportan evidencia de que

existe un componente ambiental que afecta la expresion de la apomixis.

Sin embargo, otros estudios mostraron evidencias de que el fotoperiodo no afecta la
expresion de la apomixis. McWilliam et al. (1970) no encuentran efectos significativos
del fotoperiodo sobre la proporcion de semillas producidas por vias apomicticas en
cuatro de cinco variedades de Hyparrhenia hirta y concluyen que el fotoperiodo no
afecta el grado de expresion de la apomixis. Tampoco Burton (1982) observa efectos del
ambiente sobre el sistema de reproduccion de Paspalum notatum (bahiagrass). Hussey
et al. (1991) informan resultados similares acerca de dos accesiones de pasto salinas
(Cenchrus ciliaris) con fotoperiodos de 8, 12 y 16 hs de luz.

En la region semiérida templada en la cual el pasto lloron se cultiva preferentemente, el
crecimiento reproductivo se inicia a principios de octubre y la floracion tiene lugar a
fines de octubre o noviembre y se extiende hasta diciembre. Bajo condiciones
favorables se puede observar una segunda floracion a fines de febrero y principios de
marzo (Ferndndez et al., 1991). En funcion de lo anterior y teniendo presente la
existencia de un estado reproductivo extenso con dos periodos de floracion, es necesario
conocer si existen diferencias en la expresion de la apomixis a lo largo de los mismos,
ya que esta variacién podria introducir errores en la interpretacion de los resultados

experimentales.
Técnicas para la determinacion del modo reproductivo

Existen varios indicadores de la existencia de reproduccion apomictica en una especie,
como elevada frecuencia de poliembrionia (embriones multiples), alta produccion de
semillas en plantas que se esperaban estériles (por ej. hibridos entre plantas poco

relacionadas, triploides y aneuploides) y progenie homogénea (Leblanc y Mazzucato,
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2001). Estos indicadores a veces son dificiles de detectar, como suele suceder en el caso
de materiales naturales y siempre se requieren analisis exhaustivos para establecer el

tipo de apomixis presente y el nivel de expresion de este caracter.

Un requisito fundamental cuando se quiere estudiar el modo reproductivo de una
especie, la herencia de la apomixis o incluso su estabilidad a través del tiempo, es contar
con métodos simples cuali o cuantitativos que permitan la caracterizacion fenotipica de
este caracter. 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 determinacion del modo reproductivo no es simple y varias

técnicas deben ser utilizadas conjuntamente para garantizar precision en este aspecto.
Algunas de estas metodologias son las siguientes (Naumova, 1997; Sherwood, 2001):

Estudios Citoembrioldgicos: Estos se basan en la observacién de las diferencias en la
megasporogénesis y megagametogénesis entre procesos sexuales y apomicticos (egj.:
secciones de parafina combinado con tinciones como safranina-fast green, clarificado de
ovarios, etc.). Es 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 ejemplo cantidad o ubicacion de nucleos o
celulas en el saco embrionario. La técnica de clarificado de ovarios es muy util y
relativamente sencilla. Se basa en métodos de clarificacion de tejidos y squash y permite
observar al microscopio 6ptico y con poca elaboracion del material, todo el proceso de
megasporogénesis y evaluar la presencia de procesos sexuales o apomicticos. La técnica
de clarificacion de Herr (1971) aport0 mejoras para estudiar los estadios de la
megasporogénesis, fundamentalmente en la aposporia. En muchos casos es la técnica
citologica de eleccion para la evaluacién del modo reproductivo cuando existen
numerosos individuos a evaluar. La citoembriologia se ha utilizado para diferenciar con
éxito procesos sexuales de apomicticos en muchas poblaciones, como P. procurrens
(Hojsgaard et al., 2011), hibridos de Brachiaria (Pessino et al., 1998) y P. notatum

(Acufia et al., 2010), entre otros.

Prueba de auxina: Este analisis estima el potencial de reproduccion asexual que puede

alcanzar una planta y se puede utilizar para estimar la frecuencia de apomixis. La
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prueba se basa en la premisa de que los 6vulos producidos a través de aposporia o
diplosporia deberian estar mejor capacitados para desarrollarse partenogenéticamente
que los producidos a través de desarrollo sexual, debido a la aparente relacion entre las
dos etapas de desarrollo apomictico. Se utilizan auxinas sintéticas (2,4-D, 2,4,5-T 0
dicamba) colocadas en las inflorescencias antes de la antesis induciendo la formacion de
semillas que contienen embriones maduros pero sin endosperma en el caso de los
procesos partenogenéticos y cariopses sin endosperma ni embrion en el caso de los
procesos sexuales. La diferencia en la frecuencia entre los dos tipos de semillas permite
la estimacion de la capacidad de apomixis en los individuos evaluados (Matzk, 1991).
Esta prueba proporciona un método rapido, simple y preciso para estimar la frecuencia
de apomixis en una poblacién. Mazzucato et al. (1996) realizaron estudios con este
método para estimar el grado de partenogénesis en varios genotipos de Poa pratensis
encontrando baja variacion entre afios y entornos demostrando la confiabilidad del

método.

Citometria de flujo: basada en el 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 relacion generalmente varia en semillas provenientes
de reproduccion sexual y apomictica (Matzk et al., 2000). Se realiza un macerado de la
semilla en solucion tampo6n conteniendo un colorante para ADN (ej. DAPI). El
citdbmetro indica cuales son las ploidias mas frecuentes de los nucleos. Como fue
sefialado en la Introduccion General, la relacion de ploidias embrién/endosperma
frecuentemente varia entre procesos sexuales y apomicticos, ya que el endosperma se
forma por la unién de tres nucleos de ploidia n, dos polares (maternos) y uno
espermatico (paterno) en los procesos sexuales, mientras que en varios Procesos
apomicticos los nucleos polares son 2n, dando una relacion embrion/endosperma para la
semilla sexual de 2/3 y para la semilla apomictica de 2/5. Este método fue utilizado
exitosamente en la evaluacion de poblaciones de Boechera holboellii (Sharbel et al.,
2009) y de P. plicatulum (Sartor et al., 2009).

Pruebas de progenie: originalmente fueron realizadas utilizando caracteres
morfologicos, comparando las progenies con la planta materna. Dado que las plantas
apomicticas producen progenie uniforme, la identidad de los descendientes con la planta

madre indica un posible origen apomictico. Con la aparicion de los marcadores
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moleculares, éstos fueron utilizados para realizar estas pruebas. Cuando existen,
también se pueden usar marcadores ligados a la apomixis, tales como RFLPs, SSRs,
AFLPs, SCARs, etc. Esta técnica ha sido exitosa para la evaluacion del modo
reproductivo en poblaciones de Hieracium perforatum usada en combinacion con
técnicas citoldgicas (Arnholdt-Schmitt, 2000), como asi también en P. notatum (Ortiz et
al., 1997; Stein et al., 2007).

De acuerdo a la facilidad de ejecucion de las técnicas y a la informacion que aportan,
Naumova (1997) realizd una comparacion de las distintas metodologias. En primer
lugar se encuentran las técnicas de andlisis en progenies (semillas o plantas), las cuales
evitan la inclusién del material en parafina, la realizacion de cortes y tincién de las
secciones. Estas técnicas permiten el estudio de numerosas muestras en menor tiempo.
El segundo grupo incluye las técnicas clésicas de citoembriologia, utilizando tanto el
microscopio Optico como el electronico para el estudio de los aspectos bésicos del
desarrollo reproductivo. Estas técnicas requieren de mucho tiempo, pero brindan
informacién fundamental para el conocimiento de los mecanismos involucrados en la

apomixis.

Como se menciond previamente, el tipo de apomixis diplospdrica que se presenta en el
pasto llorén es considerado caracteristico del género Eragrostis (Crane, 2001). La
apomixis tipo Eragrostis se distingue por la ausencia de estadios mei6ticos. Luego de
dos rondas de mitosis que experimenta el megasporocito se forma un saco embrionario
tetranucleado con una ovocélula, dos sinérgidas y un nucleo polar, todos no reducidos.
La descripcion original incluye sacos bipolares con méas de cuatro nucleos, por lo que
inicialmente se la consider6 como una variacion de la apomixis de tipo Antennaria
(Streetman, 1963).

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

apomicticos son:
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Proceso sexual Proceso apomictico
Célula Madre de la Megaspora no elongada Célula Madre de la Megaspora elongada
Meiosis: tétrada y/o megasporas degenerantes Sin meiosis
Posicién de nicleos durante las divisiones Posicién de nicleos durante las divisiones
mitéticas en el saco embrionario: mitdticas en el saco embrionario:
Saco binucleado con los nucleos en polos Saco binucleado con los nicleos en polo
opuestos. micropilar.
Saco tetranucleado con dos nucleos en cada Saco tetranucleado con cuatro nucleos en polo
polo. micropilar.
Saco embrionario maduro con ocho 0 mas Saco embrionario maduro generalmente con
nuacleos (proliferacion de antipodas). cuatro nucleos (sin antipodas).

Otra particularidad de la diplosporia en Eragrostis es que al poseer un saco embrionario
con un so6lo nacleo polar no reducido y presentar pseudogamia (union de un nucleo
espermatico con el nucleo polar), la relacion de ploidias entre el embrion y el
endosperma es exactamente la misma, tanto en procesos sexuales como apomicticos
(relacién embridn/endosperma 2x/3x). Este Gltimo 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 relacion embrion/endosperma. Los cereales, que serian los blancos
mas adecuados en este sentido, son sumamente sensibles a cambios en la misma.
Generalmente en otros tipos de apomixis esta relacion se altera, ya que en los sacos
embrionarios hay dos nucleos polares no reducidos y al producirse la pseudogamia el
endosperma queda con un nivel de pentaploide, es decir 5x (relacién
embrion/endosperma 2x/5x). Lamentablemente, esta ventaja que posiciona al pasto
[lorén como un excelente modelo de estudio conlleva la desventaja de no poder ser
utilizado en ensayos de citometria de flujo dada la incapacidad del analisis para
discernir materiales sexuales de apomicticos. Si bien pueden utilizarse diferentes
técnicas, las observaciones citoembriologicas son siempre necesarias para confirmar el
origen del saco embrionario y el tipo de apomixis presente (Leblanc y Mazzucato,
2001).

En pasto lloron ya se han evaluado cuatro técnicas para analizar el modo reproductivo
de los distintos genotipos (Zappacosta, 2009; Meier et al., 2011). Las técnicas evaluadas

fueron la prueba de calosa, la citoembriologia clasica con la tincién de safranina-fast
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green, las pruebas de progenie con marcadores moleculares y los analisis de ploidia con
citometria de flujo. Los estudios citoembriologicos (presencia de calosa y tincion con
safranina-fast green) y las pruebas de progenie con marcadores RAPDs demostraron ser
los més adecuados para el analisis del modo de reproductivo, permitiendo la

caracterizacion de plantas apomicticas obligadas, apomicticas facultativas y sexuales.
Anélisis del desarrollo de la inflorescencia

La inflorescencia de E. curvula es una panoja terminal de 15 a 40 cm. de longitud,
amplia y laxa o estrecha y compacta (tipo conferta) con ramas en general rigidas, no
capilares, dispuestas en forma alterna o subverticiladas, con pelos axilares al menos en
las ramas basales y con numerosas espiguillas con lemas enteras y glabras. El desarrollo
de la panoja de E. curvula es tipicamente heterocronico, dentro de la panoja, las
raquillas superiores presentan estadios mas avanzados en el desarrollo que las de la base
de la panoja. Dentro de la raquilla las espiguillas superiores estan menos desarrolladas
que las basales. Por ultimo, dentro de cada espiguilla, las flores basales se encuentran
mas desarrolladas que las superiores (Figura 1.1).

A 8

Figura 1.1: Desarrollo de la inflorescencia en plantas de pasto llorén. Las flechas indican la
direccion de desarrollo de las flores dentro de la panoja. A) De raquillas superiores a inferiores
dentro de la panoja. B) De espiguillas basales a apicales dentro de la raquilla. C) De flores
basales a superiores dentro de cada espiguilla.
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Cada una de las espiguillas puede contener de 3 a 10 flores, el androceo es un Unico
verticilo con tres estambres y el gineceo unicarpelar posee dos estilos con estigmas

plumosos (Figura 1.2); el cariopse unicarpelar es globoso a elipsoide, con superficie

finamente estriado-reticulada.

Figura 1.2: Flor de pasto lloron A) Piezas fértiles de la flor de E. curvula, androceo de tres
estambres y gineceo globoso con estigma bifido plumoso. B) Corte longitudinal del ovario,
Ova: Ovario unicarpelar; Ovu: Ovulo; SE: Saco embrionario.

Nuevas técnicas para el estudio de la expresion de genes, como la hibridacion in situ y
la microdiseccion permiten evaluar la expresion de genes a nivel celular partiendo de
muy pocas células. La aplicacién de estas técnicas al pasto llorébn demanda un
conocimiento mas complejo del que se dispone actualmente acerca del desarrollo de las
inflorescencias. Un analisis preciso acerca de la frecuencia de aparicion, el lugar y
duracion relativa de cada uno de los estadios de la megagametogénesis dentro de la
inflorescencia seria una herramienta de gran valor a fin de colectar el material para
realizar estudios destinados a comprender las vias moleculares de la apomixis. En estos
casos, cuando se comparan estadios y genotipos, es indispensable poder distinguir de
manera precisa el estadio de desarrollo en que se encuentra el tejido fuente para la

extraccion de ARN.
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Hipotesis

En cultivares apomicticos de pasto lloron las vias moleculares de apomixis y sexualidad
coexisten, estando la sexualidad reprimida o expresada a muy bajo nivel. No obstante,
ante determinados cambios estacionales, la expresion de la apomixis puede verse

afectada.
Objetivo

El objetivo de este capitulo fue analizar, por métodos citoembrioldgicos, el modo
reproductivo del cv. apomictico Tanganyika a lo largo de todo el periodo de floracion.
También se realiz6 un analisis del desarrollo de la inflorescencia a fin de asociar
caracteristicas morfoldgicas de las mismas con estadios de desarrollo del saco

embrionario.
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Materiales y métodos

Material Vegetal

Los materiales vegetales (E. curvula) evaluados en esta tesis se mantuvieron en
invernaculo durante todo el afio creciendo en macetas de 10 L bajo fotoperiodo natural
(38°43'0"S 62°16'0"0) y temperatura de 25 + 2 °C a excepcion de la estacion invernal
donde fueron retiradas del invernaculo y colocadas a la intemperie dado que, por

tratarse de pastos de altura, requieren vernalizacion para florecer.

Para el estudio de la expresion del caracter apomixis a lo largo del periodo de floracion,
se utilizaron plantas del cv. apomictico Tanganyika INTA (2n=4x=40), uno de los

cultivares de mayor implantacion en el pais.

Para el anlisis del desarrollo de la inflorescencia se utilizaron plantas del mismo
cultivar, a fin de caracterizar las inflorescencias tipicas de plantas apomictica. Para
caracterizar las inflorescencias de plantas sexuales se utilizaron progenies sexuales
provenientes de la cruza controlada entre el cv. sexual OTA (USDA) (2n=4x=40) como
progenitor femenino y el cv. apomictico Tanganyika USDA (2n=4x=40) como donante
de polen. Estas plantas forman parte de la coleccion existente en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal (CERZOS-UNS).

Estudios citoembrioldgicos

Con el fin de determinar los niveles de expresion de la apomixis y sexualidad en plantas
del cv. Tanganyika INTA a lo largo del periodo de floracion se colectaron
periddicamente espiguillas entre los meses de septiembre a marzo durante dos afios no
consecutivos. Las panojas se colectaron en el momento de presentar los primeros signos
de antesis, tiempo en el cual es posible encontrar todo el rango del desarrollo del saco
embrionario, desde la célula arquespdrica hasta la posible fertilizacion (Meier et al.,
2011). Estas fueron inmediatamente fijadas en FAA (10 % formol, 5 % acido acético,
50 % alcohol y 35 % agua destilada) donde se conservaron hasta el momento de su
utilizacion. Luego se procedio a la inclusion de las espiguillas, por separado, en parafina
(Paraplast) y su montado y corte utilizando un microtomo. Secciones de 10 um de
espesor fueron tefiidas con safranina-fast green (Johansen, 1940). Los preparados fueron

observados en un microscopio éptico Nikon Eclipse TE300. Las observaciones se
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agruparon en procesos apomicticos (megaspora elongada, sacos embrionarios
binucleados y tetranucleados) o procesos sexuales (tétrada, megasporas degenerantes,
sacos embrionarios binucleados, tetranucleados y octonucleados) se acuerdo a presencia
de evidencias de meiosis 0 a la posicion y numero de los ndcleos en el saco embrionario
(Meier et al., 2011).

Para el analisis del desarrollo se utilizaron inflorescencias en antesis temprana (no mas
del 10 % de estambres por fuera de la flor) y se cuantifico el total de estadios para cada
modo reproductivo. En ambos casos, los estadios de arquespora y célula madre de la
megaspora su agruparon en una sola categoria debido a la dificultad para distinguir
entre estos dos estadios. En el genotipo sexual, los estadios de diada, triada y tétrada

también se agruparon en una sola categoria debido a la baja frecuencia observada.
Anélisis estadistico

A partir de los datos obtenidos, se realizaron analisis estadisticos. Se evaluaron las
diferencias entre la medias entre periodos de floracion mediante el Test t de Student

para muestras apareadas planta a planta e independientes en el total de los datos.
Resultados y discusion

Estudios citoembrioldgicos

En las secciones de espiguillas del cv. Tanganyika INTA tefiidas con safranina-fast
green colectadas a lo largo del periodo de floracion (Figura 1.3) se observaron, en su
mayoria, procesos tipicos del desarrollo de un saco diplospérico como lo son las células
madres de la megaspora elongadas (Figura 1.3 M) y sacos binucleados y tetranucleados
con los nucleos en el polo micropilar (Figura 1.3 N y O). Ademas, se observd una
pequefia proporcion (alrededor del 2 %, Tabla 1.1) de estadios del desarrollo del saco
embrionario tipico del proceso sexual, como son las células de una tétrada lineal de
megasporas (Figura 1.3 E) y la megaspora funcional con las megasporas degenerantes
(Figura 1.3 F). Los sacos sexuales fueron identificados por la disposicion de los nucleos
en el saco embrionario en los estadios binucleados (Figura 1.3 G y H), tetranucleados
(Figura 1.3 | y J), octonucleados (Figura 1.3 K) y aquellos sacos con proliferacion de

antipodas.
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Figura 1.3: Desarrollo del saco embrionario sexual (A - K) y diplospérico (L - O) en plantas de
pasto lloron cv. Tanganyika INTA. (A) Arquespora. (B) Célula madre de la megaspora. (C) Diada
(primer division meidtica). (D) Tres células de de una tétrada lineal de megasporas. (E) Tétrada
formada. (F) Megaspora funcional calazal y megasporas degenerantes. (G) Saco binucleado con
presencia de megasporas degenerantes. (H) Saco binucleado desarrollado. (1) Saco tetranucleado. (J)
Saco tetranucleado desarrollado con vacuola central. (K) Saco octonucleados. (L) Célula madre de la
megaspora. (M) Célula madre de la megaspora elongada. (N) Saco binucleado. (O) Saco
tetranucleado. a: antipodas, nch: nicleos calazales, md: megasporas degenerantes, c: ovocélula, mf:
megaspora funcional, nm: ndcleo micropilar, np: nicleo polar, s: sinérgidas.
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Este trabajo permitié determinar que el cv. Tanganyika INTA, mencionado
anteriormente como apomictico obligado (Poverene 1988), es en realidad un cultivar
facultativo donde apomixis y sexualidad no son procesos mutuamente excluyentes. En
el mismo pueden observarse simultaneamente sacos reducidos (meidticos) y no
reducidos (provenientes de apomixis) en una misma planta, en una misma inflorescencia

y, aun, en pistilos contiguos (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Corte longitudinal de una espiguilla del cv. Tanganyika INTA de pasto lloron con
detalle de un proceso apomictico y uno sexual en pistilos contiguos. Secciones tefiidas con
safranina-fast green. (A) Célula madre de la megaspora elongada (apomictica) y (B) saco
tetranucleado con nucleos de disposicion tipica de procesos sexuales.

Los resultados obtenidos a partir de las observaciones mensuales del primer periodo de
floracion analizado se resumen en la Tabla 1.1.

El anélisis de 565 pistilos en estadio 6ptimo de observacion permitié determinar que la
proporcion de sacos apomicticos es estable durante el periodo de floracion en
condiciones controladas. Se observd, ademas, que en las condiciones en que se llevé a
cabo el ensayo, el cultivar presenta un nivel de sexualidad promedio del 1,4 %,
evidenciando un efecto de sexualidad residual presente en el cultivar.
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Tabla 1.1: Namero de pistilos apomicticos y sexuales observados en diferentes plantas de pasto
lloron, cv. Tanganyika INTA, entre los meses de septiembre 2009 a marzo 2010. Pistilos
sexuales (diadas, tétradas, megasporas funcional y degenerantes, sacos embrionarios 2N, 4N y
8N); pistilos apomicticos (célula madre de la megaspora elongada, sacos embrionarios 2N y

4N). NC: no hay coleccion.

Temporada 2009/10 | Septiembre  Octubre Noviembre Diciembre Enero  Febrero  Marzo
Pistilos Apomicticos 96 98 100 89 NC 69 105
Pistilos sexuales 1 1 3 2 NC 0 1

En 2011, Rebozzio et al., observaron un aumento en la proporciéon de sacos sexuales
sobre el final del periodo de floracién. A fin de determinar si la misma ocurre en pasto
llorén se realizd un nuevo analisis durante el periodo de floracion 2011/12. En este
nuevo analisis se individualizaron los ejemplares y se duplico el numero de
observaciones a fin de realizar un estudio mas preciso. Estos resultados se exhiben en la

Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Namero de pistilos apomicticos y sexuales observados en diferentes plantas de pasto
lloron, cv. Tanganyika INTA, entre los meses de septiembre 2011 a marzo 2012. Pistilos
sexuales (diadas, tétradas, megasporas funcionales con degenerantes, sacos embrionarios 2N,
4N y 8N); pistilos apomicticos (célula madre de la megaspora elongada, sacos embrionarios 2N
y 4N). De la planta T4 en el primer periodo de floracion se analizaron dos panojas diferentes

Primer periodo de floracion (Sep. - Dic.)
2011/12 Numerode NUmero de pistilos Porcentaje

istilos
Planta ar'? Alizados Apo Sex Apo Sex
T4 (1) 104 102 2 98,1% 1,9%
T4 (2 75 74 1 98,7% 1,3%
T6 150 145 5 96,7% 3,3%
T 20 87 84 3 96,6% 3,4%
T 23 152 150 2 98,7% 1,3%
Total 568 555 13 97,7% 2,3%

Segundo periodo de floracion (Feb. - Mar.)
2011/12 Nimerode NuOmero de pistilos Porcentaje

Planta Pistilos Apo Sex Apo Sex
analizados

T4 150 147 3 98,0% 2,0%

T6 91 89 2 97,8% 2,2%

T 20 126 121 5 96,0% 4,0%

T 23 113 111 2 98,2% 1,8%

Total 480 468 12 97,5% 2,5%
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El andlisis de 568 pistilos pertenecientes al primer periodo de floracion y 480 al
segundo reforzaron los resultados analizados en la campafia anterior. Es decir que en
condiciones controladas de temperatura (invernaculo) no se observaron diferencias en la
expresion de la sexualidad en plantas del cv. Tanganyika. Estudios previos conducentes
a la caracterizacion de genotipos del complejo E. curvula realizados con isoenzimas de
peroxidasas (Poverene, 1988) no arrojaron evidencias de variabilidad natural en el cv.
Tanganyika. Las pruebas de progenie realizadas en el mencionado estudio, indican la
presencia de progenie uniforme. Los resultados mostrados en esta tesis indican que este
cultivar, catalogado como apomictico obligado, posee, a lo largo de todo el afio un
pequefio porcentaje de sacos embrionarios provenientes de procesos sexuales. Estos
resultados estarian indicando que las semillas que daran origen a nuevas plantulas
provienen de procesos apomicticos o que, en el estudio de Poverene, el nimero de
plantas analizadas no fue suficiente como para detectar este bajo nivel de sexualidad.
Por otro lado, las isoenzimas no son marcadores lo suficientemente sensibles para
detectar estos bajos niveles de sexualidad. La sexualidad residual promedio de cada
periodo fue del 2,3 % y 2,5 % respectivamente y no se observaron diferencias
significativas entre los mismos (tanto en la comparacion entre las mismas plantas en
diferentes periodos como periodos entre si) ni con los datos de la campafia 2009/10.
Estos resultados indicarian que, en condiciones de crecimiento controladas, el modo
reproductivo del cv. Tanganyika INTA presenta una expresion estable de la sexualidad
durante todo el periodo de floracion. Estos resultados no implican que no ocurra una
variacion en las proporciones de procesos apomictico/sexuales influenciados por
variables como la temperatura, o factores externos a las condiciones de invernaculo,
como podria suceder en las poblaciones naturales con condiciones estacionales mas
marcadas. Rebozzio et al., (2011) en Paspalum notatum, observaron una expresion mas
baja de la sexualidad residual en el periodo de méaxima floracién. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que los ensayos realizados en esta especie fueron llevados a cabo a
campo, con condiciones ambientales cambiantes y periodos estacionales definidos,

mientras que los ensayos en E. curvula se realizaron en condiciones controladas.

Estos andlisis son la base fundamental para la continuidad de los estudios que se
pretenden realizar, ya que sientan las bases de un comportamiento estable del caracter

apomixis en este cultivar en las condiciones de crecimiento en las que se realizaran los
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posteriores ensayos de esta tesis y nos dan la seguridad de un entorno estable donde

analizar las proximas variables.
Anadlisis del desarrollo de la inflorescencia

El anélisis de las secciones tefiidas con safranina-fast green permitié estimar la
frecuencia de aparicion de cada estadio para cada modo reproductivo. Este tipo de
estudio, combinado con estudios acerca de la frecuencia relativa a la posicion dentro de
la inflorescencia permite calcular la duracion relativa de cada estadio en el proceso de
megagametogeénesis. En la Figura 1.5 se muestran las frecuencias de aparicion de cada
estadio en un genotipo apomictico (cv. Tanganyika INTA) y uno sexual (hibridos de la
cruza controlada entre OTA (USDA) y Tanganyika (USDA)

. Semillas en Semillas en
Genotipo formacion Genotipo formacién
Apomictico 2% Sexual 3% Arg-omm

Figura 1.5: Frecuencia de aparicion de los diferentes estadios de la megagametogénesis en el
genotipo apomictico Tanganyika (INTA) (izg.) y en el sexual OTA (USDA) (der.) de pasto
llor6n. Arg-cmm: arquesporas y células madres de la megaspora; CMME: células madres de la
megaspora elongadas; D-T-T: diadas, triadas y tétradas; MF: megasporas funcionales; 2N apo y
4N apo: sacos embrionarios apomicticos bi y tetranucleados; 2N sex, 4N sex y 8N sex: sacos
embrionarios sexuales bi, tetra y octonucleados.

En el caso del genotipo apomictico, el analisis de 1556 ovarios permitio determinar que
el estadio de célula madre de la megaspora (CMME) es el predominante con una
frecuencia de observacion del 36 %. Los estadios de arquespora y célula madre de la
megaspora (Arg-cmm), y sacos embrionarios bi y tetranucleados mantuvieron
frecuencias de observacion similares (18, 21 y 23 %, respectivamente) mostrando una

distribucion homogénea de los diferentes estadios del proceso apomictico. En el
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genotipo sexual, el analisis de 1175 ovarios, mostro al estadio de megaspora funcional
como el de mayor frecuencia de aparicion (39 % de los casos), mientras que los estadios
Arg-cmm y los sacos embrionarios bi, tetra y octonucleados mostraron porcentajes de
aparicion similares. No obstante, el grupo conformado por diadas, triadas y tétradas (D-
T-T una menor frecuencia de aparicion (6 %). Este bajo porcentaje obtenido entre los
tres estadios (D-T-T) demostraria que el proceso de meiosis, que tiene lugar en la
megagametogeénesis sexual, ocurriria en un lapso muy estrecho en comparacion con los
otros estadios. En ambos genotipos se encontrd una pequefia proporcion (2 y 3 %) de
sacos embrionarios ya fecundados y con formacion de tejidos propios de una semilla en

formacion.

Con una fraccion de los datos del estudio anterior (872 ovarios en el genotipo
apomictico y 689 en el sexual) se calculé la frecuencia de ocurrencia relativa a la
posicion de cada estadio dentro de la inflorescencia.

Dentro de los tres grados de desarrollo observados de la panoja (ver Figura 1.1), el
heterocronismo mas evidente y predominante se observé en el desarrollo de las flores
dentro de cada espiguilla, donde las basales se encuentran notoriamente mas
desarrolladas que las superiores. La variacion ocurrida dentro de los otros dos ejes de
desarrollo (a lo largo del raquis principal y raquillas secundarias) podria considerarse
despreciable en comparacion a la que se observd dentro de las espiguillas. Por ello, el
estudio se centrd principalmente en el analisis del desarrollo de las espiguillas (Figura
1.6).
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Arg-cmm: 97% Arg-cmm: 77%

9 D -D-T: 23%

MF: 43%
2N sex: 33%
4Nsex: 23%

Arg-cmm: 29% CMME: 3%

Arg-cmm: 21%
CMME: 59% y D -D-T: 24% v

2N apo: 11% CMM: 62% MF: 55%

2N apo: 28%

4N apo: 9%

CMME: 25% MF: 29%

2N apo: 51% 2 2N sex: 31% S
4N apo: 24% 2Napo: 14% AN sex: 36% 4N sex: 39%
4N apo: 82% 8N sex: 58%

Semilla en
formacion: 3%

Semilla en
formacion: 4%

APOMICTICO SEXUAL
872 pistilos 689 pistilos

Figura 1.6: Frecuencia de ocurrencia de cada estadio en relacién a la posicion dentro de la
espiguilla en inflorescencias de genotipos apomicticos (izq.) y sexuales (der.) de pasto llorén.

En el genotipo apomictico casi el total de antecios apicales (antecio 5) observados
presento estadios arquesporiales o de cmm. Si bien las estructuras propias del ovario no
mostraron anomalias, es posible que los estadios preembrionarios de este antecio no
lleguen a formar semilla en el total de los casos, ya que rara vez se colectan tantas
semillas por espiguilla, pudiéndose tratar de un antecio apical estéril. En los antecios
siguientes (3 y 4), el estadio de CMME se muestra, marcadamente, como el de mayor
ocurrencia (62 y 59 % respectivamente). Es importante destacar que, en este estadio, la
determinacion del modo reproductivo que tomaré la futura semilla ya ha ocurrido, por lo
que, de ser necesario colectar material para estudios previos al proceso de
determinacion, seria necesario colectar solamente ovarios pertenecientes al antecio 5
cuyos ovarios tienen un diametro de aproximadamente 50 um. En el antecio 2, el
estadio dominante fue el de saco embrionario binucleado, mientras que en el antecio 1
se observé una fuerte dominancia de sacos embrionarios tetranucleados. En esta
posicion se observo también una pequefia proporcion (4 %) de estructuras propias de
una semilla en formacién, como sacos fecundados, paredes seminales desarrolladas y

formacion de embriones.
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En el genotipo sexual tres cuartos del total de los antecios apicales observados presentd
estadios arquesporiales (77 %), mientras que la cuarta parte restante pertenecié al grupo
conformado por diadas, triadas y tétradas (23 %). A diferencia de lo observado en el
genotipo apomictico, la coleccion de ovarios apicales no asegura la obtencion de
estadios previos a la determinacion visual del modo reproductivo. Este efecto podria
deberse simplemente a que la diferenciacion de los procesos sexuales se visualiza
cronolégicamente antes que los procesos apomicticos, ya que, una cmm solo se
considera CMME una vez alcanzado un grado de desarrollo considerable. En los
antecios siguientes (2 y 3), el estadio de megaspora funcional (MF) se muestra,
marcadamente, como el de mayor ocurrencia (43 y 55 % respectivamente) e inclusive
tiene una gran participacion en el antecio siguiente (29 %), donde el estadio
tetranucleado es predominante (36 %). Los porcentajes de ocurrencia y la
predominancia en varios antecios se condicen con los resultados detallados en la Figura
1.5, donde el estadio de MF se encontré en el 39 % de los casos observados, indicando
que este seria el estadio de mayor ocurrencia y posiblemente el de mayor duracion. Esto
podria deberse al hecho de que este estadio comprende todo el proceso de degeneracion
de las megasporas no funcionales y, por ese motivo, su ocurrencia puede ser prolongada
en el tiempo. En el antecio basal (1), el estadio predominante fue el saco embrionario
octonucleados (58 %), donde al igual que en el genotipo apomictico se encontrd una
baja proporcion de procesos y estructuras tipicas de sacos fecundados y semillas en

formacion.

Estos andlisis evidenciaron una distribucion marcadamente heterocrénica dentro de la
espiguilla. También demostraron la dificultad que conlleva obtener estadios previos a la
determinacion del modo reproductivo en genotipos facultativos (si es que este factor no
se resolviera aun con mayor anterioridad, es decir, que la sefial molecular determinante
podria ya haber sido recibida mucho antes de su visualizacion). Posiblemente, para este
tipo de estudios, sea necesario realizar la coleccion de material en estadios anteriores a
la antesis, como por ejemplo, mientras la panoja ain se encuentra dentro de la hoja

bandera.

Este ensayo permitira mejorar la toma de decisiones cuando sea necesario realizar
estudios relacionados con la expresion de genes en ensayos de hibridacion in situ y

seleccidn de tejido para la extraccion de ARN en estos cultivares.
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En la especie modelo utilizada en esta tesis, E. curvula, pudieron observarse dentro de
una misma espiguilla antecios en muy diferente grado de desarrollo. Esto representa una
complicacion cuando se quieren realizar estudios comparativos de expresion de genes
entre plantas sexuales y apomicticas. Esto se debe a que en una espiguilla la expresion
del/los genes determinantes del modo reproductivo tedricamente se encuentra en los
estadios de desarrollo mas tempranos (arquespora a CMM) y en nuestro caso la
presencia de estadios més avanzados de desarrollo en la misma espiguilla diluiria la
presencia de los genes buscados. Existen técnicas que permiten el estudio de la
expresion diferencial de genes a partir de muy pequefias muestras de material bioldgico,
como el analisis de células disectadas con laser, la hibridacion in situ, etc. (Wuest et al.,
2013). Actualmente, nuestro grupo estd comenzando un proyecto con la utilizacion de
estas técnicas en colaboracion con el grupo del Dr. Timothy Sharbel (IPK, Gatersleben,
Alemania). Por lo tanto, conocer el grado de desarrollo de los distintos antecios a lo
largo de una espiguilla y su relacion con la antesis es crucial, ya que este Gltimo caracter
es el méas visible y el que nos sefiala el momento oportuno para la toma de la muestra. El
paso previo a esta tarea es realizar una diseccion de la espiguilla y en base a los
resultados hallados en la presente tesis se seleccionan los antecios superiores, que son
los méas tempranos y donde la CMM no esta diferenciada o lo ha hecho recientemente.
Por ejemplo, un estudio realizado en distintas especies de Boechera analizan 6vulos con

la CMM diferenciada y separan el ovulo por microdiseccion (Corral et al., 2013).
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Las plantas y el estrés

El estrés es el efecto producido por un factor ambiental externo que dista del éptimo y
actia sobre la planta generando una respuesta. Las diferentes especies o variedades
difieren en sus requerimientos éptimos y, por lo tanto, en su susceptibilidad a un
determinado estrés (Levitt, 1980). Ademas, hay periodos o etapas del desarrollo, como
el estadio de plantula o el periodo de floracion, donde los individuos pueden ser

particularmente mas sensibles a un estrés determinado (Hsiao, 1973).

La resistencia de las plantas a un estrés puede dividirse en estrategias de escape, evasion
y tolerancia (Levitt, 1972). Estas estrategias no son mutuamente excluyentes y, en la
préctica, las plantas pueden combinar una gama de tipos de respuesta (Ludlow, 1989).
Las estrategias de escape suponen una reproduccion exitosa antes de la aparicion de un
estrés severo. Esto es importante en regiones aridas, donde plantas anuales pueden
combinar los ciclos de vida cortos con altas tasas de crecimiento, utilizando el maximo
de recursos disponibles, mientras dure la humedad en el suelo (Maroco et al., 2000). Las
plantas también pueden soportar condiciones de estrés con estrategias de evasion,
evitando exponerse a los estreses. Ejemplos de esto son la reduccion en la pérdida de
agua mediante el cierre de estomas o el enrollamiento de las hojas ante intensidades
luminicas elevadas. Por ultimo, existen estrategias de tolerancia son aquellos
mecanismos que permiten a una planta soportar un estrés sin que se vea afectada la
fisiologia de la planta. Ejemplos de esto son el ajuste osmético a bajo potencial hidrico
(Morgan 1984), paredes celulares mas rigidas, o células mas pequefias (Wilson et al.,
1980).

Basicamente, la dindmica del estrés en las plantas (Figura 2.1), consiste en una
desestabilizacion inicial de las funciones, seguidas de un estado de normalizacion y
mejoramiento de la resistencia. Si se exceden los limites de tolerancia y se sobrepasa la
capacidad de adaptacion, el resultado puede resultar en un dafio permanente (Larcher,
1987; Sharma et al., 2012). Sin embargo, si el agente estresante cesa, las plantas
sobrevivientes pueden recuperarse, alcanzando nuevos estandares de resistencia
(Lichtenthaler, 1996).
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Fase Fase de Estado de resistencia Estado de Fase de
LS 2%
Sin estrés Alarma o aclimatacion agotamiento Regeneracion
Maximo de resistencia Eliminacion del agente
estresante

Estandar Nuevos estandares

Respuesta al

estreés

Minimo de Resistencia

~ N\
DANO AGUDO DANO CRONICO, MUERTE CELULAR

Figura 2.1: Dindmica del estrés en plantas: los individuos que sobrevivan a un estrés
prolongado posiblemente alcancen nuevos estandares de resistencia (Adaptado de Lichtenthaler,
1996).

Plasticidad vegetal en respuesta estrés

El crecimiento de las plantas se ve severamente afectado por estreses bidticos y
abioticos. Para hacer frente a estas presiones externas, las plantas han adquirido la
capacidad de generar respuestas adaptativas durante su evolucién. Estas respuestas se
basan en un conjunto de procesos complejos que involucran varios genes y factores de

sefializacion (Yokotani et al., 2013).

El caracter sésil de las plantas ha sido posiblemente la base para la evolucion de sus
numerosos mecanismos de respuesta a estrés. Las respuestas generales al 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). En condiciones de estrés, las plantas sufren dafios que afectan la
cantidad y calidad del crecimiento vegetativo, afectando procesos esenciales como la
fotosintesis (Colom y Vazzana, 2001) y el crecimiento foliar (Cabuslay et al., 2002),
desencadenando reducciones en el rendimiento (Blumwald et al., 2004). Estos dafos
también pueden afectar uno de los periodos méas sensible de las plantas, el estadio

reproductivo provocando, por ejemplo, esterilidad floral (Tang et al., 2008).

Ante estimulos ambientales las plantas activan multiples vias de sefializacion celular
que llevan a interacciones sumamente complejas. Estas interacciones probablemente

evolucionaron como mecanismos que permiten a los sistemas vivos responder al estrés
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con procesos biolégicos minimos y apropiados (Figura 2.2). La deteccion del estrés
bidtico y abiotico induce cascadas de sefalizacion que activan canales de iones,
cascadas de quinasas, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
acumulacién de hormonas tales como el acido salicilico (SA), etileno (ET), acido
jasmonico (JA) y acido abscisico (ABA). Estas sefiales, en Gltima instancia, inducen la
expresion especifica de subconjuntos de genes que llevan al ensamblado de una

reaccion general de defensa (Fraire Veldzquez et al., 2011).

Como se mencionara anteriormente, en la introduccién general, se han realizado
diversos estudios que indicarian que situaciones particulares como el cultivo in vitro y
el estrés hidrico podrian afectar la expresion del caracter apomixis debido al estrés que
generan en la planta. Conocer el efecto de situaciones que causan estrés genémico sobre
la expresion de la apomixis es importante para determinar el grado en que el ambiente
regula la expresion de este caracter y sus posibles implicancias, sobre todo en el caso de
que, en el futuro, se pueda transferir a especies de interés agronémico. Por otro lado, el
estudio del efecto de diferentes situaciones estresantes sobre la expresion de este
caracter puede proporcionar una idea de las posibles presiones de seleccién que acttan
sobre este modo reproductivo en condiciones de campo. También, fundamentalmente,

ayudaria a dilucidar posibles mecanismos de control del mismo.

Varios autores han sugerido que un sistema reproductivo facultativo, como el que se
encuentra en E. curvula, es indicativo de una estrategia dptima para la reproduccion y
supervivencia de una especie (Howard y Lively, 1994; Green y Noakes, 1995). Como
una primera aproximacion al problema, es menester analizar la expresion de la
apomixis/sexualidad bajo diferentes regimenes ambientales que podrian generar un

estrés en la planta.
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Figura 2.2: Complejidad de las respuestas de las plantas a estreses abi6ticos (Adaptado de
Vinocur y Altman, 2005).

El anélisis del efecto de estos estreses 0 estresores sobre la expresién de la apomixis es

de vital importancia para comprender el origen de la apomixis, sus mecanismos de

regulacion y desarrollar herramientas para su manejo y aprovechamiento.
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Estrés hidrico

En términos globales, la sequia y el déficit hidrico limitan el crecimiento y la
productividad de los cultivos, mas que cualquier otro factor ambiental (Boyer, 1982). La
mayoria de las plantas estdn expuestas a distintos grados y tipos de estrés en algin
momento de su desarrollo, pero sin duda la falta de agua es la fuente de estrés mas
comun y frecuente. Muchas plantas han desarrollado respuestas que les permiten tolerar
diferentes niveles de déficit de agua, que van desde un estrés hidrico leve, causado por
la disminucion del potencial hidrico al mediodia, hasta aquellas que les permiten
sobrevivir en habitats desérticos. Cuando el deficit hidrico se desarrolla lentamente, las
plantas pueden presentar respuestas de aclimatacion que tienen efectos sobre el
crecimiento, como la disminucion de la expansion foliar y el aumento del crecimiento
radical (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008). Otro mecanismo de resistencia a nivel
fisiologico es el cierre de estomas, estructuras responsables de la mayor proporcion de
pérdida de agua en las plantas (Taiz y Zeiger, 2006). Esta respuesta esta mediada por la
hormona 4cido abscisico (ABA), que migra desde la raiz, para ejercer su efecto en las
celulas oclusivas de los estomas (Leung y Giraudat, 1998; Zhang y Outlaw, 2001). Si
bien la mayoria de estas respuestas estan reguladas por el ABA, se han descrito vias de
regulacion independientes de esta hormona (Chandler y Robertson, 1994). Esto podria
sugerir la presencia de factores adicionales involucrados en la modulacion de algunos

genes durante periodos de estrés.

La exposicién al estrés hidrico severo durante un corto periodo de tiempo tendria
diversos efectos sobre el desarrollo de la planta, segin su estado ontogénico. Si
ocurriese durante el periodo reproductivo, podria ser critico, debido a que abarca una
serie de procesos irreversibles y no compensatorios que son diferencialmente sensibles
al estrés (Namuco y O’Toole, 1986).

Las plantas también responden al estrés por déficit hidrico a nivel celular y molecular.
Una de las principales respuestas al estrés hidrico es la modificacion de la expresion
génica (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007), relacionada con la produccion de
enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos, proteinas con funcién protectora,
enzimas antioxidantes, factores de transcripcién y otras proteinas involucradas en las
respuestas al estrés hidrico (Bray, 1997; Zhu et al., 2002). Durante el déficit hidrico,

diferentes tipos celulares responden incrementando o disminuyendo la expresion de
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algunos genes (Guo et al., 2009; Kim et al., 2011). A su vez, se ha visto que muchos
genes que no se expresan en condiciones de irrigacion dptima pueden empezar a hacerlo

bajo déficit hidrico.

Basandonos en los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, anteriormente
detallados en la introduccidn de esta tesis, y en las caracteristicas que aqui se describen,
el estrés hidrico es un excelente modelo para realizar un analisis del comportamiento del

caracter apomixis en situaciones de estrés.
Acido abscisico

La fitohormona acido abscisico (ABA) se encuentra en todas las plantas superiores y en
todos los tejidos vegetales y es una hormona reguladora de procesos importantes para el
desarrollo de las plantas (Lépez-Molina et al., 2001). Esta fitohormona isoprenoide se
sintetiza en los plastidos celulares, es movil dentro de la hoja y puede ser rdpidamente

trasladada desde las raices hasta las hojas a través del xilema.

Quimicamente el ABA es un sesquiterpeno que cuenta con dos isébmeros: uno cis y otro
trans y en funcion de la orientacion que presente el grupo carboxilo del C2 de estos
isomeros sera activa o no: solo el cis se corresponde con la forma activa, aunque la

planta puede interconvertir la molécula a cualquiera de ellos.

La sintesis del ABA se inicia con el precursor trans-violaxantina que, en condiciones de
estrés, se convierte a cis-neoxantina. La molécula es cortada entonces por la enzima
NCED, obteniéndose el xantosal. En condiciones de estrés hidrico la actividad de la
enzima NCED aumenta considerablemente. Como otras hormonas vegetales, el ABA
puede inactivarse y almacenarse en forma de conjugado o degradarse irreversiblemente

por oxidacion.

Baimiev et al. (2000) demostraron que el ABA tiene un efecto diferencial entre los
cinco tipos de fitohormonas (abscisinas, auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno) ya
qgue es la Unica capaz de antagonizar la accién de otra hormona. EI ABA es un
intermediario esencial de la respuestas de las plantas a los estreses ambientales, tanto
abioticos (sequia, salinidad, herida, frio) (Leung y Giraudat, 1998; Rock, 2000) como
bidticos (Fujita et al., 2006), siendo el principal mediador de respuestas a nivel de

planta entera en situaciones de deshidratacion. El rol principal del ABA es optimizar el
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crecimiento vegetativo en condiciones adversas mediante el mantenimiento de la
homeostasis osmética. Para ello promueve respuestas de desarrollo (como la
disminucion del crecimiento), adaptaciones morfoldgicas (como el cierre de estomas) y
cambios fisioldgicos (como la disminucion de la transpiracion). Las raices son
probablemente los 6rganos que primero perciben el estrés hidrico y sintetizan el ABA,
que posteriormente sera transportado a otras partes de la planta, como las hojas, donde

producira el cierre de los estomas (Hwang y Goodman, 1995).

El estrés osmotico y las bajas temperaturas incrementan la concentracion de ABA
enddgeno (Chandler y Robertson, 1994), afectando procesos no solo de respuesta
momentanea sino también efectos a largo plazo, como la arquitectura de la raiz a través
de la expresion de genes tales como ABI3 que regula la generacion de raices laterales
(De Smet et al., 2006). De hecho, el ABA vy el estrés por sequia tienen efectos similares
y probablemente sinérgicos sobre la formacion de raices laterales (Xiong et al., 2006).
Aunque el papel del ABA en la abscision del fruto y la latencia de las semillas no ha
sido completamente dilucidado (Schwartz et al., 2003), existen evidencias que
demuestran los efectos de esta hormona en la mayoria de los procesos esenciales para
las plantas, tales como maduracion de la semilla, desecacion, latencia y germinacion.
Algunos autores han propuesto que el ABA puede ser un inhibidor del crecimiento en
condiciones de estrés, pero un promotor del crecimiento en ausencia del mismo (Cheng
et al., 2002; Sharp y LeNoble, 2002).

Ademas de limitar la pérdida de agua a través de la regulacion de los estomas, el ABA
también afecta los patrones de expresion de mas de 1.000 genes (Skriver y Mundy,
1990; Hoth et al., 2002; Seki et al., 2002; Leonhardt et al., 2004), muchos de los cuales
tienen una implicancia, directa o indirecta, sobre el desarrollo del embridn,
principalmente durante situaciones de estrés ambiental. Un ejemplo de ello, son los
genes codificantes para proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA) que
generan un refuerzo de la tolerancia a sequia en plantas (Aroca et al., 2008).

Baimiev et al., (2000) observaron que el ABA podria cumplir funciones de defensa y
adaptacion bajo determinadas condiciones ecoldgicas, siendo capaz de afectar,
inclusive, el modo de reproduccién. Diferentes autores han informado que hormonas
como las auxinas, el etileno y las citocininas, juegan un papel importante en el

desarrollo de estambres (Cecchetti et al., 2008; Feng et al., 2006) y carpelos
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(Bencivenga et al., 2011). Por otro lado, se ha demostrado que las auxinas tienen un
papel muy definido en la especificacion del destino celular del saco embrionario,
generando un gradiente de sefiales que coordinan el desarrollo a nivel global
(Sundaresan y Alandete-Saez, 2010). Sin embargo, no existen informes acerca de los
efectos de los reguladores de crecimiento sobre el desarrollo de los ovarios durante el
periodo de actividad de la ovocélula. Esto se debe a la dificultad de realizar estudios en
estructuras tan pequefias y cuya duracion es efimera en el tiempo (Gusakovskaya y
Blintsov, 2006). De esta manera, una deficiencia de datos experimentales no permite la
construccién de un modelo de regulacion hormonal del proceso reproductivo en el
ovario durante el periodo de actividad de las ovocélulas. Por lo tanto, el analisis del
efecto del ABA sobre la expresién del modo reproductivo en una especie facultativa
podria aportar indicios acerca del funcionamiento de este complejo sistema.

Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos consiste esencialmente en aislar una porcion de la planta
(explanto) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido (Roca y
Mroginski, 1991). En condiciones adecuadas, como las que brinda el cultivo in vitro,
estas celulas desdiferenciadas tienen el potencial de originar una planta completa.
Durante este proceso, las células deben desdiferenciarse del estado de desarrollo en que
se encuentra el explanto para formar callo y luego volver a diferenciarse en nuevos tipos
de tejidos. Esta reprogramacion del genoma infringe a la célula una serie de

experiencias traumaticas (McClintock, 1984).

El cultivo de tejidos es capaz de inducir cambios a distintos niveles, aun genomicos. De
hecho se han encontrado varios mecanismos asociados con procesos mutagenicos (Lee
y Phillips, 1988; Hirochika et al., 1993; Kaeppler et al., 2000). Hirochika (1993) fue el
primero en informar el efecto inductor del cultivo de tejidos sobre la activacion de
retrotransposones Ttol, Tto2 y Tntl de tabaco. Mas tarde, Hirochika et al., (1996)
informaron la activacion de retrotransposones en arroz (Tos10, Tos 17, y Tos 19) luego
de ser sometido a cultivo in vitro y Kikuchi et al. (2003) reportaron la activacion de
elementos transponibles miniatura con repeticiones invertidas (MITES) durante el

cultivo de anteras de arroz.
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Entre los factores a tener en cuenta cuando se cultivan plantas in vitro son los
reguladores de crecimiento, dado que ejercen un rol indirecto en la induccion de
cambios en el metabolismo celular y tisular de plantas creciendo in vitro. A su vez, los
reguladores de crecimiento pueden activar los promotores de ciertos transposones
(Takeda et al., 1999), que, a su vez pueden inducir mutaciones. Si bien no se ha
encontrado una relacion directa entre el cultivo de tejidos y la transposicion, se ha
observado una disminucion en la metilacion del ADN (Kubis et al., 2003), proceso
fundamental para que esta ocurra. En conclusion, es probable que el cultivo de tejidos
comprometa la homeostasis epigenética de los vegetales y puede resultar en efectos
gendémicos secundarios. Madlung y Comai (2004) asocian el estrés producido por el
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.

En el afio 2000, Polci encontré que luego de ser regeneradas in vitro algunas plantas de
E. curvula generaban progenies variables, considelandoselas sexuales. Luego de nueve
afios estas mismas plantas generaban progenies totalmente clonales, con lo cual se las
catalogd como completamente apomicticas (Zappacosta, 2009). En ese momento se
hipotetizd que ante una situacion de estrés, como en este caso el cultivo in vitro, se
genera un aumento en la expresién de la sexualidad, pero, cesado ese estrés, existe una

tendencia a regresar a los valores originales de expresion.

En muchas especies, la region condicionante de la apomixis se describe como una
region multigénica con gran cantidad de elementos transponibles y de baja
recombinacion. En Paspalum, la reproduccién apomictica es controlada por un solo
locus dominante que, cuando esta presente, confiere casi 100 % de aposporia, un grado
variable de partenogénesis y plena capacidad de formacion de endosperma por
pseudogamia (Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2004). Estos tres componentes
probablemente se hereden como un solo bloque, ya que hasta la fecha no se han
informado casos de recombinacion (Ortiz et al., 2013). Un claro ejemplo del papel de la
supresion de la recombinacion es en Pennisetum, donde la apomixis es causada por la
accion combinada de un conjunto de factores mapeados en la region telomérica del
brazo de un cromosoma que ahora se conoce como region genomica especifica de la

aposporia (Ozias-Akins et al., 2003). EI mantenimiento de la recombinacion en bloques
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permite que la reproduccion asexual tenga éxito, ya que, de perderse alguno de los
genes necesarios para el proceso de apomixis (apomeiosis, partenogénesis y formacién
del endosperma) el proceso total en si no podria ser llevado a cabo, imposibilitando la
formacion de semillas asexuales viables (Neiman et al., 2014).

Técnicas para determinar el origen de la progenie

Las pruebas de progenie con marcadores RAPDs y los estudios citoembrioldgicos
demostraron ser adecuados para determinar el modo reproductivo de pasto lloron,
permitiendo la caracterizacion de plantas en apomicticas obligadas, apomicticas
facultativas y sexuales con éxito en muchas especies, como Paspalum procurrens
(Hojsgaard et al., 2011), hibridos de Brachiaria (Pessino et al., 1998) y Paspalum
notatum (Acufia et al., 2009) entre otros. Los marcadores genéticos derivan de pequefias
regiones de ADN que muestran polimorfismos de secuencia entre individuos dentro de
una especie. Estos pueden provenir de modificaciones en la secuencia de ADN y de la
longitud de fragmentos por inserciones, delecciones o acumulacién de copias, por
ejemplo, de secuencias repetitivas. Estos polimorfismos son ubicuos y abundantes en

todos los organismos vivos y segregan, la mayoria de las veces, de manera mendeliana.

Segun estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo (Meier et al., 2011), el mejor
enfoque para corroborar y determinar el modo reproductivo en E. curvula es la técnica
con tincion de safranina-fast green en conjuncién con las pruebas de progenie. Estos dos
tipos de técnicas no evallan exactamente lo mismo. Las técnicas citoembriologicas
detectan el grado de apomeiosis que presenta una planta apomictica gametofitica. O sea
que permite calcular el porcentaje de sacos embrionarios no reducidos. En cambio, las
pruebas de progenie evaltan el grado real de reproduccion apomictica de esa planta, que
puede coincidir o no con el grado de apomeiosis. Para dar un ejemplo: una planta puede
formar un 20 % de sacos meidticos y un 80 % de sacos apomicticos, y sera clasificada
como apomictica facultativa con 80 % de apomixis en las pruebas citoembrioldgicas,
pero si los Unicos que forman semillas viables son los sacos apomicticos la progenie
sera 100 % apomictica en las pruebas de progenie pudiendo conducir a decisiones
erroneas en la caracterizacion de los materiales. Por eso es necesario realizar los dos
tipos de pruebas y compararlos. Esto también es importante para detectar desacoples
entre la apomeiosis y la partenogénesis, es decir, plantas que experimentan apomeiosis

pero no partenogénesis y viceversa.
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Hipotesis

En pasto llorén, las vias moleculares relacionadas con la apomixis y sexualidad
coexisten y su expresion puede verse afectada por condiciones ambientales que generan

estrés genomico.
Objetivo

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de situaciones que provocan estreses
gendémicos como el cultivo in vitro, el ABA y la sequia sobre la expresion de la

sexualidad en plantas apomicticas de pasto llorén.
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Materiales y métodos

A) Tratamiento de estrés hidrico

A fin de determinar el efecto del estrés hidrico sobre el modo reproductivo, plantas
adultas de los cvs. tetraploides apomicticos Tanganyika INTA, Tanganyika USDA y
UNST1131 fueron expuestas a condiciones de estrés hidrico tres meses antes del inicio
y hasta el final de la floracion, con un riego semanal de 50-80 ml por maceta de 10 lts,
con refuerzos periddicos en la época estival. Durante el periodo de floracion se
colectaron inflorescencias al comienzo del periodo de antesis a fin de establecer, a nivel
citoembrioldgico, el efecto de este factor sobre el porcentaje de sacos embrionarios
sexuales y apomicticos. Como control se utilizaron plantas del mismo cultivar y en el
mismo estado de desarrollo que fueron mantenidas en condiciones Optimas de riego.
También se colectaron semillas tanto de plantas control como del tratamiento para

realizar pruebas de progenie con marcadores moleculares
Contenido relativo de agua (CRA)

A fin de determinar el estado hidrico de las plantas, se determind el contenido relativo
de agua (CRA) (Fritz, 1976). Para ello se colectaron tres muestras (réplicas técnicas) de
hojas completamente expandidas de cada planta una vez cada quince dias durante el
periodo de floracion vy, tras las determinaciones del peso fresco, se hidrataron en tubos
con agua destilada durante 3 hs a temperatura ambiente (aprox. 25 °C) en oscuridad a
fin de determinar el peso turgente, que se registro después de secar suavemente la
superficie de las hojas con papel absorbente. Luego, las hojas fueron secadas en estufa a
75 °C durante 72 hs y se volvieron a pesar para obtener el peso seco. EI CRA se calculd

utilizando la formula:
CRA = (peso fresco - peso seco) X (peso turgente - peso seco) * x 100
B) Tratamiento con acido abscisico (ABA)

Plantas adultas del cv. Tanganyika INTA, crecidas en condiciones Optimas de riego
como se mencionara en el inciso A, fueron tratadas con aplicaciones foliares de ABA
10 M cada 48 hs desde tres meses antes del inicio y hasta el final del periodo de
floracion. Durante el periodo de floracion se colectaron inflorescencias a comienzos del

periodo de antesis. Como control se utilizaron plantas del mismo cultivar, en el mismo
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estado de desarrollo, sin tratar y en condiciones 6ptimas de riego. A fin de determinar el
estado hidrico de las plantas tratadas con acido abscisico, se determino el contenido
relativo de agua del mismo modo que para las plantas del tratamiento de estrés hidrico y

control.
Contenido enddgeno de fitohormonas

Se realiz6 un andlisis del contenido endogeno de fitohormonas sobre los materiales
tetraploides sexuales (OTA (USDA)), tetraploides apomicticos (Tanganyika (USDA) y
Tanganyika (INTA)) y diploides sexuales (Diplo Voigt, UNST1122 y D299919) para
establecer posibles relaciones entre la concentracion hormonal, la ploidia y el modo
reproductivo en estos cultivares. Se colectaron hojas e inflorescencias en estadio de pre-
antesis durante el mes de septiembre de 2012 en el intervalo de tiempo mas breve
posible (una semana) y a la misma hora cada dia para evitar fluctuaciones propias de la
variacion hormonal en el tiempo. Las muestras se colectaron en nitrégeno liquido para
evitar posibles procesos degradativos del material y se liofilizaron por 72 hs. Luego el
material fue molido en morteros con nitrégeno liquido y almacenado a -80 °C para su

posterior estudio.

La cuantificacion del acido abscisico (ABA), acido jasmoénico (JA) y acido salicilico
(SA) del tejido vegetal se realizo por el método modificado de Durgbanshi et al. (2005).
Como estandares internos se adicionaron 50 ng de [*Hg]-ABA, [*Hs]-JA, y [*H4]-SA. La
separacion cromatografica se realiz6 con un HPLC Alliance 2695 (Waters, Inc.,
California, EEUU) equipado con una columna de fase reversa C18 (100 mm x 2,1 mm,
3-um), el cual se encuentra acoplado con un espectrometro de masa con triple
cuadripolo (Quattro Ultima pt; Micromass, Manchester, Reino Unido), realizandose la
ionizacion por electrospray (ESI).

La identificacion y cuantificacion se llevo a cabo por inyeccion de las muestras en modo
MRM (Monitoreo de Reacciones Multiples). La adquisicion de datos por MRM se
realizd por monitoreo de iones parentales y sus transiciones para ABA 263>153 y para
su estandar interno 269>159, para JA, 209>59 y 215>59; y para SA, 137>93 y 141>97.

El Software utilizado fue MassLynx TM v. 4.1, Micromass, Manchester, Reino Unido.
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C) Cultivo in vitro

Como explanto se utilizaron inflorescencias y semillas provenientes de los cvs.
apomicticos Tanganyika INTA (2n=4x=40) y Tanganyika USDA (2n=4x=40) creciendo
en macetas de 10 Its. bajo condiciones estables de invernéculo.

El protocolo de induccién de callos y de regeneracion de plantas utilizado fue
informado por Echenique et al. (1996). Los explantos utilizados fueron inflorescencias

inmaduras y semillas.

Medios de cultivo: Para la germinacion de semillas se utiliz6 como medio basico el MS
(Murashige y Skoog, 1962) sin suplementar. Para la induccion de callos se utilizd medio
MS suplementado con 2 mg.I™ de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,01 mg.I" de
bencilaminopurina (BAP), 3 % (P/V) de sacarosa y 6 g.I"* de agar como gelificante.
Como medio de proliferacion se utiliz6 MS suplementado con 1,5 mg.I™* de 2,4-D, 3 %
(P/V) de sacarosa y 6 g.I™" de agar como gelificante. Para la regeneracion los callos se
subcultivaron en medio MS suplementado con 3 % (P/V) de sacarosa y como gelificante
6 .1 de agar. En todos los casos el pH fue ajustado a 5,8 antes de ser autoclavado por
20 min a 1 atmosfera.

I) Cultivo a partir de semillas: Semillas maduras del cv. Tanganyika INTA fueron
esterilizadas superficialmente en etanol al 70 % (V/V) por 1 min, y posteriormente
colocadas en lavandina comercial (8 % de cloro activo) con 2 gotas de Tween 20 por 20
min. Luego de ser enjuagadas tres veces con agua destilada estéril se dejaron en remojo
durante 24 hs en agua estéril. Luego de una re-esterilizacién durante 20 min en
lavandina comercial con 2 gotas de Tween 20, y tres enjuagues en agua destilada estéril,
las mismas fueron colocadas en cajas de Petri de 100 x 15 mm (40 semillas/caja) con
medio basico MS para inducir la germinacion de las semillas. En el subcultivo
siguiente, el epicotile emergente fue colocado en medio inductor obteniéndose masas
callosas en las zonas de contacto con el medio de cultivo. A continuacion los callos
fueron transferidos al medio de proliferacién y cultivados en oscuridad durante 15 dias.
Finalmente se colocaron bajo condiciones de luz normal (66 pmol m?s™) en medio de
regeneracion con un fotoperiodo de 16 hs. Las plantulas se mantuvieron en este estadio

por cinco y ocho meses con subcultivos y podas cada 15.
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I1) Cultivo de inflorescencias: Se tomaron las inflorescencias recién emergidas de la
hoja bandera de plantas del cv. Tanganyika USDA creciendo en invernaculo. Las
mismas fueron desinfectadas superficialmente sumergiéndolas durante 1 min en etanol
al 70 % (V/V) seguido por 15 min en lavandina comercial (0,8 % de cloro activo) con
dos gotas de Tween 20. Finalmente se enjuagaron tres veces con agua destilada esteéril.
Segmentos de inflorescencias de 1 cm de longitud fueron cultivados en cajas de Petri de
100 x 15 mm, (5 explantos/caja) conteniendo 15 ml de medio de induccion durante
cuatro semanas en oscuridad a 25 °C. A continuacion los callos fueron transferidos al
medio de proliferacion manteniendo los explantos en estadio de callo por cinco y ocho
meses con subcultivos cada 15 dias. Finalmente se colocaron bajo condiciones de luz
normal (66 umol m?s™) en medio de regeneracion con un fotoperiodo de 16 hs para la

obtencion de plantulas.

I11) Cultivo en medios selectivos: Semillas maduras del cv. Tanganyika INTA fueron
esterilizadas superficialmente como se indico en el tratamiento anterior. Una vez
esterilizadas, el embrion fue dafiado para fomentar la produccién de callos y las semillas
fueron inoculadas con Agrobacterium tumefaciens, cepa AGL1, que contiene el
plasmido pPZP201BUGI con el gen de seleccién bar. El gen bar confiere resistencia al
herbicida fosfinotricina. Previo a la inoculacion se realizo un co-cultivo de dos dias con
400 UM de acetosiringona a fin de incrementar la virulencia de la cepa. Las semillas
fueron colocadas en cajas de Petri de 100 x 15 mm, (40 semillas/caja) con medio
inductor de callos por dos dias y luego se transfirieron a placas con el mismo medio de
cultivo con el agregado de 160 mg.I™ de timentina como agente bacteriostatico. Luego
de 30 dias los callos se transfirieron a placas con medio de regeneracion para inducir la
formacion de plantulas por el periodo de un mes. Las plantulas obtenidas pasaron por
tres subcultivos de 30 dias cada uno en un medio selectivo que contenia 2,5 mg.I™* de
fosfinotricina, como agente selectivo, en el primer subcultivo selectivo y 3,5 mg.I™* en
los dos posteriores. El material vegetal analizado en este ensayo en particular fue
obtenido por la Ing. Agr. Claudia Terenti y forma parte de su proyecto de tesis doctoral,

en desarrollo.

En todos los casos, las plantulas regeneradas se trasplantaron utilizando vasos plasticos
de 250 ml con mezcla orgénica (Grow Mix-profesional; Terrafertil S.A., Moreno,

Argentina). Durante los primeros 15 dias posteriores al trasplante se colocé una cubierta
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transparente sobre las plantas a fin de evitar la deshidratacion. Las mismas fueron
mantenidas en cuarto de cultivo durante un mes y posteriormente fueron trasladadas al
invernadero y trasplantadas a macetas de 5 Its. Durante el periodo de floracion se
colectaron inflorescencias en estadio de antesis temprana. Como control se utilizaron
plantas del mismo cultivar y en el mismo estado de desarrollo, sin tratar y creciendo en

condiciones dptimas en el invernaculo.
Estudios citoembrioldgicos

Espiguillas de todos los tratamientos fueron fijadas en FAA, incluidas y seccionadas

para su observacién al microscopio como se indica en el Capitulo I.
Pruebas de progenie

Para corroborar por medio de marcadores moleculares los datos de los analisis
citoembrioldgicos se seleccionaron panojas de cada tratamiento para realizar una prueba
de progenie. Cuando se considerd 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 alto porcentaje de germinacion. Luego de dos meses de almacenadas, las
semillas se sembraron en almacigos con tierra estéril y luego de un mes las plantas se
trasplantaron a macetas individuales. Se extrajo ADN de 40 progenies de cada planta

control y tratada.
Extraccién de ADN

Debido al volumen de muestras, se utilizé un protocolo de extraccion rapida a partir de
material fresco (Zappacosta et al., 2011). EI ADN genomico se extrajo utilizando la
siguiente solucion reguladora: 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 100 mM
CINa, 10 % SDS y 10 mM B-mercaptoetanol. Para la extraccion se partio de material
fresco (aprox. 100 mg) de plantas de aprox. tres meses de edad. Se cortaron hojas en
pequefias porciones y se colocaron en un mortero con nitrégeno liquido y se
homogeneizaron. El producto obtenido se transfiri a un tubo Eppendorf de 1,5 ml con
700 pl de solucién tamponada de extraccién y se incub6 durante 20 min a 65 °C con
agitacion lenta (estufa con agitador vertical). Posteriormente se agregaron 200 ul de 5

M acetato de potasio y se incubd en hielo durante 20 min. Pasado ese tiempo se
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centrifugaron los tubos en una centrifuga Eppendorf (20 min a 13.000 rpm) para
eliminar restos de tejido. 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
pl de isopropanol para precipitar el ADN. Los tubos se incubaron durante 10 min a -20
°C. EI ADN se precipit6 por centrifugacion a 13.000 rpm durante 4 min. El precipitado
se lavo con 600 pl de alcohol 70 % Yy se centrifugd durante 4 min a 13.000 rpm. Este
lavado se repitio una segunda vez con alcohol absoluto. Luego el pellet se seco a estufa
a 37 °C o en flujo laminar durante aproximadamente 30 min y se resuspendi6 en 100 pl
de solucion TE 1X.

La concentracion y calidad de ADN se determind en un espectrofotobmetro Merk
(Spectroquant Pharo 300, Alemania) con las lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm.
Para determinar la calidad de ADN se utilizd la relacion A260/A280 y se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %. La concentracion de ADN se calcul6

utilizando la siguiente formula:
[ADN] (ug/ml)=AxDxC

Donde A es la lectura de absorbancia obtenida a 260 nm, D es el factor de dilucion
(generalmente 1:100) y C es una constante, con un valor de 50 pg/ml, igual a la

concentracion de ADN doble cadena que genera un valor de absorbancia de 1.
Marcadores RAPDs.

A fin de establecer el modo reproductivo de las plantas (grado de expresion de la
apomixis / sexualidad) se analizaron progenies de tres plantas control y tres plantas del
cv. Tanganyika INTA sometidas a estrés por deficit hidrico. Se analizaron de 40 a 43
progenies por plantas (245 individuos en total). Se utilizaron cuatro cebadores RAPDs
en cada poblacion de plantas analizada (Tabla 2.1). Las amplificaciones se llevaron a
cabo en un volumen total de 25 pl, conteniendo 20 ng de ADN, 200 ng de primer, 2
unidades de Taq polimerasa (InVitroGen, Brasil), 62,5 mM de Cl,Mg, 0,2 mM de cada
uno de los dNTPs y 0,25 pl de BSA 100X y 2,5 ul buffer 10X. Las reacciones de PCR
se realizaron en un termociclador Biorad (MyCycler, Estados Unidos), utilizando un
programa que consistio en 6 min desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de 40 ciclos
de 15sa94°C,45s5a36°Cy 1 mina72 °C; ademas de un paso final de extension de 6
min a 72 °C. Para chequear la amplificacion, los productos de amplificacion se
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separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % Yy se tifid con SyberSafe. Las
bandas se visualizaron en un transiluminador de luz azul y se registraron con cadmara
digital. Para una mayor precision del registro de las bandas la electroforesis se realiz6
en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6 %. Se sembraron 7 pl del producto de
cada amplificacion y se corri6 a una potencia de 40 W durante 30 min mas 70 min a 50
W. Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb (100 bp DNA Genbiotech,
Brasil). Las bandas fueron visualizadas por tincion con nitrato de plata y escaneadas. El
modo reproductivo por el que fueron generada cada individuo de la progenie
(sexualidad o apomixis) fue determinado comparando los patrones de bandas
amplificadas por la madre y cada una de sus progenies. Se considerd de origen sexual a
los individuos que mostraron bandas polimorficas (diferentes) con respecto a la madre,
y de origen apomictico cuando la totalidad de las bandas amplificadas por la madre

fueron compartidas por el hijo.

Tabla 2.1: Secuencias de los cebadores RAPD utilizados en las prueba de progenie.

Cebador Secuencia
232 CGGTGACATC
245 CGC GTGCCAG
304 AGT CCTCGCC
331 CTA GAGGCC G

Andlisis estadistico

A partir de los datos obtenidos, se realizaron analisis estadisticos. Se evaluaron las
diferencias entre la medias entre controles y tratamientos mediante el Test t de Student
para muestras independientes en la mayoria de los tratamientos y apareadas planta a
planta en el caso del tratamiento de rehidratacion.
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Resultados y discusion

Estudios citoembrioldgicos en plantas en situaciones de estrés

En las secciones de inflorescencias tefiidas con safranina-fast green se observaron todos
los estadios de desarrollo del saco embrionario previamente descriptos en el Capitulo |,
los cuales fueron agrupados por modo reproductivo en apomicticos o sexuales (Apo y

Sex respectivamente)

A) Tratamiento de estrés hidrico

En la Figura 2.3 se muestran plantas de ambos tratamientos (control y estrés hidrico)
apreciandose el menor tamafio y grado de desarrollo y el enrollamiento foliar en la
planta sometida a condiciones de sequia. También se aprecia que en esta condicion el
tamafio de las espiguillas y el nimero de antecios por espiguilla en las plantas bajo

estrés fueron menores que en el correspondiente control.

Figura 2.3: (A) Planta control (izq.) y sometida a estrés hidrico (der.) dias previos a la etapa de
floracion y (B) corte histologico de espiguillas control (izg.) y bajo tratamiento (der.).

En la Tabla 2.2 se presentan los datos obtenidos de la evaluacion de pistilos
provenientes de plantas del cv. Tanganyika INTA, controles y sometidas a estrés
hidrico. Las plantas control, con un CRA promedio del 89 % (Tabla 2.2), mostraron en
el analisis citoembrioldgico 1,8 % de sacos provenientes de procesos sexuales, no
encontrandose diferencias significativas con los valores obtenidos en el Capitulo | en los
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ensayos de control de estabilidad del caracter a lo largo del periodo de floracién. Esto
refuerza los resultados presentados en el Capitulo |1 y demuestra la presencia de una

sexualidad residual estable en este cultivar.

Tabla 2.2: Efecto del estrés hidrico sobre la expresion de la apomixis/sexualidad en plantas de
E. curvula cv. Tanganyika INTA. CRA: contenido relativo de agua, Apo: pistilos observados
con la tincion de safranina-fast green que presentaron procesos apomicticos tipicos, Sex: pistilos
con procesos sexuales tipicos.

Tanganyika CRA Nimero de NUmero de pistilos Porcentaje
pistilos

INTA# % analizados Apo Sex Apo Sex

C 04 90 94 94 0 100,0% 0,0%

C 06 87 107 104 3 97,2% 2,8%

C 20 93 77 75 2 97.4% 2,6%

C 23 85 120 118 2 98,3% 1,7%
Total control 398 391 7 98,2% 1,8%

T13 43 89 82 7 92,1% 7.9%

T11 55 82 70 12 85,4% 14,6%

T14 41 70 52 18 74,3% 25,7%

T16 60 86 76 10 88,4% 11,6%
Total tratamiento 327 280 47 85,6% 14,4%

En las plantas del cv. Tanganyika INTA bajo condiciones de estrés hidrico (Tabla 2.2),
donde el CRA promedio fue del 49,75 %, se observd un porcentaje de sacos sexuales
del 14,4 %, lo cual fue significativamente diferente del control (p< 0,05). Esto indicaria
que, en situaciones de estrés hidrico el nivel de sexualidad incrementa

significativamente en plantas de pasto llordn.

Una particularidad de los pistilos observados en las plantas tratadas fue el elevado
numero de ovarios abortados que se detectaron en este tratamiento, donde se
encontraron mas de 40 procesos reproductivos interrumpidos, ademas de los 327
analizados. Basandonos en los tamafios relativos de los ovarios, los procesos abortados
se observaron principalmente en estadios que corresponderian al de CMME en el caso
de los eventos diplospdricos o megaspora funcional en el caso de los procesos sexuales.
Esto indicaria que, ante los efectos del tratamiento, estas estructuras serian las primeras
en detener su desarrollo, priorizando la planta la finalizacion de los estadios avanzados

(sacos tetra u octonucleados) que podrian llegar a semilla frente a los estadios muy
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tempranos (arquesporas) los cuales podrian quedar en un estado estacionario hasta la

cesacion del estrés.

A diferencia de lo ocurrido con el cv. Tanganyika INTA, la observacion de pistilos en
las plantas control del cv. Tanganyika USDA (Tabla 2.3) con un CRA promedio del 83
% no permitio detectar la presencia de sacos sexuales, observandose, en la totalidad de
los casos analizados, pistilos con procesos apomicticos. En las plantas tratadas, con un
CRA promedio del 49,75 %, la observacion de 360 espiguillas redundd en solo 126
ovarios completos que solo presentaron procesos apomicticos. En la mayoria de las
espiguillas observadas, solo el antecio basal presentaba evidencias de un desarrollo
normal, mostrando, en el resto de las espiguillas, procesos generales de abortos o
inexistencia de estructuras florales. La ausencia de procesos sexuales en condiciones de
estrés tan intenso podria deberse a que este cultivar es uno de los pocos casos de
apomixis obligada o que la sexualidad residual es tan pequefia que no alcanza a

detectarse.

Tabla 2.3: Efecto del estrés hidrico sobre la expresion de la apomixis/sexualidad en plantas de
E. curvula cv. Tanganyika USDA. CRA: contenido relativo de agua, Apo: pistilos observados
con la tincién de safranina-fast green que presentan procesos apomicticos tipicos, Sex: pistilos
con procesos sexuales tipicos.

Tanganyika CRA Ndmero de N(mero de pistilos Porcentaje

USDA# % i APO_ Sex Ao Sex

C o1 90 112 112 0 100% 0%

C 02 84 131 131 0 100% 0%

C 03 82 94 94 0 100% 0%

C 04 76 143 143 0 100% 0%
Total control 480 480 0 100% 0%
T 01 42 65 65 0 100,0% 0%

T 02 46 52 52 0 100,0% 0%

T 03 38 27 27 0 100,0% 0%
Total tratamiento 144 144 0 100,0% 0%

Con el objetivo de complementar los resultados obtenidos en el cv. Tanganyika INTA,
se evaluo el efecto del estrés hidrico en el genotipo apomictico facultativo UNST1131.
Este material posee un porcentaje de sacos sexuales cercano al 10 %, como fuera
descripto por Meier et al. (2011). En la Tabla 2.4 se presentan los datos obtenidos de la
evaluacion de pistilos provenientes de plantas control y sometidas a estrés hidrico de
este genotipo. Las plantas control, con un CRA promedio del 87 %, mostraron una
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sexualidad residual promedio del 10 % en el analisis citoembriol6gico. Estos resultados,
coinciden con los encontrados anteriormente por Meier et al. (2011) quienes encuentran
una expresion de procesos sexuales significativamente mayor que el cv. Tanganyika

INTA en condiciones libres de estrés.

Tabla 2.4: Efecto del estrés hidrico sobre la expresion de la apomixis/sexualidad en plantas de
E. curvula genotipo UNST1131. CRA: contenido relativo de agua, Apo: pistilos observados con
la tincion de safranina-fast green que presentan procesos apomicticos tipicos, Sex: pistilos con
procesos sexuales tipicos.

CR Numero de Ndmero de pistilos Porcentaje

UNS1131 # o pistilos

Yo analizados Apo Sex Apo Sex

C 05 87 58 55 3 94,8% 5,2%

C 14 90 59 51 8 86,4% 13,6%

C 15 80 59 50 9 84,7% 15,3%

C 18 92 57 53 4 93,0% 7,0%
Total control 233 209 24 89.7% 10,3%

T 08 46 100 70 30 70,0% 30,0%

T 09 53 103 96 7 93,2% 6,8%

T12 48 100 81 19 0,0% 19,0%
Total tratamiento 303 247 56 81.5% 18,5%

En condiciones de estrés hidrico, las plantas del genotipo UNST1131 con un CRA
promedio del 49 %, presentaron una expresion de procesos sexuales del 18,5 %. Si bien
se registra un incremento en la expresion de la sexualidad con respecto a las plantas
control, este no resultd ser estadisticamente significativo. Esto se debe principalmente a
la gran variabilidad observada en las plantas de este genotipo, que mostrd valores de
procesos sexuales que iban del 6,8 al 30 % mostrando una gran inestabilidad del
caracter, aun, cuando todas las plantas evaluadas fueron obtenidas por division de
macollos a partir de una Unica planta. Cabe aclarar que este material, que fue obtenido
por cultivo in vitro y duplicacion cromosémica por tratamientos con colchicina,
presenta un nivel basal de procesos sexuales mayor que el cv. Tanganyika INTA
original, del cual deriva (10 % aprox.). Si bien es interesante mostrar los datos de esta
linea particular, de aqui en mas los andlisis presentados corresponden a plantas del cv.
Tanganyika, el cual demostré una mayor estabilidad de respuesta tanto en las plantas
control como en las tratadas, permitiendo asi, obtener un analisis mas preciso del efecto

que produce el estrés sobre la expresion de la sexualidad en plantas apomicticas.
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Una vez finalizado el estudio del efecto del estrés hidrico sobre la expresion de la
apomixis en plantas del cv. Tanganyika INTA, las plantas fueron mantenidas en
condiciones de estado hidrico éptimo desde tres meses antes y durante todo el periodo
de floracion. A fin de evaluar el comportamiento del carcter una vez cesado el efecto
del tratamiento se colectaron inflorescencias y se analizaron como en los casos
anteriores. Los resultados obtenidos del analisis citoembrioldgico se detallan en la Tabla
2.5.

Tabla 2.5: Efecto de la rehidratacion sobre el nimero de sacos embrionarios apomicticos o
sexuales en las plantas del cv. Tanganyika INTA que fueran sometidas a estrés hidrico. CRA:
contenido relativo de agua, Apo: pistilos observados con la tincion de safranina-fast green que
presentan procesos apomicticos tipicos, Sex: pistilos con procesos sexuales tipicos.

Tanganyika CRA Nimero de N(mero de pistilos Porcentaje

INTA# % i AP0 Sex Ao Sex

T 13 92 0 0 0

T 11 87 106 100 6 94,3% 5,7%

T 14 90 117 109 8 93,2% 6,8%

T 16 88 118 114 4 96,6% 3,4%
Total tratamiento 341 323 18 94.7% 5,3%

Luego de un periodo de rehidratacion de tres meses (Tabla 2.5), los valores de CRA
promedio de las plantas tratadas resultaron similares a los de las plantas control (89 %
de promedio). Sin embargo, los pistilos colectados en la temporada de floracién
siguiente mostraron una sexualidad residual del 5,3 %, indicando que los procesos
sexuales disminuyeron significativamente (p< 0,05) luego de la rehidratacion. No
obstante ello, a pesar del tiempo transcurrido, no resultaron ser iguales a los valores de
las plantas control, mostrando diferencias significativas con las mismas (p< 0,05). Es
decir, que la rehidratacion logré disminuir el efecto del tratamiento, pero se establecio
un nuevo estandar de expresion de la sexualidad. Esta situacion concuerda con el
modelo de comportamiento anteriormente descripto en la explicacion de la dinamica de

los estreses (Figura 2.1) en la introduccion de este capitulo.

Estos resultados indicarian que un déficit hidrico previo y durante la etapa de floracion
podria estar regulando la expresion de la sexualidad en genotipos apomicticos de pasto
llorén. En concordancia con lo mencionado en el Capitulo I, el ambiente puede afectar

el modo reproductivo, aumentando la sexualidad en algunos cultivares de E. curvula.
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Resultados similares fueron encontrados en otras gramineas. Estudios en buffelgrass (C.
ciliaris) demostraron que la presencia de sales inorganicas altera el desarrollo del saco
embrionario en plantas tanto apomicticas como sexuales (Gounaris et al., 1991). La
adicién de sales inorganicas conduce a la formacion de una mayor proporcion de sacos
embrionarios de tipo Polygonum (sexuales) en individuos apomicticos aposporicos.
Estos autores concluyen que probablemente la escasez de agua a nivel celular, inducida
por el aumento de sales, afecta el crecimiento celular y la diferenciacion y, en Gltima

instancia, el desarrollo embrionario.

B) Tratamiento con &cido abscisico (ABA)

Dado que el ABA es una de las hormonas vegetales mas afectadas por el estrés,
incrementando los niveles de la misma en cantidades apreciables en condiciones de
sequia (Jiang y Zhang, 2002) se planted la hipdtesis de un efecto de la misma en la
expresion de la apomixis, o, que los efectos derivados a la sequia sobre la expresion de

la apomixis podrian estar mediados por ABA.

El tratamiento con ABA soOlo se realizd en plantas del cv. Tanganyika INTA
normalmente regadas. El andlisis citoembriol6gico no permitié detectar diferencias
significativas en el numero de sacos sexuales en relacion con el control, manteniendo
valores de sexualidad residual similares a los anteriormente descriptos en los ensayos
anteriores. Los resultados obtenidos del analisis citoembrioldgico se detallan en la Tabla
2.6.

Estos resultados concuerdan con los informados por Ma et al. (2004), quienes
observaron que la aplicacién foliar de una solucién acuosa de de ABA 0,05 g.I* a
inflorescencias inmaduras de Apluda mutica no modifica significativamente la

frecuencia de procesos apomicticos y sexuales.

Aunque la aspersion de ABA es un tratamiento tipico en varios ensayos de fisiologia
vegetal (Morgan, 1980; Hussain et al., 2013), algunos autores consideran que la via de
censado de esta hormona es mayormente a nivel radical (lkeda et al., 2002). En virtud
de esto se planea realizar nuevos ensayos en condiciones de hidroponia incorporando la

hormona a la solucion.
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Tabla 2.6. Pistilos de inflorescencias de diferentes plantas de E. curvula cv. Tanganyika INTA
observados con la tincion de safranina-fast green para evaluar el efecto del &cido abscisico sobre
la expresion de la apomixis. Las plantas fueron tratadas con aplicaciones de ABA 10 M cada
48 hs.

Tanganyika CRA Nl;fizl:izgsde Numero de pistilos Porcentaje

INTA# % analizados Apo Sex Apo Sex
co4 90 94 94 0 100,0% 0,0%
C06 87 107 104 3 97,2% 2,8%
c20 93 77 75 2 97.4% 2,6%
Cc23 85 120 118 2 98,3% 1,7%
Total control 398 391 7 98,2% 1,8%
T 05 92 104 102 2 98,1% 1,9%
T 07 90 113 112 1 99,1% 0,9%
T17 80 97 96 1 99,0% 1,0%
Total tratamiento 314 310 4 98,7% 1.3%

Contenido enddgeno de fitohormonas

Los ensayos de contenido enddgeno de fitohormonas realizados en hojas e
inflorescencias de materiales tetraploides apomicticos Tanganyika (INTA) vy
Tanganyika (USDA), tetraploide sexual OTA (USDA) y diploides sexuales Diplo Voigt
y UNST1122 (Tabla 2.7) mostraron diferencias significativas (p< 0,05) en cuanto a la
concentracion de ABA en las diferentes partes de la planta, llegando a encontrarse en la

inflorescencia valores cinco veces mayor a los obtenidos en la hoja de la misma planta.

Tabla 2.7: Contenido de ABA en hojas e inflorescencias de cultivares tetraploides (apomicticos
y sexuales) y diploides de pasto llordn. Los valores de concentracion son expresados en pmol.gr
! de peso seco.

Cultivar [ABA] hoja (DE) [ABA] panoja (DE)
Tanganyika (INTA): 4X apo 243,4 48,4 1192,1 260,4
Tanganyika (USDA): 4X apo 204,6 141,6 1097,8 246,7
OTA (USDA) 4X sex 7479 48,2 2418,7 2477
Diplo Voigt: 2X sex 264,6 139,8 786,2 83,8
UNST1122: 2X sex 333,6 1953 660,5 234,4

Los resultados obtenidos en cuanto a contenido de &cido jasmonico (JA) y acido
salicilico (SA) fueron erraticos y no presentaron tendencias claras por lo que los datos

no son presentados en este trabajo.
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Al comparar las concentraciones de ABA enddgeno en relacion a ploidia y modo
reproductivo no fue posible establecer diferencias concretas ya que, como se trataba de
un ensayo preliminar, solo se evalu6 un individuo por cultivar. Sin embargo, este
ensayo permiti0 apreciar algunas tendencias que podrian relacionar el modo
reproductivo y la ploidia a la concentracion de ABA. En primer lugar, estos resultados
muestran una menor concentracién de ABA en los materiales diploides en comparacion
con los tetraploides y dentro del grupo de tetraploides, los de reproduccion sexual
duplican la concentracion de ABA tanto en hoja como en inflorescencia.

Con el objetivo de elucidar estos interrogantes, se decidié ampliar el estudio empleando
una mayor cantidad de individuos por cultivar. Se realizaron nuevos analisis utilizando
como material de muestreo solamente inflorescencias en estado de pre antesis ya que
seria el momento de definicién del modo reproductivo y por lo tanto el més indicado
para relacionar los datos al modo reproductivo. El nuevo estudio se realizé sobre tres
inflorescencias por planta de los materiales tetraploides sexuales OTA (USDA) (once
plantas), tetraploides apomicticos Tanganyika (USDA) (ocho plantas) y diploides
sexuales D299919 (cuatro plantas). Los valores de concentracion de ABA enddgenos

obtenidos se detallan en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Contenido de ABA endogeno de inflorescencias del cultivar tetraploide sexual OTA
(USDA), tetraploide apomictico Tanganyika (USDA) y diploide sexual D299919. Los valores
promedio de contenido de ABA enddgeno fueron expresados en pmol.gr ™ de peso seco.
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El andlisis de este nuevo ensayo permitié resolver los interrogantes surgidos durante el
ensayo preliminar. Se observaron diferencias altamente significativas (p < 0,01) en la
concentracion de ABA entre los materiales diploides y tetraploides, tanto en su conjunto
como por separado (tetraploide - diploide; OTA (USDA) - diploide y Tanganyika
(USDA) - diploide). En cuanto a la comparacion entre materiales tetraploides (OTA
(USDA) - Tanganyika (USDA)) no se encontraron diferencias estadisticas, por lo que,
una relacion entre la concentracion de ABA y el modo reproductivo no pudo ser
demostrada. Sin embargo, en los cultivares sexuales se observo una mayor variacion en
los valores de concentracion que en el cultivar apomictico. Este efecto posiblemente se

deba a la variacion propia de los organismos de reproduccién sexual.

Estos resultados difieren parcialmente con los reportados por Gerashchenkov et al.
(2007), quienes intentaron demostrar la presencia de diferencias en los niveles de
fitohormonas enddgenas (ABA, 4cido indol-3-acético (IAA) y citoquininas) en
accesiones de Boechera con reproduccion apomictica y sexual y distintos niveles de
ploidia. Estos autores realizaron estudios sobre siete formas del complejo apomictico de
B. holboellii con ejemplares diploides y triploides y tres formas de B. stricta diploides
de reproduccion sexual. Para ello tomaron muestras simultineamente en hojas
superiores e inflorescencias. A diferencia de los resultados obtenidos en E. curvula, los
estudios en Boechera no revelaron la existencia de una relacion entre el contenido de
estas fitohormonas y el nivel de ploidia de los genotipos investigados. Sin embargo, los
resultados obtenidos en E. curvula, coinciden con la falta de relacion entre el nivel de

las hormonas enddgenas y el tipo de modo de reproductivo informado por estos autores.

La falta de correlacion entre el contenido enddgeno de ABA y el modo reproductivo no
estaria indicando necesariamente la falta de un rol de esta hormona en la determinacion
del caracter. Estudios realizados sobre la dormicion de semillas demostraron que, los
efectos no solo pueden deberse a diferencias en el contenido endogeno de la hormona,
sino en la sensibilidad del genotipo a la misma. Este trabajo fue realizado sobre dos
lineas de sorgo granifero que presentan respuestas contrastantes al brotado pre-cosecha,
mostrando que el contenido de ABA de los embriones, medido durante la incubacién de
los granos, no esta relacionado con su nivel de dormicion (Gualano et al., 2007;
Rodriguez et al., 2009). Sin embargo, si bien las concentraciones enddgenas no diferian,

cambios en la sensibilidad de los embriones al ABA si se correlacionaron con el patron
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de salida de la dormicién de granos enteros durante el desarrollo, y con la diferente
respuesta entre ambas lineas (Steinbach y col 1995; Gualano et al., 2007). Este tipo de
comportamiento también podria estar regulando la relacién de procesos apomicticos-

sexuales en los materiales facultativos.

Ya que en E. curvula se cuenta con informacion de secuencias del trascriptoma de
inflorescencias de materiales sexuales y apomicticos (OTA (USDA) (sexual) y
Tanganyika (USDA) (apomictico)) se realizd una busqueda en estas bibliotecas de los
genes que participan en la percepcion diferencial del ABA en diferentes lineas de sorgo
granifero citados por Rodriguez et al. (2009). A su vez se evalud la expresion
diferencial de estos genes en los cultivares sexual y apomictico con el objetivo de
evaluar respuestas similares a las encontradas en sorgo. Los genes citados y sus valores

de expresion diferencial se detallan en la Tabla 2.8.

Tabla 2.8: Genes de proteinas receptoras y de la via de trasmision de sefiales de ABA y su
expresion diferencial en materiales sexual y apomictico de pasto llorén. Para este andlisis del
valor P se utiliz6 un paquete R EdgeR.

N° de lecturas en N° de lecturas en

Gen Isotig OTA Tanganyika (USDA)  Valor P
ABIl4 44424 3 5 0.507910
ABI5 26784 20 17 0.999999

PKABAl 37941 38 23 0.367014

No se encontraron diferencias significativas entre los valores de expresion de estos genes en las
bibliotecas de cDNA de pasto llorén. La ausencia de diferencias en la expresion de estos
transcriptos no invalida el posible rol de esta hormona sobre la expresion del modo reproductivo

por medio de otras vias relacionadas.
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C) Cultivo in vitro
I) Cultivo a partir de semillas:

En la Figura 2.5 se observa el proceso de induccién de callos y regeneracion de plantas
utilizando semillas como explanto. Se realizaron dos tratamientos, manteniendo las

plantulas en cultivo in vitro durante cinco y ocho meses.

Figura 2.5: Induccion de callos a partir de semillas y regeneracion de plantas de E. curvula cv.
Tanganyika INTA. A) Semillas germinando en medio MS, B) Induccion de callos a partir del
epicotile, C) Crecimiento de los callos en medio de proliferacion, D) Callos regenerantes en
medio MS, E) Poda periddica de los tratamientos de cinco y ocho meses en estadio de planta 'y
F) Rusticacion de las plantas en invernadero.
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De los tratamientos en cultivo in vitro utilizando semillas del cv. Tanganyika INTA
como explanto y mantenimiento de plantulas durante cinco y ocho meses en cultivo se
obtuvo un gran nimero de plantas que, al alcanzar el estado adulto no florecieron luego
de dos temporadas en el invernaculo. Posiblemente, el largo periodo en cultivo in vitro
puede haber inhibido la floracion. Se han observado mutaciones durante el cultivo in
vitro que podrian ser responsables de este efecto (Wang et al., 2013). Sin embargo, este
efecto contrasta con el comportamiento encontrado por Polci (2000), quien observé que
plantas regeneradas por cultivo in vitro mostraron una floraciéon muy temprana. De
cualquier manera, ambos resultados muestran que el tratamiento in vitro altera el normal
desarrollo reproductivo en esta especie. Si bien no se pudieron utilizar para estudios
citoembrioldgicos, las plantas no fueron descartadas y se colectd6 material vegetal para
estudios de metilacion del ADN utilizando la técnica de Amplificacion de

Polimorfismos Sensibles a Metilacion (MSAP).
I1) Cultivo de inflorescencias:

En la Figura 2.6 se observa el proceso de induccion de callos y regeneracion de
plantulas utilizando inflorescencias inmaduras como explanto. Se realizaron dos
tratamientos, manteniendo el estadio de callo en cultivo in vitro durante cinco y ocho

meses para inducir estrés.

Solo se observo la regeneracion de plantas a partir de callos mantenidos en cultivo
durante cinco meses en plantas del cv. Tanganyika USDA. El tratamiento de ocho
meses no permitid la regeneracion de plantas, perdiendo en este periodo la capacidad de
morfogénesis. Este efecto pudo deberse a la pérdida de totipotencia que suelen
experimentar los callos en periodos prolongados de cultivo debido a la acumulacion de

mutaciones y a la alteracion de los genes que son responsables de la regeneracion.
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Figura 2.6: Induccion de callos a partir de inflorescencias y regeneracion de plantas de E.
curvula cv. Tanganyika USDA. A) Inflorescencias inmaduras en medio de induccién de callos,
B) Proliferacion de callos, C) Callos de ocho () y cinco (I1) meses en medio de proliferacion,
D) Regeneracion de callos luego de ocho (1) y cinco meses (Il) de cultivo in vitro, E)
Rusticacion de las plantas en camara de cultivo y F) Rusticacion de las plantas en el
invernaculo.
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En la Tabla 2.9 se detalla el andlisis citoembriologico de inflorescencias de las plantas

regeneradas a partir de callos de cinco meses del cv. Tanganyika USDA.

Tabla 2.9: Efecto del cultivo in vitro sobre la expresion de la apomixis en diferentes plantas de
E. curvula cv. Tanganyika (USDA) obtenidas a partir de inflorescencias inmaduras. Apo:
pistilos observados con la tincidn de safranina-fast green que presentan procesos apomicticos
tipicos, Sex: pistilos con procesos sexuales tipicos.

Tanganyika '\umero de. Ndmero de pistilos Porcentaje
USDA # pls_tllos

analizados Apo Sex Apo Sex

Cco01 112 112 0 100,0% 0,0%

C 02 131 131 0 100,0% 0,0%

C 03 94 94 0 100,0% 0,0%

C04 143 143 0 100,0% 0,0%
Total control 480 480 0 100,0% 0,0%

T03 123 123 0 100,0% 0,0%

T04 94 94 0 100,0% 0,0%

T07 102 102 0 100,0% 0,0%
Total tratamiento 319 319 0 100,0% 0,0%

Las observaciones de procesos reproductivos realizadas en pistilos de plantas
regeneradas a partir de callos con cinco meses de cultivo in vitro mostraron procesos
diplospdricos en el total de los pistilos (Tabla 2.9), no encontrando diferencias con las
plantas control. Estos resultados indican la ausencia de procesos sexuales en el cv.
Tanganyika USDA y que el estrés no parece desreprimir la sexualidad en este material.
La observacion de mas de mil pistilos en el material proveniente del USDA evidencio la
ausencia total de procesos sexuales. Como conclusion, podemos decir que existen
materiales apomicticos obligados y facultativos de pasto llorén y el cv. Tanganyika
USDA seria un ejemplo de los primeros, mientras que el cv. Tanganyika INTA lo es de

los segundos.

Si bien el cv. Tanganyika USDA no parece ser el indicado para este tipo de ensayos,
donde una pequefia variacion en el modo reproductivo seria muy dificil de detectar, nos
muestra un material valioso para ensayos donde se necesite tener seguridad en el modo

reproductivo que va a expresar la planta. Por este motivo, seria un excelente cultivar
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para ser utilizado en ensayos de transformacion genética o como parental masculino

para la obtencion de mapas de ligamiento para el caracter apomixis.

Si bien ambos materiales poseen el mismo nombre, Tanganyika, deben provenir de

diferentes selecciones realizadas por investigadores de INTA y USDA.
I11) Cultivo en medios selectivos:

De un total de 350 semillas heridas se obtuvieron 346 callos a partir de los cuales se

lograron tres plantas luego de pasar por las etapas de seleccion (Figura 2.7).

Figura 2.7: Cultivo in vitro de plantas del cv. Tanganyika INTA en medio selectivo. A la
izquierda se observa el individuo regenerante utilizado para estudios citoembriolégicos, a la
derecha, individuos que no superaron el medio selectivo.

Luego de ser transferidas a tierra, una de las plantas produjo una inflorescencia pequefia
que se colect6 y la mitad se destind a realizar estudios citoembrioldgicos. Los resultados
obtenidos se detallan en la Tabla 2.10.

Tabla 2.10: Efecto del cultivo in vitro (transformacion con A. tumefaciens, induccion de callo,
regeneracion y cultivo en medio selectivo) sobre la expresion de la sexualidad en E. curvula cv.
Tanganyika INTA. Apo: pistilos observados con la tincion de safranina-fast green que presentan
procesos apomicticos tipicos, Sex: pistilos con procesos sexuales tipicos.

Tanganyika Vumerode Ndmero de pistilos Porcentaje

pistilos
INTA # analizados Apo Sex Apo Sex
T16 66 44 22 66,7% 33,3%
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Si bien se trata de una unica inflorescencia, este estudio mostré un notable incremento
de los procesos sexuales en relacion a los valores normales de plantas del cv.
Tanganyika INTA (1,8 %). Estos resultados indican que, la combinacion de cultivo de
tejidos con la utilizacién de medios selectivos induce la expresion de la sexualidad, de
manera semejante a lo observado en el caso de situaciones de estrées hidrico. Las heridas
producidas en el embrion, la infeccion con A. tumefaciens, los periodos prolongados in
vitro en estadio de callo y plantula y las altas concentraciones de herbicidas en los
medios de seleccion generan niveles de estrés capaces de incrementar la expresion de

sexualidad.
Pruebas de progenie con marcadores RAPDs en plantas sometidas a estrés hidrico.

El andlisis de las progenies de tres plantas control del cv. Tanganyika INTA con
marcadores RAPDs (Figura 2.8), no permitid detectar polimorfismos con ninguno de los

cebadores utilizados. Esto estaria indicando la ausencia de procesos sexuales en el

origen de estas plantas o la falta de poder resolutivo de la técnica.

Figura 2.8: Patrones de amplificacién de marcadores RAPDs en la progenie de la planta 6
(Control) del cv. Tanganyika INTA con el iniciador 245. Se muestran 43 individuos de la
progenie de esta planta. P: planta madre, B: blanco.

Las pruebas de progenie realizadas en las plantas sometidas a estrés hidrico mostraron
la presencia de polimorfismos, aunque en bajo nivel (Figura 2.9 y Tabla 2.11),
indicando la presencia de procesos sexuales, aunque en una proporcion menor a la
esperada (entre aprox. 0 y 5 %) segun lo observado en los estudios citoembriolégicos
(14,4 %). Solo en los individuos 14 y 16 (sometidos a sequia) se observaron procesos
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sexuales (4,6 y 2,5% respectivamente), mientras que en el tercer individuo analizado
(11) no se observaron procesos de este tipo. Esto estaria indicando que no todos los
sacos embrionarios sexuales detectados por citoembriologia dan lugar a plantas viables,
ya sea por problemas relacionados con el desarrollo embrionario mismo o por
problemas relacionados con la germinacion de las semillas producto de estos procesos
sexuales. También hay que tener en cuenta que estas plantas fueron sometidas a un
estrés hidrico severo y la cantidad de semilla obtenida de ellas fue muy inferior a la
obtenida en las plantas control.

7 8 9 101112 131415 16 17181920 B M P 1 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 B

Figura 2.9: Patrones de amplificacion de marcadores RAPDs en la progenie de la planta 14
(sometida a estrés hidrico) del cv. Tanganyika INTA con los cebadores 232 (izq.) y 245 (der.).
Se muestran solo 20 de los 43 individuos de la progenie amplificados con cada cebador. En
color rojo se muestran los marcadores polimorficos (origen sexual). P: planta madre, B: blanco.

Tabla 2.11: Nivel de polimorfismo de los individuos polimérficos.

Proporcidn de polimorfismos por iniciador

Descendiente # 232 245 304 331 Total

. 2 2/26 3/28 1/19 2135 8/108
Sequia 14

6 10/26 11/28 5/19 4/35 30/108

Sequia 16 37 10/34 8/37 1127 11/43 36/141

Como se desprende de la Tabla 2.11, los datos obtenidos en las pruebas de progenie
difieren de aquellos obtenidos por citoembriologia, indicando que no todos los procesos
sexuales derivan en plantas viables. No obstante ello, los eventos sexuales, aunque estan

presentes en baja proporcion son importantes para proporcionar diversidad genética a la
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poblacién. Houliston et al. (2006) trabajando con Hieracium pilosella, informaron que
los eventos sexuales, que aunque constituyen solo entre un 0,2 - 6 % de la progenie, son
importantes en este sentido. Es posible que no todos los procesos sexuales observados
en los tratamientos lleguen a formar semillas y se transformen en plantas adultas. Sin
embargo, en una poblacion donde la produccion de semillas y nuevos individuos se
produce a gran escala, este efecto podria tener consecuencias significativas en la
variabilidad y evolucion de la especie. Ambos resultados son igualmente validos, los
obtenidos por estudios citoembrioldgicos nos exponen el potencial que posee cada
genotipo para expresar sexualidad ante una condicién dada, mientras que los analisis de
progenie revelan cuanto de ese potencial finalmente logra manifestarse. Estos resultados
resaltan la importancia de la utilizacién de métodos citoembriol6gicos en este tipo de
analisis, ya que sin ellos es mas complicado y laborioso detectar el efecto del estrés

sobre la expresion del caracter.

Situaciones similares fueron observadas en Paspalum notatum (Hojsgaard et al., 2012;
Rebozzio et al., 2011), donde los estudios comparativos de ambas técnicas para
determinar el modo reproductivo permitieron concluir que la sexualidad residual medida
por pruebas de progenie era menor a la detectada por los estudios citoembriolégicos.
Hojsgaard et al. (2012) indican que el saco embrionario apospérico se desarrolla mas
rapido que el sexual, ya que evita la meiosis, y sugieren que ambos modos
reproductivos son inestables en el comienzo del desarrollo y solo los apomicticos
permanecen funcionales. De acuerdo a estos autores, el factor clave que determinaria la
reduccion en el namero de progenie derivada de procesos sexuales seria el crecimiento

mas rapido de los embriones derivados de partenogénesis por la via aposporica.

En plantas aposporicas, apomixis y sexualidad pueden coexistir en el mismo évulo y
pueden competir llevando en general a la reduccion de la frecuencia de progenies
sexuales a lo largo del desarrollo (Hojsgaard et al., 2013). En plantas diplospdricas, la
sexualidad residual es menos frecuente, ya que la misma arqueospora es la que toma
una via u otra (Hoérandl y Hadacek, 2013) y en muchos casos requiere de la evaluacion
de un gran namero de semillas para encontrar alguna generada por via sexual (Aliyu et
al., 2010). En general, estos eventos sexuales ocasionales producen suficiente

variabilidad genética en poblaciones naturales para responder a cambios ambientales
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(Cosendai et al., 2013; Horandl y Paun, 2007; Lushai et al., 2003; Paule et al., 2011;
Paun et al., 2006).

Existen distintos modelos propuestos para estudiar el rol ecoldgico y evolutivo de la
reproduccion sexual. Uno de ellos, el modelo de recombinacion asociada a aptitud
(fitness-associated recombination) postula que un organismo invierte mas en la
reproduccion sexual en ambientes donde no estd bien adaptado y su aptitud para
sobrevivir es baja (Hadany y Otto, 2009; Otto, 2009). EI modelo toma en cuenta que
muchos eucariotas sexualmente facultativos (principalmente algas y levaduras)
muestran un mayor indice de reproduccion sexual bajo condiciones de estrés (Schoustra
et al., 2010). Una visién similar es la que expresan Houliston et al. (2006), quienes
opinan que esta induccién de la sexualidad por estrés se podria interpretar también en
términos ecoldgicos y evolutivos. La existencia de estrategias reproductivas flexibles
indica que ambas vias reproductivas son beneficiosas. ElI mantenimiento de la
reproduccion sexual, especialmente de una manera inducible, otorga la posibilidad de
generar variacion genética poblacional en condiciones en donde es mas requerida, por
ejemplo, bajo situaciones de estrés. Sin embargo, no todas las opiniones concuerdan en
este modelo. Horandl y Hadacek (2013) relacionan la induccion de la reproduccion
sexual a situaciones de estrés, e hipotetizan que la meiosis cumpliria fundamentalmente
un rol reparador del ADN maés que una funcion en la generacion de variabilidad. Estos
autores basan este concepto en el hecho de que la sequia, al igual que otros tipos de
estrés abiotico, ocurre regularmente y periédicamente en la naturaleza, provocando un
estrés oxidativo en los organismos que podria llevar a la acumulacion de mutaciones. La
Unica via de reparacién de esas mutaciones seria la utilizacion de mecanismos
reparadores que utilicen ADN no homologo y la meiosis es el mecanismo mas eficiente
en la reparacion del ADN ya que utiliza un segundo cromosoma que ha sido expuesto a

una historia de estreses diferente.

Se podria especular con que la presencia de una sexualidad residual podria estar
actuando como una reserva interna para el desarrollo de nuevas variantes genéticas que
se expresarian ante la ocurrencia de condiciones ambientales menos favorables. Lo
anterior demuestra que éste caracter tiene expresividad variable y puede verse afectado
por factores ambientales que generan estrés genomico, base fundamental para la

continuidad de nuestro estudio.
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Analizando los resultados expuestos, es evidente que en los cvs. Tanganyika USDA,
Tanganyika INTA y UNS1131 existe una tendencia definida hacia la apomixis con
diferentes grados de expresion de la sexualidad. En el cv. Tanganyika INTA, se ha
demostrado una clara tendencia al aumento de expresion de sexualidad ante situaciones
de estrés, la cual se acenttia a medida que el estrés es mayor. Sin embargo, este efecto

no es tan marcado en otros genotipos como el cv. Tanganyika USDA y UNS1131.

Estas observaciones concuerdan con otros estudios realizados en otras plantas
apomicticas (Savidan et al., 2001; Hoérandl y Paun, 2007 y Krahulcova et al., 2013).
Estos autores determinaron porcentajes de reproduccion sexual que van desde valores
muy bajos a casi la mitad de toda la progenie resultante. Otros autores (Albertini et al.,
2001; Matzk et al., 2005) observaron variaciones considerables en el grado de la
apomixis entre los diferentes genotipos dentro de una misma especie. Es por ello que
muchos autores concuerdan en que la expresion real de la reproducciéon apomictica
puede ser modificada por el medio ambiente (Nogler 1984; Asker y Jerling 1992;
Koltunow 1993; Richards 1997).

Todo esto evidencia que, ademas de los factores genéticos que estarian controlando el
caracter, existe también un importante componente epigenético. Varios autores han
informado que vias regulatorias dependientes de pequefios ARNs pueden inducir
cambios cuali y cuantitativos en la expresiébn de genes que causan variaciones
morfoldgicas, heterosis y versatilidad reproductiva, mecanismos que llevan finalmente a

un incremento en el potencial adaptativo (Vielle Calzada et al., 2012).

Dado el comportamiento dependiente del ambiente que se observé en el cv. Tanganyika
INTA, podria especularse que sobre el caracter apomixis actia un sistema de control
epigenético. En numerosos casos se ha indicado el efecto que tiene la metilacion del
ADN (o desmetilacion) en procesos como la fertilizacion, el desarrollo de semillas y la

induccion de embriogénesis somatica (Viejo et al., 2010).

Otros autores han propuesto que, en sistemas naturales, la apomeiosis se deberia a una
des-regulacion temporal o espacial de genes que controlan las vias sexuales mas que un
caracter independiente (Albertini et al., 2004; Curtis y Grossniklaus, 2007; Grimanelli,
2012; Grimanelli et al., 2001; Koltunow y Grossniklaus, 2003).
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Estos datos, en conjunto con observaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo
(Cardone et al., 2006; Mecchia et al., 2007, Cervigni y col 2008 a y b; Selva et al.,
2012; Zappacosta et al., 2011 y 2014), ademés de los trabajos previos de Voigt et al.,
(1971, 1972, 1973, 1976, 1992, 2004) nos permiten generar un modelo hipotético de
regulacion de la apomixis en pasto lloron. En este modelo se sugiere la existencia de
una regién genética (Voigt y Burson, 1992), o méas de una (Zappacosta et al., 2011),
condicionante del cardcter; afectada por ploidia y sujeta a control epigenético. Esta
region estaria presente en las plantas tetraploides apomicticas y, muy probablemente, en
los diploides, solo que en estas ultimas no se expresaria. Prueba de ello es el caso de la
serie informada por Cardone et al. (2006), donde a partir de un tetraploide apomictico se
obtuvo un diploide sexual que por duplicacion con colchicina gener6 un nuevo
tetraploide apomictico. Esto indicaria que a nivel diploide la regién, si bien reprimida,
también estaria presente. La existencia de un tetraploide sexual como (OTA (USDA)

evidenciaria la ausencia de la region en esta planta.

Los resultados de otros autores (Ortiz et al., 2013) indican que el apo-locus seria una
region de baja recombinacion y con gran abundancia d elementos repetitivos. Es sabido
que existen mecanismos de control en las eucariotas destinados a mantener estos
elementos en un estado silenciado. Es probable que dicha regién contenga alguna
redundancia génica con aquella condicionante de la sexualidad y se establezca una sefial
de silenciamiento a partir de la misma que silencie alguna via relacionada con el
desarrollo sexual. El estrés podria disturbar o interrumpir esta sefial, permitiendo la
expresion de la sexualidad, que luego del cese del estrés, restablecera nuevamente la red

de silenciamiento

Muchas pueden ser las bases moleculares que regulan el cambio de reproduccién
asexual a modo sexual bajo situaciones de estrés. En Schizosaccharomyces pombe, la
base molecular de la regulacién de este cambio ha sido estudiada y se ha observado que
genes involucrados en la reproduccion sexual se encuentran adyacentes a LTRs (long
terminal repeats) de ciertos retrotransposones. Estos genes se encuentran normalmente
reprimidos y bajo condiciones de déficit de nitrogeno se activan (Schramke y Allshire,
2003). Estos autores concluyen que la ruptura de ARN de interferencia (ARNI) causa la
liberacion de la represion transcripcional de los genes adyacentes a los LTRs,

permitiendo que la meiosis tenga lugar. Esto concuerda con nuestro modelo planteado
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en el que la sexualidad se encuentra reprimida en condiciones normales y ante

condiciones estresantes se desreprimiria.

La regulacion de procesos dependientes del ambiente, como el control de la expresion
del modo reproductivo, seria una regulacion extremadamente compleja, que podria tener
mas de un nivel de regulacion. Esta regulacion podria incluir cambios permanentes en el
genoma del individuo generados por sitios de mutacion inducibles y/o movimientos de
elementos transponibles cuyo grado de movilidad podria estar regulada por microARNS;
o cambios temporales, mas flexibles, como podria ser un control epigenético de los
genes que se expresaran ante determinadas situaciones, el cual, a su vez, podria tener
diferentes grados de regulacion a niveles transcripcionales y post transcripcionales.
Nuestro sistema modelo, al igual que otros sistemas, ofrece la oportunidad de investigar
problemas de desarrollo relacionados a la versatilidad reproductiva que es comdn en
muchas angiospermas, contribuyendo de esta manera a establecer los mecanismos que
subyacen en la determinacion de la variabilidad reproductiva, la evolucion y la
diversidad de las plantas. La elucidacién de estos procesos, o de alguno de los posibles
pasos involucrados, aportarian informacion fundamental para conocer el origen,

funcionamiento y funcion de este sistema reproductivo dual.
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CAPITULO III - Introduccién

La inestabilidad hibrida como estrés genomico

El concepto de especie bioldgica propuesto por Dobzhansky (1937) y popularizado por
Mayr (1942) considera que todas las especies han desarrollado mecanismos de
aislamiento reproductivo altamente eficaces que permiten mantener la unidad genética
de las mismas evitando introducir variacion genética externa. Sin embargo, el
cruzamiento entre grupos o taxones genéticamente diferenciados es un hecho
comprobado. Actualmente existen evidencias que suponen que al menos un 25 % de las
especies de plantas pueden estar involucradas en eventos de hibridacion en la naturaleza
(Mallet, 2005).

Los hibridos con frecuencia presentan inestabilidad genética producto de la interaccion
de los dos genomas parentales divergentes. Esta inestabilidad se expresa en los hibridos
como incompatibilidades genéticas (Johnson, 2010) o disfunciones genéticas que
pueden ser observadas a nivel fenotipico: variaciones, atrofia de génadas (Rahman y
Uehara, 2004) y cromosoémico: reordenamientos cromosomicos, inversiones,
poliploidias, etc. (Hegarty et al., 2006; Hegarty et al., 2009). A nivel genético y
epigenético también se observan alteraciones como elevadas tasas de mutacion,
metilacién del ADN vy alteraciones de los patrones de expresion y regulacion génica
(Michalak y Noor, 2003; Salmon et al., 2005).

En el caso de la hibridacién en plantas, se ha observado que una de las principales
causas de la inestabilidad del genoma de los hibridos es la poliploidia. Después de la
hibridacion, los hibridos poliploides sufren rearreglos cromosémicos y restructuracion
de secuencias de ADN. Por ejemplo, en alotetraploides de Brassica, la comparacién de
los genomas desde la segunda hasta la quinta generacion de hibridos demostro la
pérdida o ganancia de segmentos de ADN de origen paterno y la aparicion de nuevos
segmentos, probablemente derivados de re-arreglos (Pires et al., 2004). En otros casos,
como por ejemplo en poliploides de Arabidopsis (Madlung et al., 2005) y Gossypium
(Zhao et al., 1998) se ha observado el incremento de la expresion y/o transposicion de
secuencias repetitivas. En el género Helianthus se logrd obtener linajes de hibridos
fértiles después de tan solo cinco generaciones, demostrando que la reorganizacion del
genoma en los hibridos puede ser muy rapida y, ademas, reproducible (Fontdevila,
2011).
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La hibridacion y la poliploidizacion representan dos procesos importantes en la
evolucion de la apomixis en las angiospermas. Sin embargo la contribucion relativa de
ambos procesos no esta claramente definida. Erns (1918) sostenia que todos los
apomicticos son de origen hibrido y Stebbins (1941) agregd que la gran mayoria de los
apomicticos son probablemente alopoliploides de origen hibrido. De la misma manera,
Nogler (1984a) considera que la aloploidia es tan tipica en la apomixis como el origen
hibrido. Mas recientemente, estos conceptos fueron enunciados como la “teoria de la
hibridacion” para explicar la aparicion de la apomixis (Carman, 1997). Este autor
postula que la hibridacion de dos ecotipos con diferentes caracteres reproductivos puede
contribuir a la induccion de la apomixis. Asi, la expresion desincronizada de los dos sets
de genes parentales que estan involucrados en el desarrollo del saco embrionario y la
embriogénesis pueden llevar a problemas en el inicio de estos procesos causando una
desviacién de la reproduccion sexual a la apomixis. Resultados de estudios
citogenéticos, analisis de comportamiento en cruzamientos, hibridos interespecificos,
analisis de segregacion, y la induccion artificial de tetraploides apomicticos a partir de
diploides sexuales en varias especies apoyan parcialmente esta teoria. Por ejemplo,
trabajos realizados en Boechera holboellii avalan el modelo de Carman (Sharbel et al.,
2009; Lovell et al., 2013). Desde esta perspectiva, no habria per se un factor de la
apomixis, en lugar de ello, la apomixis seria inducida por la perturbacién en la
expresion de genes requeridos para la reproduccion sexual (Neiman et al., 2014).
Evidencias para esta teoria provienen de la heterosincronicidad en la formacion de las
células madres de la megaspora en Tripsacum (Grimanelli et al., 2003) y en el patrén
global de expresion en el desarrollo de 6vulos de Boechera (Sharbel et al., 2010).
Recientemente se ha confirmado el rol de la hibridacion en la induccion de la
asexualidad en Daphnia pulex (Tucker et al., 2013; Xu et al., 2013). Sin embargo,
serian necesarios aun mas estudios para confirmar estas correlaciones. Aungue es muy
probable que la hibridacion sea capaz de generar algunas nuevas lineas de reproduccion
asexual, la evidencia indica que el éxito en la generacion de hibridos asexuales varia
entre los distintos taxa y que sélo ciertas combinaciones de genomas son capaces de
generar lineas exitosas de reproduccién asexual (Moritz et al., 1989; Simon et al., 2003;
Avise, 2008; Neaves y Baumann, 2011).

Carman (1997) también propuso que la apomixis podria surgir recurrentemente como

resultado de “choques gendmicos”, es decir, cambios a nivel epigenético en todo el
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genoma luego de eventos tales como la poliploidizacion o hibridaciones
interespecificas. Si bien esto solo es una hipdtesis que nunca fue completamente
corroborada, se han realizado diferentes trabajos en los que se observan cambios en los
patrones de expresion y fenotipos reproductivos en cruzas interespecificas o después de
la formacion de alopoliploides (Chen, 2010; Gaeta et al., 2009). Por lo tanto, uno podria
interpretar que la formacion de hibridos interespecificos podria resultar en un entorno
epigenético permisivo para la aparicion de rasgos apomicticos o variaciones atipicas en
la expresion de genes relacionados con el modo reproductivo. Curiosamente, se ha
propuesto que los pequefios ARNs producidos durante la hibridacion interespecifica o
poliploidizacién sirven como un amortiguador frente a los choques gendmicos,

contribuyendo a la estabilidad del genoma en los hibridos (Ha et al., 2009).

Estudios realizados en el género Paspalum sefialan que la poliploidia parece ser un
prerrequisito para la expresion efectiva de la apomixis (Quarin y Hanna 1980; Quarin et
al., 2001), sin embargo no necesariamente estd acompafiada de hibridacién. El apoyo a
estas afirmaciones proviene de estudios citogenéticos en varias especies poliploides, de
andlisis de segregacion llevados a cabo en especies tetraploides apomicticas y de la
induccioén de tetraploides apomicticos sintéticos. Estos estudios han revelado que una
alta proporcion de cromosomas forman asociaciones multivalentes en apomicticos,
sugiriendo un origen autopoliploide (Norrmann et al., 1989; Hojsgaard et al., 2008). Por
otro lado, andlisis genéticos han revelado herencia tetrasdbmica en tetraploides
apomicticos, lo cual también es tipico de autopoliploidia (Pupilli et al., 1997; Stein et
al., 2004). Mas aun, autotetraploides obtenidos por duplicacion cromosémica de
diploides sexuales se reproducen por apomixis (Quarin y Hanna 1980; Quarin et al.,
2001). Estos ultimos estudios son solo ejemplos, entre muchos otros, que sostienen la
hipdtesis que la mayoria de las especies de Paspalum apomicticas se originaron por

autopoliploidia a partir de genotipos sexuales.

Existen algunas especies de Paspalum para las cuales estd documentado su origen
hibrido, como en el caso de los citotipos tetraploides (biotipos postrados), pentaploides
y hexaploides de P. dilatatum (Bennett y Bashaw 1966; Burson 1983, 1991). Sin
embargo, la mayoria de las especies apomicticas de Paspalum pertenecen a un modelo

caracterizado por taxas diploides-autopoliploides co-especificos.
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Modelo de estrés hibrido

En 1992 Voigt y Burson proponen un modelo genético simple para la herencia de la
apomixis en pasto llorén, donde la apomixis es dominante sobre la sexualidad y es
controlada por un solo gen. Este andlisis asume que la sexualidad es el modo bésico de
reproduccion y que la apomixis es derivada y puede suprimir, pero no eliminar la
sexualidad. Este analisis asume la presencia adicional de otros genes que controlan el
nivel de expresion de la apomixis en plantas que contienen el gen determinante del

caracter.

Con estos antecedentes, nuestro equipo de trabajo intenta generar una poblacién de
mapeo de E. curvula a nivel tetraploide para estudiar la segregacion del caracter y
desarrollar un mapa genético de la especie basado en microsatélites y AFLPs donde
posicionar la/s region/es determinantes de la apomixis (Meier, tesis doctoral en
elaboracion). Para obtener una poblacion de este tipo debe utilizarse siempre un parental
femenino completamente sexual y un donante de polen apomictico. Para ello se
selecciond el cv. OTA (USDA) como progenitor femenino de la poblacion de mapeo.
Esto se debe a que dicho material vegetal presenta reproduccidn exclusivamente sexual,
sin indicios de apomixis (Meier, tesis doctoral en elaboracion). Como donante de polen

se selecciond al cv. Tanganyika (USDA), de reproduccién apomictica (Figura 3.1).

3

X
\\\ "/,‘
cv. OTA (USDA) (2n=4x) cv. Tanganyika (USDA) (2n=4x)
Progenitor femenino Donante de polen
Sexual Apomictico

Figura 3.1: Esquema de la cruza controlada de genotipos contrastantes para el modo
reproductivo para la obtencidn de una poblacion de mapeo.
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Esta cruza dio origen a un gran namero de semillas de las cuales solo germind un bajo
porcentaje y, en general, las plantas obtenidas fueron débiles y poco vigorosas y
murieron poco después de la germinacion. Por otro lado, mas del 50 % de las plantulas
presentaron problemas de crecimiento, tanto de tallos como de raiz o se tornaron
necroticas a los pocos dias de germinar. Un gran nimero de las restantes se perdieron en
el proceso de rusticacion en el cuarto de cultivo o se tornaron débiles, de lento
crecimiento y finalmente murieron (Meier, tesis doctoral en elaboracion). De las plantas
obtenidas y analizadas por marcadores moleculares, s6lo se detectaron seis de
naturaleza hibrida, es decir, que presentaban marcadores paternos. Las plantas restantes
resultaron ser producto de la autofecundacion del progenitor femenino, inducidas,
probablemente, por un efecto mentor del polen donante el cual rompe las barreras

esporofiticas de autoincompatibilidad.

Estos inconvenientes en la obtencién de la progenie podrian deberse a problemas
genéticos letales para el desarrollo del embrién, algo que se ha observado en otras
especies como Paspalum notatum o problemas de incompatibilidad entre los parentales.
El genotipo materno y el paterno corresponden a distintos tipos agronémicos de pasto
llorén. EI primero es un conferta y el segundo es de tipo curvula (Voigt 1971, Voigt y
Bashaw 1972, Covas, 1991, Burson y Voigt 1996). Ademas, aungue ambos
progenitores presentan el mismo nivel de ploidia, la distancia genética entre ambos
grupos es significativa (Zappacosta et al., 2011), por lo que la hibridacion de estos
genotipos podria ser una fuente de estrés capaz de alterar la expresion del modo

reproductivo de la progenie.
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Hipotesis

Las plantas hibridas obtenidas por cruzamientos entre progenitores sexuales y
apomicticos de E. curvula presentan diferentes niveles de expresion del caracter, que

tienden a incrementar con el tiempo.
Objetivo

Evaluar la expresion de la apomixis a través del tiempo en plantas obtenidas a partir de
la cruza entre materiales tetraploides de pasto lloron contrastantes para el modo

reproductivo.
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Materiales y métodos

Material vegetal

Las plantas que se evallGan en este capitulo provienen de la labor experimental
desarrollada en la tesis doctoral del Lic. Mauro Meier. Se trata de plantas hibridas
provenientes de la cruza controlada entre el cv. tetraploide sexual OTA (USDA) como
progenitor femenino y el cv. tetraploide apomictico obligado Tanganyika (USDA). Las
plantas fueron obtenidas en el afio 2010 y se encuentran desde ese momento en macetas
en el invernadero del CERZOS, CCT - Bahia Blanca bajo condiciones de fotoperiodo

natural y temperatura controlada de 2543 °C bajo condiciones de polinizacion libre.
Estudios citoembrioldgicos

Espiguillas de cada hibrido fueron fijadas en FAA, incluidas y seccionadas para su
observacion al microscopio de la forma indicada en el Capitulo I. Estos estudios se

repitieron por tres periodos de floracion en tres afios consecutivos.
Pruebas de progenie

Los datos obtenidos por estudios citoembriolégicos se contrastaron con pruebas de
progenie con marcadores RAPDs utilizando las mismas técnicas descriptas en el

Capitulo II.

Se analizaron 37 individuos provenientes de un pool de semillas derivado de
inflorescencias de las mismas plantas utilizadas para los estudios citoembriol6gicos. Se
utilizaron tres cebadores RAPDs cuya secuencia se informa en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Secuencias de los cebadores RAPD utilizados en las prueba de progenie.

Cebador Secuencia
232 CGGTGACATC
245 CGC GTGCCAG
296 CCGCTG GGA G

Analisis estadistico

A partir de los datos obtenidos, se realizaron andlisis estadisticos. Se evaluaron los
promedios obtenidos en analisis citoembrioldgicos entre las panojas de los diferentes

periodos de floracién mediante el Test t de Student para muestras independientes.
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Resultados y discusion

Estudios citoembrioldgicos

La cruza entre el cultivar sexual OTA (USDA), utilizado como progenitor femenino, y

el cultivar Tanganyika (USDA) condujo a la obtencion de 2713 semillas (Figura 3.2A).

Cuando las mismas se sembraron en medio MS, sin reguladores de crecimiento, se
observd que el 59 % de las semillas no germind. Si bien no es posible establecer con
certeza la causa de este bajo indice de germinacion, podria atribuirse a problemas
genéticos inherentes a incompatibilidades genéticas, como fuera mencionado

previamente para el género Paspalum (Rebozzio et al., 2009).

Del 41 % de semillas germinadas, aproximadamente un tercio (38 %) dio origen a
plantas normales. Otro tercio (39 %) (Figura 3.2B) dio origen a plantas necréticas y un
23 % a plantas con anomalias en el desarrollo, como ausencia de tallo o raiz. Estas
ultimas (necroticas y andmalas), finalmente murieron y no pudieron ser analizadas. Las
plantas sobrevivientes (38 %) (Figura 3.2C), fueron trasferidas al invernaculo. De estas,
el 39 % no sobrevivié (Figura 3.2C) y el 61 % (270 plantas, Figura 3.2D) fueron
analizadas con marcadores SSR y AFLP para determinar la presencia de marcadores
paternos, y de esta manera su origen hibrido. Este analisis demostrd la presencia de solo
seis plantas hibridas. Las 264 restantes eran de origen materno y su origen parece recaer
en autopolinizacion del parental femenino debido a un efecto mentor del polen del

donante apomictico.

| Semillas: 2713

" Plantas Plantas
necroticas ' muertas

39% - 39%

Figura 3.2: Causas y porcentajes de pérdida de plantas obtenidas de la cruza OTA (USDA) X
Tanganyika (USDA).
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Estos resultados, sumados a las fallas observadas en la germinacion y a las
malformaciones de las plantulas podrian atribuirse a los efectos nocivos de la
homocigosis como fuera sefialado por Voigt y Bashaw (1972) para E. curvula, ya que
un elevado porcentaje de las plantas obtenidas y evaluadas por marcadores moleculares
parecen haberse originado por autofecundacion del progenitor femenino. Sin embargo,
es probable que este no sea el motivo de las fallas en la germinacion ya que se trata de
materiales tetraploides. A su vez, es posible que también pueda haber habido muerte de
plantulas hibridas a causa de algin desequilibrio genético o incompatibilidades propias

de la hibridacién.

En la primera floracion de estas plantas hibridas se colectaron inflorescencias para
realizar los analisis citoembrioldgicos correspondientes a la temporada 2010 (entre

septiembre y Diciembre) (Tabla 3.2.).

Tabla 3.2: Analisis de pistilos de hibridos F1 de la cruza entre OTA (USDA) y Tanganyika
(USDA) del primer periodo de floracién (temporada 2010 Sep.-Dic.), observados con la tincion
de safranina-fast green.

2010  |Namero de pistilos Numero de pistilos Porcentaje

Hibrido # analizados Apo Sex Apo Sex
39 o1 42 49 46,2%  53,8%
52 103 0 103 0,0% 100,0%
60 123 0 123 0,0% 100,0%
76 120 0 120 0,0% 100,0%
93 104 0 104 0,0% 100,0%
105 o7 83 14 856%  14,4%

Como se desprende de la Tabla 3.2, de las seis plantas analizadas en esta primera
floracidn cuatro fueron clasificadas como sexuales y dos, apomicticas. Estas dos Ultimas
plantas, si bien ambas fueron clasificadas como apomicticas, presentaron distintos
niveles de expresion del caracter. Una de ellas presentd una proporcién de 46,2 % de
sacos diplospdricos y la otra 85,6 %. Esto significa que ambas plantas presentan la

region condicionante del caracter pero lo expresarian a distintos niveles.

Estos resultados son insuficientes para estudiar la herencia del caracter, pero nos
permitieron realizar otro tipo de analisis. Como se mencionara en el Capitulo I, estudios

previos nos llevaron a clasificar una planta como sexual (Cardone et al., 2006), dado
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que el analisis con marcadores moleculares evidencid la presencia de progenie variable
en una floracion. En estudios posteriores en la misma planta se detectaron sacos
diplospéricos (Meier et al., 2011) que llevaron a su clasificacion definitiva como
apomictica. Por ello es que se decidio re-analizar estas plantas en una segunda floracion.

A esta segunda floracién solo llegaron vivas tres plantas (Tabla 3.3) ya que las otras
tres, débiles, no sobrevivieron (Hibrido apomictico 39 y sexuales 52 y 76). Los
resultados fueron similares a los observados en el primer afio, clasificdndose dos plantas
como sexuales mientras que la restante presentd un elevado porcentaje de sacos
apomicticos, no mostrando diferencias significativas con los valores expresados en la
temporada anterior (aumentando el porcentaje de procesos apomicticos del 85,6 % al 88
%). Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados de Rebozzio et al., (2011)
comentados en el Capitulo I, quienes informan un incremento en el porcentaje de
procesos sexuales en las inflorescencias de finales de temporada de floracion en
Paspalum, se decidio ampliar el analisis de esta planta y se realizaron observaciones en
pistilos pertenecientes al segundo periodo de floracion (marzo 2012). En este caso, la
ocurrencia de pistilos con procesos apomicticos sufrié un drastico descenso (del 88 % al
29,7 %) a pesar de estar creciendo en condiciones de invernaculo.

Tabla 3.3: Andlisis de pistilos de hibridos F1 de la cruza entre OTA (USDA) y Tanganyika
(USDA) observados con la tincion de safranina-fast green. Inflorescencias colectadas durante la
temporada 2011/12. Entre paréntesis se indica la fecha de coleccion.

2011/12  |Namero de pistilos Numero de pistilos Porcentaje

Hibrido # analizaos Apo Sex Apo Sex
60 108 0 108 0,0% 100,0%
93 123 0 123 0,0% 100,0%
105 (06/10/11) 108 95 13 88,0%  12,0%
105 (02/03/12) 101 30 71 207%  70,3%

Si bien sacar conclusiones acerca de las observaciones realizadas sobre un solo ejemplar
es apresurado, podriamos especular diciendo que, en hibridos de reciente formacién, la
expresion del caracter apomixis no es estable y fluctia durante el periodo de floracion.
También podria pensarse que habria una estacionalidad en la expresion, aunque, como
mencionaramos en el Capitulo | el cv. Tanganyika (INTA) mantuvo los mismos

porcentajes de sacos sexuales y apomicticos a lo largo de todo el periodo de floracion.
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Otra posibilidad, que explicaria este fendmeno, es la llamada inestabilidad hibrida,
generada por la interaccion de dos genomas parentales divergentes. Seria posible
especular que tras el estrés generado por la hibridacion, los genomas de las plantas aun
estén en un estado de reorganizacion o adaptacion y esto afecte la expresion de los

niveles de sexualidad y apomixis.

A fin de realizar un andlisis méas exhaustivo del comportamiento de estos hibridos se
decidié ampliar el anélisis de los mismos (plantas 60 y 105) en la temporada 2012/13.
En la tabla 3.4 se detalla el andlisis de tres panojas del hibrido 60 (269 pistilos) y
panojas del hibrido 105 (433 pistilos), colectadas durante los dos principales momentos

de floracién de la temporada.

Tabla 3.4: Analisis de pistilos de hibridos F1 de la cruza entre OTA (USDA) y Tanganyika
(USDA) observados con la tincién de safranina-fast green. Inflorescencias colectadas durante la
temporada 2012/13 (entre paréntesis se aclara la fecha de coleccion).

2012/13 [Numero de pistilos Numero de pistilos Porcentaje

Hibrido # analizados ApO Sex ApO Sex
60 (06/10/12) 94 0 9 0,0% 100,0%
60 (08/11/12) 107 1 106 0,9% 99,1%
60 (05/05/13) 68 2 66 2,9% 97,1%
105 (04/10/12) 76 48 28 63,2% 36,8%
105 (08/11/12) 88 52 36 59,1% 40,9%
105 (07/05/13) 65 28 37 43,1% 56,9%
105 (10/05/13) 88 49 39 55,7% 44,3%
105 (20/05/13) 116 76 40 65,5% 34,5%

Este analisis indica que el nivel de expresién de la apomixis en el hibrido 105 es
fluctuante, con valores que oscilan entre el 45 % y 65 % de procesos diplosporicos. No
obstante, el andlisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre periodos de
floracion. Como se desprende del andlisis conjunto de las diferentes temporadas, los
niveles de expresion de apomixis - sexualidad en el hibrido 105 mantienen un

comportamiento erratico tendiendo a estabilizarse en un 50 %.

Aliyu et al., (2010) evaluaron 71 accesiones de Boechera encontrando especies que van
desde sexuales obligadas a apomicticas obligadas. Ademas, estos autores encontraron
que los apomicticos facultativos muestran una fuerte distribucion bimodal, con especies

mayormente sexuales y otras mayormente apomicticas. Al comparar el modo
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reproductivo con el origen filogenético de las especies analizadas hipotetizan que bajos
niveles de apomeiosis representan una condicion ancestral en Boechera, mientras altos
niveles de apomeiosis pueden ser inducidos por cambios en la regulacion global de
genes asociados a la hibridacién. Si aplicamos esta hipotesis a los hibridos generados en
pasto llorén, esperariamos un nivel alto de apomixis en nuestra progenie F1. La
tendencia observada en el hibrido 105 en ambos periodos de floracion de la Gltima
temporada mostro un 50 % de sacos apomicticos. Si bien estos casos no son comunes en
genotipos naturales, y se trata de un unico individuo, es posible que estos valores de
expresion solo sean parte de estadios temporales de estabilizacion del nuevo genoma
hibrido. Futuros estudios determinaran si este comportamiento se mantiene en el
tiempo, se estabiliza con una tendencia clara hacia un modo reproductivo en particular o

se mantiene variable por factores que aln se desconocen.

En el hibrido 60, en el cual se esperaba simplemente confirmar su condicion de hibrido
sexual, se observaron tres procesos diplosporicos, con lo cual, debemos considerar que
este ejemplar no debe ser caracterizado como sexual sino como apomictico. Esta
aclaracion no implica que en el material se hayan producido cambios en su genoma o
epigenoma que permitieran el desarrollo de un modo reproductivo no existente en el
organismo, sino que, dado los bajos porcentajes de expresion observados, es posible que
este efecto no se haya observado en analisis previos por una deficiente intensidad de
basqueda. Aun asi, los resultados obtenidos con el hibrido 60 durante el desarrollo de
las tres temporadas nos plantean ademas un problema potencialmente importante que se
generaria en estudios de mapeo de la apomixis en pasto lloron, ya que la caracterizacion
fenotipica de la progenie podria ser errénea, sobre todo en el caso de individuos
sexuales, donde podrian contabilizarse falsos positivos. Una forma de solucionar este
problema seria realizar el fenotipeado a una escala mayor y en al menos tres afos

sucesivos.
Prueba de progenie

Con la intencion de aclarar los interrogantes generados por los estudios
citoembriol6gicos y a su vez respaldar los resultados observados, se realizaron pruebas
de progenie utilizando semillas colectadas de distintas inflorescencias del hibrido 105
durante el tercer afio de estudio. En total se analizaron 37 individuos con tres

iniciadores. En la Figura 3.3 se observa un gel de acrilamida tipico con los patrones de
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amplificacion de la progenie del hibrido 105. Los resultados de las pruebas de progenie

se detallan en la Tabla 3.5.

Figura 3.3: Patrones de amplificacion de RAPDs de descendientes del hibrido 105 con el
iniciador 245. Se muestran solo 20 de los 37 individuos de la progenie. En color rojo se
muestran los individuos con marcadores polimdrficos (origen sexual).

Tabla 3.5: Polimorfismos discriminados por marcador en individuos descendientes del hibrido
105 durante la tercera temporada de estudio.

Individuos que presentaron bandas polimorficas

Cebador 2 11 12 13 17 28 31 36
232 5,3% 5,3% 0,0% 2,6% 5,3% 2,6% 0,0% 10,5%
245 7,5% 5,7% 3,8% 5,7% 3,8% 7,5% 3,8% 7,5%
296 6,4% 8,5% 6,4% 4,3% 6,4% 10,6% 6,4% 12,8%

Total 6,5% 6,5% 3,6% 4,3% 5,1% 7.2% 3,6% 10,1%
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Al igual que lo hallado en las pruebas de progenie de las plantas sometidas a estrés
hidrico, el porcentaje de sexualidad calculado con marcadores RAPDs fue inferior al
calculado a partir del andlisis citoembrioldgico. Con los cebadores utilizados se
encontr6 que solo ocho individuos, de los 37 evaluados (21,5 %), presentaron diferentes
porcentajes de polimorfismos. Aunque este porcentaje de sexualidad es menor al
esperado (entre el 35 y 55 % en el estudio citoembrioldgico), las pruebas de progenie
realizadas en otras descendencias y presentadas en el Capitulo Il también difieren de los
resultados obtenidos con el estudio citoembriol6gico, mostrando siempre porcentajes
inferiores de sexualidad, como se mencionara anteriormente. La explicacion de este
fendmeno podria residir en ciertos problemas existentes en la via sexual para llegar a la

formacion de semillas y luego de que estas semillas prosperen como plantulas viables.

Lo expuesto tiende a demostrar que la apomixis en pasto llorén es un caracter de
expresividad variable y el estrés gendmico generado por la hibridacion y otros estreses
induce los cambios en dicha expresividad. En el caso de la hibridacion, al menos en
etapas recientes luego de la formacién del hibrido. Esta hipdtesis concuerda con lo
expresado por otros autores quienes sostienen que la expresion de la apomixis /
sexualidad, particularmente en los hibridos de un apomictico y un padre sexual, puede
variar entre los genotipos hibridos individuales, lo que refleja las interacciones entre los
genomas de los padres (Curtis y Grossniklaus, 2007; Charbel et al., 2009; Krahulcova et
al., 2011).

En el caso de pasto llorén, se observa entonces que las las plantas se encuentran en un
rango de expresion que va desde el full apomictico (Tanganyika (USDA)), donde la
represion de la sexualidad es absoluta hasta los valores expresados en los hibridos de
este estudio y en los poliploides de reciente formacion (Cardone et al., 2006; Meier et
al., 2011)

La hibridacion interespecifica es conocida por desencadenar cambios genéticos y
epigenéticos, tales como modificaciones en los patrones de metilacion del ADN
impactando sobre la plasticidad fenotipica y adaptacion ecologica de los individuos
(Salmon et al., 2005; Marfil et al., 2006). Por lo tanto realizar un estudio que analice el
comportamiento de los genomas hibridos a través del periodo analizado es un requisito

fundamental para comprender el efecto que este estres produce.
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Las modificaciones que alteran la actividad del ADN sin alterar su secuencia de
nucleotidos son llamadas modificaciones epigenéticas e incluyen alteraciones quimicas
del ADN o histonas, generalmente con grupos metilos y acetilos (Madlung y Comai,
2004). La regulacion epigenética se puede dar por cambios en la conformacion de la
cromatina de acuerdo a las modificaciones que presenten las histonas (codigo de
histonas). Este es un nivel clave de regulacion ya que el estado en el que se encuentre la
cromatina determina el momento, el lugar y la forma en que un gen puede ser
expresado. Si la cromatina se encuentra en un alto grado de compactacion, los factores
de transcripcion no pueden acceder a las regiones regulatorias de los genes y, por lo
tanto, se inhibe la transcripcion; es decir el gen es silenciado. En contraste, si la
cromatina no se encuentra condensada, los activadores de transcripcion se pueden unir a
las regiones promotoras para que ocurra la transcripcion del gen, siendo esta es una de
las formas en que se regula la actividad genica. Se ha determinado que hay tres procesos
epigenéticos de regulacion: metilacion del ADN, modificacion de las histonas y por

ultimo el efecto de los ARN pequefios no codificantes (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Proceso de establecimiento de los epigenomas a través de alteraciones en la
estructura de la cromatina en respuesta a sefiales ambientales (adaptado de: Epigenetics, CSHL
Press 2007).

De este modo, los cambios epigenéticos son capaces de generar grandes cambios a nivel
de expresion génica (Grant-Downton y Dickinson, 2006), otorgando un nivel adicional
de complejidad a la variacion fenotipica y un gran potencial evolutivo. Esto Gltimo se
basa en el concepto de que la variabilidad generada por mecanismos epigenéticos
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amplia la variabilidad genética, ya que aparecen nuevos epialelos (alelos generados por
diferencias en el estado de metilacion, aunque portan la misma secuencia de ADN), que
pueden ser seleccionados en poblaciones naturales. Este estado de metilacion puede
heredarse por varias generaciones, por lo tanto, estas variantes epialelicas son
potencialmente reversibles y generarian fenotipos mas flexibles, capaces de permitir la

adaptacion en ambientes cambiantes (Masuelli y Marfil, 2011).

El mecanismo mas frecuente de “marcado” epigenético en plantas es la metilacion en la
posicion 5’ del anillo de citosina (SmC). En este proceso, las enzimas ADN
metiltransferasas catalizan la formacion de 5mC por transferencia del grupo metilo de la
S-adenosil metionina a las citocinas del ADN (Colot y Rossignol, 1999). La metilacion
del ADN es un proceso dinamico, las secuencias no metiladas pueden ser metiladas y
los grupos metilo pueden perderse, por lo que los patrones de metilacién son el
resultado de ambas actividades, metilacion y desmetilacién. (Figura 4.2). Las plantas
tienen, en comparacion con el reino animal, altos niveles de 5mC. Dependiendo de las

especies, estos valores van del 6 al 25% de las citosinas totales (Steward et al., 2000).
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Figura 4.2: Metilacion del ADN. A) Agregado de un grupo metilo al carbono 5°de la citosina
B) Pasaje del estado de la cromatina condensada y silenciada por metilacion del ADN al estado
descondensado y activado por desmetilacion (Adaptado de Masuelli y Marfil, 2011).

De esta manera, el ADN puede estar metilado en el promotor asi como en las regiones
codificantes de los genes. Cuando un gen se encuentra metilado se encuentra

transcripcionalmente reprimido. Por lo tanto, una disminucion en el nivel de metilacion

132



CAPITULO 1V - Introduccion

es probable que provoque un aumento en la expresion de los mismos (Finnegan et al.,
1998). Este estado de metilacion y desmetilacion del genoma genera un codigo que
puede restablecerse o cambiar dependiendo del ambiente o la situacion en la que se
encuentre el organismo. Esta memoria epigenética acumulada por las plantas durante su
fase vegetativa bajo la influencia del ambiente podria ser transmitida a la generacién

siguiente a través de la linea germinal.
Control epigenético de la gametogénesis femenina

Nuevas evidencias en especies sexuales indicarian que la regulacion de la
gametogénesis femenina y la formacion de semillas estan reguladas por mecanismos
epigenéticos, transformando la vision actual de cuales son las etapas clave de la
megagametogénesis y de los cambios que se presentan en las distintas formas del

desarrollo reproductivo (Rodriguez-Leal y Vielle-Calzada, 2012).

Mientras que la funcion de los genes de la meiosis en las formas apomicticas naturales
requiere de mayor investigacion, hallazgos recientes indican que los mecanismos
dependientes de pequefios ARN (SRNA) juegan un papel esencial en la diferenciacion
de las células reproductivas. Garcia-Aguilar et al. (2010) demostraron recientemente en
maiz que la inactivacion de las metiltransferasas de ADN DMT102 y DMT103, que se
expresan en el 6vulo, dan lugar a fenotipos muy similares al desarrollo apomictico,
incluyendo la produccién de gametas no reducidas y la formacion de sacos embrionarios
maultiples. Presumiblemente la actividad de DMT102 en el 6vulo de maiz regula
negativamente la competencia transcripcional de la cromatina en el tejido arquesporial,
una condicion que debe ser esencial para el correcto desarrollo sexual (Garcia-Aguilar
et al., 2010). Sin embargo, las ovocélulas o sacos embrionarios extranumerarios en las
mutantes ago9 y dmt103 no forman gametas femeninas no reducidas funcionales, y
ninguna de dichas mutantes produce progenie apomictica (Garcia-Aguilar et al., 2010).
En conjunto, los fenotipos mutantes ago9 en A. thaliana y dmt103 en maiz sugieren que
las vias de generacion de ARN pequerfios y la regulacion de la metilacion del ADN en
las células precursoras de las gametas femeninas podrian controlar el pasaje de la
reproduccion sexual a la apomictica. Sin embargo, se requieren mas estudios para
elucidar la via epigenética involucrada con mayor detalle. Esto daria una mayor
complejidad al sistema, abriendo nuevos desafios para la investigacion de este peculiar

modo reproductivo.
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Las células germinales poseen la capacidad extraordinaria y Unica para dar lugar a un
nuevo organismo Yy crear un enlace duradero entre todas las generaciones. Para adquirir
esta propiedad, las células germinales primordiales (CGP) atraviesan un programa sin
precedentes de eventos epigenéticos secuenciales que culmina en un estado basal
epigendmico que es la base de la totipotencialidad. Este proceso se basa en la
desmetilacién del ADN de todo el genoma, lo que puede ocurrir a traves de varias vias
superpuestas, incluyendo la conversion de 5-hidroximetilcitosina. Hackett et al. (2012)
proponen que el programa epigenético en las CGPs opera a través de multiples
mecanismos paralelos para asegurar la robustez y al mismo tiempo ser flexible a través

de la redundancia funcional para garantizar una alta fidelidad del proceso.
Epigenética y estrés

Las plantas han desarrollado intricados mecanismos de regulacion génica para adaptarse
a situaciones de estrés. La variacion fenotipica de las plantas sujetas a estrés fue
clasicamente atribuida a variaciones en la secuencia del ADN, pero mas recientemente
se demostré que modificaciones epigenéticas pueden contribuir solas o en conjunto a
definir el fenotipo regulando la expresion de genes en respuesta al estrés (Grativol et al.,
2012; Sahu et al., 2013). Es decir que cuando las plantas experimentan estrés, muestran
una multitud de respuestas, entre las que se puede incluir la variacion epigenética
(Molinier et al., 2006)

Los mecanismos epigenéticos han sido implicados en la regulacion de la expresion de
genes relacionados al estrés. Estos mecanismos regulan casi todas las funciones génicas,
incluyendo procesos como transcripcion, replicacién, reparacion del ADN,
transposicion de genes y diferenciacion celular (Chinnusamy y Zhu, 2009). Se ha
demostrado que modificaciones en la cromatina y la generacion de pequeiios ARNSs se
encuentran involucrados en el control transcripcional y postranscripcional de genes,
proceso critico para las respuestas al estrés (Madlung y Comai, 2004; Angers et al.,
2010). Estas modificaciones en el ADN o en las histonas son especificas para cada

especie, tejido, érgano y edad (Vanyushin y Ashapkin, 2011).

Muchos son los estudios que hacen referencia al rol de la metilacion del ADN en
situaciones de estrés. Las alteraciones en la metilacion se han informado en respuesta a

la deficiencia de agua (Labra et al., 2002), el estrés osmotico (Kovarik et al., 1997),
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presencia de metales pesados (Aina et al., 2004), en cultivo de tejidos y altas
temperaturas (Baranek et al., 2010), etc. Bajo estas condiciones se observd que algunos
loci experimentan silenciamiento epigenético, mientras otros aumentan su expresion.
Investigaciones a nivel gendmico en arroz revelaron variaciones reversibles en las
citosinas en sitios especificos del genoma asociadas a la adaptacion a la sequia (Wang et
al., 2011). El déficit hidrico también conduce a la hipermetilacion de citosinas en el
genoma de arveja (Labra et al., 2002). También se identificaron cambios epigenéticos
en cultivares de arroz de tierras bajas y cultivares tolerantes a la sequia (Suji y John,
2010). Resultados similares fueron informados en manglares para estrés salino (Lira-
Medeiros et al., 2010), en arroz (Karan et al., 2012) y tabaco (Kovarik et al., 1997) para
estrés por elevadas temperaturas (Correia et al., 2013) y frio (Steward et al., 2000),
indicando la existencia de una asociacién directa entre el estrés ambiental y los niveles

de metilacion en las plantas.

Las plantas también pueden aclimatarse y modular la fisiologia de procesos como el
desarrollo de los 6rganos reproductivos en situaciones de estrés. Yaish et al. (2011)
informaron la existencia de una regulacion epigenética del tiempo de floracion bajo
condiciones desfavorables. Como se mencionara anteriormente, estos cambios en el
epigenoma pueden perdurar en el tiempo, mas alla del individuo mismo. Esto se conoce
como la herencia transgeneracional de los patrones de metilacion del ADN y se ha
observado en plantas que crecen bajo condiciones de estrés (Hauser et al., 2011; Feng et
al., 2012). Esta plasticidad epigenética inherente juega un papel importante tanto en la
respuesta inmediata de los organismos como en el establecimiento de adaptaciones a

largo plazo al estrés (Mirouze y Paszkowski, 2011).

La metilacién del ADN es controlada por flujos hormonales, que a su vez estan
influenciados por diferentes factores abioticos y bioticos (Zhang et al., 2012) resultando
asi en la adaptacion de la planta (Mirouze y Paszkowski, 2011). Por lo tanto, descifrar la
forma en que la maquinaria epigenética actla para adaptarse a ambientes cambiantes
proporcionara una valiosa plataforma para aplicaciones potenciales, entre ellas, el

desarrollo de ingenieria epigenética hacia una mayor tolerancia a estreses ambientales.

Antecedentes en nuestro grupo de trabajo relacionaron el cambio en la expresion de la
apomixis en el genotipo UNST1131 a cambios en la metilacion de su genoma. Como se

mencionara previamente, este genotipo se logré cuando se trataron semillas del genotipo
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diploide UNST1122 con colchicina (Cardone et al., 2006). Aunque en un principio este
genotipo fue catalogado como de reproduccion sexual, cuatro afios mas tarde nuevos
estudios demostraron que se trata de un apomictico, con una expresion del caréacter del
90% (Meier et al., 2011). Estudios comparativos de AFLP y MSAP durante los
primeros afios luego de su obtencién (2003-2007), periodo en el que también se
encontraron diferencias en la expresion de la apomixis, mostraron cambios importantes
a nivel genético y epigenético, asociando ambos aspectos a dicho cambio (Zappacosta et
al., 2014).

Uso de marcadores AFLPs para el analisis genético

La técnica AFLPs, se basa en la amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion
digeridos a partir de ADN gendmico total, seguido por amplificacion por PCR
(Williams et al., 1990). Los AFLPs pueden producir patrones de complejidad variada de
acuerdo al tipo de enzimas de restriccion y la longitud de los cebadores utilizados en la
PCR. Los AFLPs son marcadores que segregan de forma mendeliana, igual que los
RFLPs. Sin embargo, los RFLPs no logran detectar la cantidad de loci que se pueden
encontrar mediante la técnica de AFLPs. El ensayo de AFLP combina la especificidad,
resolucion y poder de muestreo de la digestion con enzimas de restriccion con la
velocidad y practicidad de la deteccion de polimorfismos mediante PCR, sin necesidad
de disponer de informacién previa del genoma a estudiar.

Estos marcadores presentan un alto poder de deteccidn de la variabilidad genética, ya
que se explora simultaneamente el polimorfismo de ausencia/presencia de sitios de
restriccion (como lo hacen los RFLP) y la ocurrencia o no de amplificacion a partir de

secuencias arbitrarias (como lo hacen los RAPDs).
Estudio de variaciones en los patrones de metilacion

Existen distintas técnicas para el estudio de la metilacién en el ADN. Una de las mas
difundidas en la técnica de Amplificacion de Polimorfismos Sensibles a Metilacion
(MSAP) que se utiliza para determinar el grado de metilacion en el ADN. Basicamente
es similar a la de AFLPs, sin embargo utiliza enzimas de restriccion sensibles a la
metilacién para realizar los cortes previos a las amplificaciones. Esta técnica es
comdnmente usada para estudiar el estado global de metilacion del ADN de un

organismo Yy por lo tanto, de distinguir entre dos individuos. Ademas, es un método Util
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para realizar estudios de cartografia de metilacion del ADN y clonacion posicional de
genes diferencialmente metilados. En esta técnica, el ADN gendmico se digiere primero
con una enzima de restriccion sensible a la metilacion tales como Hpall, y a
continuacidn, los fragmentos de ADN se ligan a adaptadores con el fin de facilitar su
amplificacion. La digestion usando un isoesquizomero insensible a metilacion de Hpall,
Mspl se utiliza en una reaccion de digestion paralelo como control de carga en el
experimento. En la Figura 4.3 se pueden apreciar los isoesquizomeros de las enzimas
utilizadas Mspl y Hpall con sus respectivos patrones de bandas observados en geles de

poliacrilamida.
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Figura 4.3: Esquema de los patrones de metilacion posibles en el sitio de corte de los
isoesquizomeros Mspl y Hpall con sus respectivos patrones de bandas observado en geles de
poliacrilamida por MSAP. El corte con Hpall cuando el sitio se encuentra hemimetilado en la
citosina externa se produce con 50 veces menor actividad que cuando se produce en el sitio no
metilado.

El uso comparativo de técnicas de AFLP y MSAP permitird realizar una evaluacion
acerca del origen de la variacién (genética o epigenética) en plantas de pasto llorén
sometidas a estres y evaluar el estado de metilacion de las mismas. Si bien es dificil, con
esta informacion, establecer una relacion entre estrés-metilacion-expresion de la

apomixis, algunas consideraciones pueden realizarse.
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Hipotesis

El metiloma de pasto lloron se ve afectado por situaciones de estrés gendmico
generando, en el tiempo, polimorfismos en las plantas. Estos cambios podrian estar

asociados a la expresion del caracter apomixis o regiones reguladoras del mismo.
Objetivo

Analizar el estado de metilacion de plantas de pasto Ilorén sometidas a estrés por déficit
hidrico, hibridacion y cultivo in vitro seguido de duplicacion cromosomica e identificar

genes diferencialmente afectados por tal condicién
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Materiales y métodos

Material vegetal

Se realizaron analisis comparativos utilizando las técnicas de AFLP y MSAP en plantas
de pasto lloron a fin de investigar el efecto de situaciones de estrés sobre el genoma y el

metiloma. Para ello se utilizaron los siguientes materiales vegetales:

a) Plantas tratadas por estrés hidrico (4 ejemplares) y plantas control (2 ejemplares) del
cv. Tanganyika INTA, que fueron descriptas en el Capitulo 11, con un CRA promedio
respectivo del 49 % y 89 %. Las muestras se colectaron durante el periodo de estrés y

luego de que este cesara (plantas re-hidratadas).

b) Planta hibrida 60 y 105 obtenidas del cruzamiento OTA (USDA) x Tanganyika
USDA. La obtencion de estas plantas fue detallada en el Capitulo 1l1. Se utiliz6 ADN
extraido en el 2010 (primer afio de analisis) y luego de tres afios (2013).

c) Planta UNST1131 obtenida por duplicacién con colchicina a partir de un material
diploide (Cardone et al., 2006). Esta planta mostrd un notable cambio en la expresién de
la apomixis en el periodo 2003-2007. En la presente tesis se compararon ADNs de la
planta control (cv. Tanganyika INTA) y de UNST1131 de los afios 2007, 2011 y 2013 y

se compararon los resultados obtenidos con los previos.
Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN genomico se realizaron mediante un método CTAB
(CIMMYT 2006) modificado. Se partié con 50 mg de tejido liofilizado y molido en un
tubo de 2 ml. EI ADN genémico obtenido fue cuantificado utilizando un
espectrofotometro y leyendo absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm. Para
determinar la calidad de ADN se utilizo la relacion A260/A280 y se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %. La concentracion de ADN se calculo

utilizando la siguiente formula:

[ADN] (ug/ml) =AxDxC
Donde A es la lectura de absorbancia obtenida a 260 nm, D es el factor de diluciony C
es una constante, con un valor de 50 ug/ml, igual a la concentracion de ADN doble

cadena que genera un valor de absorbancia de 1.
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AFLPy MSAP

Los estudios de AFLP y MSAP fueron realizados, para cada planta con ADN. Para
aumentar la confiabilidad de los datos, cada reaccion de amplificacion analizada se

realiz6 por duplicado.
Perfiles de AFLP

Para la obtencion de los perfiles de AFLP se siguio el protocolo de Vos et al. (1995) con
algunas modificaciones. Alicuotas de 500 ng de ADN gendémico fueron
simultaneamente digeridas con las enzimas de restriccion Pstl y Msel. Los fragmentos
fueron ligados a adaptadores para Pstl y Msel y constituyeron las plantillas para las
siguientes amplificaciones. Las secuencias de los adaptadores y cebadores utilizados se
encuentran en la Tabla 4.1. Los productos de la pre-amplificacion fueron diluidos (1:6)
en 10 mM Trisy 0,1 mM EDTA y fueron usados como plantillas para la segunda ronda
de amplificacion, donde se utilizaron combinaciones de cebadores para ambos

adaptadores conteniendo tres nucleétidos selectivos, P+3 y M+3, respectivamente.

Tabla 4.1: Secuencia de los adaptadores y cebadores utilizados en AFLPs

Nombre Secuencia5’- 3’

Adaptador Pstl superior GAC TGC GTA GGT GCA
Adaptador Pstl inferior CCT ACG CAG TCT ACG AG
Adaptador Msel superior GAC GATGAG TCCTGAG
Adaptador Msel inferior ATG AGT CCT GAG TA

Cebador preamplificacion Pstl +1 GAC TGC GTA CAT GCA GA
Cebador preamplificacion Msel +1 GAT GAG TCC TGA GTA AA
Cebador amplificacion final Pstl +3 P36 GAC TGC GTA CAT GCA GACC
Cebador amplificacién final Pstl +3 P37 GAC TGC GTA CAT GCA GACG
Cebador amplificacion final Pstl +3 P40 GAC TGC GTA CAT GCA GAGC
Cebador amplificacion final Msel +3 M31 GAT GAG TCC TGA GTA AAAA
Cebador amplificacion final Msel +3 M38 GAT GAG TCC TGA GTA AACT
Cebador amplificacion final Msel +3 M39 GAT GAG TCC TGA GTA AAGA
Cebador amplificacion final Msel +3 M43 GAT GAG TCC TGA GTA AATA
Cebador amplificacion final Msel +3 M45 GAT GAG TCC TGA GTA AATG

Se utilizaron 8 cebadores AFLPs en diferentes combinaciones para cada grupo de
plantas a analizar. Los programas utilizados para la amplificacion fueron los indicados
por Vos et al. (1995). Luego de las amplificaciones, los productos de PCR fueron
mezclados con solucion de siembra (98 % (v/v) formamida, 10 mM EDTA, 0,025 %

(p/v) azul de bromofenol y 0,025 % (p/v) xilencianol) en proporcion 6:1,
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desnaturalizados a 95 °C durante 5 min e inmediatamente llevados a hielo. Siete
microlitros de las muestras desnaturalizadas fueron cargadas en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 6 % (p/v). Los productos de amplificacion fueron visualizados con
coloracion de plata y digitalizados para el posterior anélisis.

Polimorfismos sensibles a metilacion

Los marcadores MSAP fueron obtenidos de acuerdo a Xiong et al. (1999). Se utilizaron
los isoesquizomeros Hpall y Mspl, sensibles a la metilacion, como enzimas de corte
frecuente y EcoRI como enzima de corte poco frecuente. Las secuencias de los
adaptadores y cebadores utilizados se encuentran en la Tabla 4.2. Los cebadores
complementarios a los adaptadores de EcoRI que fueron usados en la reaccion de pre-
amplificacion tenian solo un nucleétido de seleccion (E+A), y aquellos utilizados en la
amplificacion tenian tres nucledtidos de selecciébn (E+3). Los cebadores
complementarios a los adaptadores de Hpall-Mspl que fueron usados en la reaccién de
pre-amplificacién no tenian nucledtido de seleccion (H-M+0), y aquellos utilizados en
la amplificacion selectiva tenian tres nucleétidos de seleccion (H-M+3). Las secuencias
de los cebadores utilizados se encuentran en la Tabla 4.2. Alicuotas de 600 ng de ADN
gendmico fueron incubadas durante 4 h a 37 °C en una solucion conteniendo 1X buffer
OPA, 0,05 mg/ml BSA, 5 mM DTT, 5 U EcoRIl y 5 U Hpall (o alternativamente Mspl),
en un volumen final de 50 ul. Dos pl de esta reaccion fueron sembrados y corridos
electroforéticamente en un gel de agarosa al 1,5 % y tefiidos 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 pl 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 EcoRI y
50 pmol adaptadores Hpall-Mspl. La reaccion fue incubada durante una noche a 18 °C.
La pre-amplificacion se realizé en un volumen final de 25 pl conteniendo: 2 pl de
mezcla de ligacion, 30 ng de cebadores H-M+0 y E+A, 0,2 mM dNTPs, 1 U polimerasa
GoTaqg (Promega) y 1X buffer conteniendo CI,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 elongacion final de 5 min a 72 °C. El producto
de la pre-amplificacion fue diluido 1:10 en agua destilada esteril. La amplificacion

selectiva se realizé en un volumen final de 25 pl conteniendo: 4 pl del producto de pre-
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amplificacion diluido, 0,2 mM dNTPs, 1,2 U polimerasa GoTaq (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 al 6 %. Los geles fueron tefiidos
con plata, secados y digitalizados para su posterior anélisis.

Tabla 4.2: Secuencia de los adaptadores y cebadores utilizados en MSAP

Nombre Secuencia5’- 3

Adaptador EcoRI superior CTCGTAGACTGC GTACC
Adaptador EcoRlI inferior TTA ACC ATG CGT CAG
Adaptador Hpall-Mspl superior GAC GAT GAG TCT AGA A
Adaptador Hpall-Mspl inferior CGT TCT AGA CTC ATC

Cebador preamplificacion EcoRI +1 GAC GGC GTACCAATT CA
Cebador amplificacién final Hpall-Mspl +0 GAT GAG TCT AGA ACG G
Cebador amplificacién final EcoRI +3 E32 GAC GGC GTACCAATT CAAC
Cebador amplificacion final EcoRI +3 E37 GAC GGC GTACCAATT CACG
Cebador amplificacion final EcoRI +3 E40 GAC GGC GTACCAATTCAGC
Cebador amplificacion final Hpall-Mspl +3 H-M4 | GAT GAG TCT AGA ACG GAG T
Cebador amplificacion final Hpall-Mspl +3 H-M5 | GAT GAG TCT AGA ACG GAGC
Cebador amplificacion final Hpall-Mspl +3 H-M6 | GAT GAG TCT AGA ACG GAC A
Cebador amplificacion final Hpall-Mspl +3 H-M7 | GAT GAG TCT AGAACG GAC T

Aislamiento y clonacién de los fragmentos de ADN

Una gota de agua destilada estéril se utilizd para humedecer la seccion del gel que
contiene una banda particular. Las bandas humedecidas fueron cuidadosamente
separadas del gel mediante el uso de un bisturi estéril. La seccion del gel fue cortada en
fragmentos pequefios y se eluyd 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 AFLPs y MSAP. Todos los fragmentos fueron clonados en pGEM-T ® Easy
Vector System (Promega) y secuenciados por el método de electroforesis capilar por la
Unidad de Genomica del INTA Castelar.

Andlisis de las secuencias obtenidas

El andlisis de secuencias fue realizado a través del analisis de similitud utilizando las
herramientas de BLAST (Altschul et al., 1997), disponibles en bases de datos de los
sitios de Internet: NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), MIPS (Repeat Element Database, http://mips.helmholtz-
muenchen.de/plant/recat/) y Gramene (http://www.gramene.nlm.nih.org/).

142



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

CAPITULO IV - Resultados y discusion

Resultados y discusion
a) Plantas tratadas por estrés hidrico y plantas control del cv. Tanganyika INTA

Se analizaron cuatro plantas que fueron sometidas a estrés por déficit hidrico (11, 13 14
y 16) y dos plantas control (4 y 20), ya mencionadas en el Capitulo Il. Se utilizo6 ADN
de muestras de tejido foliar colectadas en dos tiempos diferentes: durante el periodo de
tratamiento por estrés hidrico y luego de la rehidratacion, tal como se indica en el
Capitulo Il. En adelante las muestras se indicaran con el numero de la planta, cuando
corresponda al tratamiento de estrés hidrico, y con el nimero de planta y un asterisco

cuando corresponda al tratamiento posterior de rehidratacion.

El andlisis de siete combinaciones de cebadores AFLPs (M31-P36, M31-P37, M31-P40,
M39-P36, M39-P37, M39-P40 y M43-P40) permitio obtener un total de 294 marcadores
que resultaron monomérficos. Esto demostro la ausencia de diferencias genéticas entre
los clones (11, 13, 14, 16, 4 y 20) y entre un mismo genotipo durante y post tratamiento
(11-11*, 13-13*, 14-14*16-16*, 4-4*, 20-20*). Un ejemplo de gel con perfiles de

marcadores AFLP se muestra en la Figura 4.4.

11 11413 13+ 14 14+

16 16" 4 4

+2020*B M

Figura 4.4: Patrones de amplificacion de AFLPs de plantas de pasto llorén, cv. Tanganyika
INTA, durante el periodo de tratamiento por estrés hidrico y luego de la rehidratacion.
Combinacion de marcadores M31-P36.
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Con el ADN de la misma extraccion utilizado en los andlisis de AFLP se realizaron los
andlisis de MSAP comparando las mismas plantas y en los mismos momentos de
muestreo. Se realizaron amplificaciones con seis combinaciones de cebadores (HM6-
E37, HM6-E40, HM4-E32, HM4-E37, HM4-E40, HM7-E37; HM7-E40). Un ejemplo
de patrén de amplificacién con marcadores MSAP se muestra en la Figura 4.5.

Figura 4.5: Patrones de amplificacion de MSAP de plantas de pasto llorén, cv. Tanganyika
INTA, durante el periodo de tratamiento por estrés hidrico y luego de la rehidratacion.
Combinacién de marcadores HM6-E40.

La comparacion del metiloma de plantas de pasto llorén, cv. Tanganyika INTA, durante
el periodo de tratamiento por estrés hidrico y luego de la rehidratacién, mostro un gran
namero de marcadores polimorficos en la misma planta, entre los dos tiempos de

muestreo, debidos a procesos de metilacion y desmetilacion del ADN.
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Para evaluar el efecto del estrés hidrico sobre el metiloma se realizé un analisis de la
variacion de los perfiles MSAP comparando individualmente las plantas expuestas al
tratamiento y las plantas control. Los resultados obtenidos de la comparacién en el tiempo de

los perfiles epigenéticos de cada planta individualmente se detallan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Variacion de los perfiles MSAP de plantas individuales (plantas tratamiento 11, 13
14y 16 y control 4 y 20) de pasto llorén, cv. Tanganyika INTA. Las muestras de ADN fueron
tomadas durante (ej.:11) y después (ej.:11*) del periodo de tratamiento (plantas rehidratadas).
Las muestras de ADN de las plantas control fueron tomadas en la misma fecha que las plantas
tratadas

Pe rfil 11-11* 13-13* 14-14* 16-16*
Ausencia de cambios eneltiempo 320 87,9% 346 951% 317 87,1% 339 93,1%
Metilaciones ocurridas 16 4,4% 12 3,3% 26 7,1% 10 2,7%
Desmetilaciones ocurridas 28 7,7% 6 1,6% 21 5,8% 15 4,1%
Marcadores totales 364 100% 364 100% 364 100% 364 100%
Perfil 4-4* 20-20*

Ausencia de cambios eneltiempo 350 96,2% 354 97,25%

Metilaciones ocurridas 6 1,6% 4 1,10%

Desmetilaciones ocurridas 8 2,2% 6 1,65%

Marcadores totales 364 100% 364 100%

De las seis combinaciones de marcadores MSAP utilizados se identificaron un total de
364 marcadores. La gran mayoria de estos fueron monomorficos en el tiempo en un
rango del 88 % al 97 %. Con respecto a los polimorfismos, las plantas tratadas (11, 13,
14 y 16) mostraron, tanto en su conjunto como individualmente, un mayor nimero de
procesos de metilacion y desmetilacidén que las plantas control (4 y 20), evidenciando
una mayor actividad de este tipo de procesos en situaciones de condiciones variables (de
estrés a cese del mismo). El analisis individual de cada planta no muestra una tendencia
fija hacia alguno de los dos procesos en particular (metilacion o desmetilacion), ya que,
en algunos individuos hay una tendencia general hacia la desmetilacién (individuos 11,
16, 4 y 20) y en otros, los procesos de metilacién ocurren con mayor frecuencia
(individuos 13 y 14).

Del total de polimorfismos observados, solo un 8 % se observaron en mas de una planta

tratada pero ninguno se encontrd en al menos tres individuos, la gran mayoria de
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polimorfismos no se repitieron entre individuos mostrando aleatoriedad en los sitios

metilados.

En cuanto a la sumatoria de procesos de metilaciones y desmetilaciones ocurridas
durante este periodo, si bien no existe una diferencia estadistica entre la suma de
cambios ocurridos en el tiempo entre el grupo de plantas control y tratadas (debido al
bajo nimero de plantas control analizado), se observé un alto grado de correlacion (R*=
0,7949) entre los porcentajes de cambios ocurridos en el tiempo en las plantas tratadas
(Tabla 4.3) y los porcentajes de sexualidad expresados por cada individuo (detallados en
el Capitulo Il, Tabla 2.2). Los resultados de esta correlacion se muestran en la Figura
4.6.
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Figura 4.6: Correlacion entre los porcentajes de cambios de metilacion ocurridos en cada planta
(Tabla 4.3 de este capitulo) y los porcentajes de expresion de sexualidad en esas plantas
(Capitulo Il, Tabla 2.2).

Esta correlacion, junto con el analisis de datos anteriormente discutidos en este capitulo,
revela una fuerte relacion entre el estrés censado por la planta, los niveles de sexualidad
expresados y la cantidad de cambios ocurridos por metilaciones y desmetilaciones en el

tiempo. Este analisis permitiria evidenciar la existencia de una relacion entre los
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cambios epigenéticos, situaciones de estrés en los genomas vegetales y en cierta
medida, nivel de expresion de la apomixis. Algunos autores especulan acerca de la
persistencia y éxito ecoldgico de algunos linajes asexuales y las variaciones
epigenéticas sefialando una relacion causal entre ambas situaciones. Estas Ultimas
actuarian como fuente de plasticidad fenotipica y fuente de variacion heredable (Latzel
y Klimesova, 2010; Castonguay y Angers, 2012; Massicotte y Angers 2012; Richards et
al., 2012).

b) Estrés por hibridacion

En el Capitulo Il se detall6 el origen de estas plantas y la evolucion de su modo
reproductivo en los primeros afios luego de su obtencion. La planta 60 mostrd sélo
reproduccion sexual en las primeras evaluaciones y la aparicién de un bajo porcentaje
(1-3 %) de pistilos apomicticos en las ultimas muestras evaluadas. En cambio, el hibrido
apomictico 105, presentd un amplio rango de variaciones en la relacién apomixis-

sexualidad entre las fechas de muestreo consideradas.

Se compararon muestras de ADN de las plantas 60 y 105 obtenidas durante el primer
afio (2010, ej: 60 y 105) y después de tres afios (2013, ej: 60* y 105*) del
establecimiento de las mismas. Se realizaron amplificaciones con siete combinaciones
de cebadores AFLP (P40-M39, P40-M43, P40-M45, P37-M38, P37-M39, P37-M43, y
P37-M45) sobre las plantas hibridas 60 (2010), 60* (2013), 105 (2010) y 105* (2013).
En la comparacién 60-60* se encontraron solo marcadores monomorficos (243),
mientras que en la comparacién de los perfiles 105-105* se observaron 295 marcadores
monomorficos y 16 polimérficos (siguiendo la linea de tiempo, diez apariciones y seis

desapariciones). Un ejemplo de amplificacion tipico se observa en la Figura 4.7.
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60 60* 105 105*

Figura 4.7: Patrones de amplificacion de AFLP de las plantas hibridas de pasto lloron 60-60* y
105-105*. Las flechas indican polimorfismos, los cuales solo se observaron en la comparacion
105-105*.

Este analisis mostrd una gran estabilidad gendmica de la planta 60 cuando se compar6
el ADN del primer afio de vida y luego de tres afios. Respecto al hibrido 105, como se
mencionara anteriormente, presentd elevado numero de polimorfismos (5 %)
evidenciando cambios pronunciados en su genoma en el mismo periodo. Estos datos
podrian tener una relacion directa con el comportamiento erratico que se observo en los
estudios citoembrioldgicos mostrados en el Capitulo Ill. Es posible que, ante la
hibridacion, los diferentes individuos de la progenie sobreviviente hayan sufrido
reordenamientos gendmicos de diferente magnitud que podrian afectar, en diferente
medida, la expresion de varios genes, entre ellos los relacionados con el modo
reproductivo. Es posible que algunos cambios en los perfiles gendmicos sean puntuales
mientras que zonas no son afectadas. Estudios realizados en Hordeum vulgare creciendo
en medios de cultivo de alta salinidad demostraron que el estrés generado por el
tratamiento provoco variaciones de nucledtidos en la zona de las raices, pero no afect6
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el ADN foliar (Demirkiran et al., 2013). Con respecto a la planta 60, es posible que
haya sido menos afectada por el estrés generado por esta cruza. Es dificil establecer la
causa por la cual dos individuos provenientes de la misma cruza se vieran afectados de

diferente manera en este sentido.

El andlisis realizado con marcadores MSAP utilizando seis combinaciones de cebadores
(HM6-E32, HM6-E37, HM6-E40, HM7-E32, HM7-E37 y HM7-E40) sobre los mismos
ADNSs utilizados en los analisis de AFLP. Arrojo los resultados detallados en la Tabla
4.4,

Con las seis combinaciones de marcadores MSAP utilizados se identificaron un total de
254 marcadores en el hibrido 60 y 287 en el hibrido 105. La gran mayoria de estos

resultaron ser monomérficos en el tiempo en un rango del 92 % al 94 %.

Tabla 4.4. Variacion de los perfiles MSAP en cada planta individual (hibridos 60 y 105) entre
2010-2013.

Perfil Hibrido 60 Hibrido 105

Ausencia de cambios en el tiempo 239 94,1% 265 92,3%
Metilaciones ocurridas en el tiempo 11 4,3% 5 1,7%
Desmetilaciones ocurridas en el tiempo 4 1,6% 17 5,9%
Marcadores totales 254 100% 287 100%

El hibrido 60, cuyo modo reproductivo se mantuvo mas estable (entre 100 y 97 %
sexual; Capitulo Il1, Tablas 3.2, 3.3 y 3.4) durante el periodo analizado muestra una un
mayor proporcion de procesos de metilacion, los cuales estan asociados a generar un
estado méas estable del genoma (Sahu et al., 2013). Sin embargo, los polimorfismos
observados en el hibrido 105, quien mantuvo un comportamiento erratico de su modo
reproductivo (Capitulo 111, Tablas 3.2, 3.3 y 3.4), tienen una tendencia mayoritaria hacia
la desmetilacion del ADN permitiendo una inestabilidad mayor en el genoma, que
permitiria, este tipo de comportamiento reproductivo tan variante. Estos resultados
muestran una posible relacion entre el perfil de metilaciones y desmetilaciones de cada
hibrido en comparacion con el modo reproductivo. Ademas, sugieren que, después del
evento de hibridacion, un nuevo patron epigenético fue rapidamente establecido, lo que

podria influir en la plasticidad fenotipica y adaptacion del hibrido a nuevos entornos.
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c¢) Colchiploide UNST1131 y control (cv. Tanganyika INTA).

En trabajos anteriores se habian analizado las modificaciones genéticas y epigenéticas
concurrentes en el genotipo UNST1131 en 2003 y 2007, periodo en el que se observo
cambio en los niveles de apomixis. Tal como se mencionara en la introduccion de esta
tesis, este cultivar, obtenido por duplicacién cromosémica, en un primer momento
mostré progenies solo generadas por reproduccion sexual y cuatro afios después expreso
un porcentaje de procesos sexuales de entre 10-15%. En el Capitulo 1l se analizé el
modo reproductivo de este cultivar en afios sucesivos (periodo 2009-2010) mostrando

una expresion de sexualidad estable en estos valores.

En la presente tesis, se realizd un nuevo andlisis comparativo de marcadores AFLP y
MSAP en UNST1131 y el control cv. Tanganyika INTA durante los afios 2007, 2011 y
2013.

De las siete combinaciones de cebadores AFLP utilizados (P40-M39, P40-M43, P40-
M45, P37-M38, P37-M39, P37-M43, y P37-M45), se obtuvieron un total de 241
marcadores. Se observo una Unica banda polimorfica que significé una variacion en el
tiempo en la planta control (ausencia de banda en el afio 2007 y presencia en 2011 y
2013). Los 240 marcadores restantes fueron monomdrficos, evidenciando una gran

estabilidad genética de los genotipos a través del tiempo durante este periodo.

El analisis de marcadores MSAP se realiz6 con seis combinaciones de cebadores (HM4-
E37, HM4-E40, HM6-E32, HM6-E40, HM7-E32 y HM7-E40). De los 240 marcadores
obtenidos, 26 fueron polimorficos entre plantas o entre afios (Tabla 4.5). El anélisis de
los polimorfismos se realizd teniendo en cuenta si ocurrieron aumentos o disminuciones
en la metilacion con respecto a la muestra del afio anterior, es decir que las
comparaciones fueron 2011 vs. 2007 y 2013 vs. 2011. La aparicién de polimorfismos
ocurridos solo en el afio 2011 se consideré como una variacion doble ya que el perfil
genético de la planta se modificd entre 2007 y 2011 pero también entre 2011 y 2013

revirtiéndose al estado inicial del afio 2007.
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Tabla 4.5: Variacion en los perfiles de MSAP en el genotipo UNST1131 y en el control cv.
Tanganyika entre 2007-2011 y 2011-2013.

Perfil cv. Tanganyika UNST1131
2007-2011 2011-2013 2007-2011 2011-2013
Metilaciones 9 6 1 3
Desmetilaciones 2 8 1 6

De 240 loci detectados, la planta UNST1131 en el periodo 2007-2011 sufrid una
metilacion y una desmetilacion y en el periodo 2011-2013 sufrio tres metilaciones y seis
desmetilaciones. Con respecto a la planta Tanganyika, en el periodo 2007-2011 sufrio
nueve metilaciones y dos desmetilaciones y en el periodo 2011-2013 sufrid seis
metilaciones y ocho desmetilaciones. Estos valores son muy inferiores a los hallados en
el periodo 2003-2007 (17% en Tanganyika y 15% en UNST1131). Si asociamos que en
el periodo 2003-2007 hubo un cambio importante en la expresion del caracter apomixis
y en el periodo evaluado en la presente tesis el modo reproductivo se mantuvo estable se
puede advertir que hay una asociacion entre la cantidad de cambios de metilacion en el

genoma y alteraciones en el modo reproductivo.

Las comparaciones entre las plantas mostraron que cinco loci fueron metilados en
Tanganyika en 2011, pero no se vieron afectados en UNST1131. Los mismos cinco loci
fueron desmetilados en Tanganyika en 2013. El resto de los loci polimdrficos se vieron
afectados en las dos plantas de la siguiente manera: un locus fue desmetilado en 2011 y
dos loci en 2013 tanto en la planta Tanganyika como en UNST1131. En relacién a las
metilaciones, un locus fue metilado en Tanganyika y UNST1131 (2013), un locus en
Tanganyika (2011) y el mismo locus en UNST1131 dos afios méas tarde (2013). Otro
locus experimento la misma situacion, pero en UNST1131 (2011) y maés tarde en
Tanganyika (2013). Otras metilaciones y desmetilaciones también ocurrieron en loci

independientes.

Con los marcadores AFLPs y MSAPs obtenidos de los perfiles genéticos y epigenéticos
se construyeron matrices de similitud para los periodos 2003-2007 y 2007-2011-2013.

Los resultados obtenidos se observan en la Figura 4.8.
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Figura 4.8: Dendrogramas de marcadores genéticos y epigenéticos en el genotipo UNST1131
(C) y en el control cv. Tanganyika INTA (T). Dendrogramas obtenidos por AFLP (A) y MSAPs
(B) a partir de muestras recogidas en los afios 2003 y 2007 y MSAPs (C) a partir de muestras
recogidas en los afios 2007, 2011 y 2013.

La comparacion de los coeficientes de similitud obtenidos a partir de los marcadores
MSAP permitié evidenciar que el nivel de variacion ocurrido durante el periodo 2007-
2011-2013 fue menor que el sucedido durante el periodo 2003-2007 mostrando
diferencias menores en sus niveles de metilacion. Este analisis demostré que con el
tiempo las plantas tienden a estabilizar sus epigenomas llegando a un estado de
metilacion similar. Estos resultados concuerdan con los informados por varios autores
(Smulders y Klerk, 2011, Kovarik et al., 1997) quienes también observan una

disminucion en los niveles de metilacion a medida que el estrés cesa.
Anélisis de secuenciacion

Una muestra representativa de los polimorfismos obtenidos por MSAP y AFLP en los
ensayos a) y b) de este capitulo fueron secuenciados con el objetivo de caracterizar las

regiones que sufrian cambios en su epigenoma y genoma respectivamente.
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En el caso del ensayo a), se analizaron polimorfismos en los patrones de metilacion
pertenecientes a las comparaciones en el tiempo de los clones durante la situacion de
estrés hidrico y luego de que este cesara. En el ensayo b) se analizaron los
polimorfismos en el tiempo entre los patrones genomicos del hibrido 105 expresados al
comienzo (2010) y final (2013) del ensayo. Los analisis de secuenciacion de

polimorfismos en el tiempo se detallan en la tabla 4.6.
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Tabla 4.6: Analisis de polimorfismos en el tiempo en plantas del cv. Tanganyika INTA tratadas por estrés hidrico y luego de cesado el estrés (MSAP) y

plantas hibridas 105 al momento de su obtencion y al finalizar el ensayo luego de tres afios (AFLP).

# de polimorfismo * Proceso enel tiempo  pb b Blast Base de datos ¢ N° de accesion Score Valor E

MSAP 2 Desmetilacion 376 ---NA---

MSAP 4 Desmetilacion 192 ---NA---

MSAP 5 Polimorf. entre individuos 184 putative senescence-associated protein [Pisum sativum ] nt BAB33421.1 115 1%
MSAP 13 Desmetilacion 314  retrotransposon protein, putative, unclassified [Oryza sativa Japonica Group] nt AAP53315.2 100 ©5e2?
MSAP 14 Desmetilacion 310 LTR_AC194187.3 3806 [Zea mayz ] MIPS RLX 43579 168 92¢ 0
MSAP 15 Desmetilacion 300 retrotransposon protein, putative, unclassified [Oryza sativa Japonica Group] nt AAP53315.2 107 1%
MSAP 20 Desmetilacion 197 ---NA---
MSAP 22 Metilacion 272 ---NA---
MSAP 23 Metilacion 167 ---NA---

AFLP 2 Aparicion 178 ---NA---

AFLP 8 Desaparicion 266 ---NA---

AFLP 9 Aparicién 220 Photosystem | reaction center subunit XI, chloroplast precursor [Oryza sativa ] nt ABG21996.1 80.1 1p°16

& Numero del polimorfismo clonado.
> Longitud del fragmento secuenciado (en pares de bases).
“: Base de datos utilizadas ara realizar el analisis de blast. nt: NCBI (National Center for Biotechnology Information) ; MIPS: Repeat Element Database.

La comparacion de polimorfismos epigenéticos en el tiempo demostré una alta proporcion (55 %) de secuencias sin homologia con regiones
codificantes demostrando una alta tasa de procesos de metilacion y desmetilacién en regiones no codificantes o secuencias del genoma aun no
reportadas. De las secuencias con homologia se observaron tres secuencias homdélogas a elementos transponibles. Dos de ellas presentaron alta
identidad (97 %) entre si, indicando que podria tratarse de regiones repetitivas conservadas. De los polimorfimos secuenciados por marcadores
AFLP en el hibrido 105 solo en un caso se hallé homologia con una proteina, las otras secuencias no produjeron match con las secuencias de las

bases de datos indicando modificaciones en el tiempo en regiones no codificantes del genoma.
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Los datos anteriores muestran gran similitud a estudios previos de MSAP en la planta
UNST1131, que fue obtenida por duplicacion cromosomica, donde gran parte de los
polimorfismos encontrados y clonados tuvieron homologia con secuencias repetitivas
(Zappacosta etal., 2014). Otro trabajo comparativo de nuestro grupo de
trabajo (Romero et al., en elaboracion) sobre las librerias de ESTs obtenidas de panojas
de la planta UNST1131, del diploide UNST1122 y de panojas y hojas de la planta
control del cv. Tanganyika mostraron resultados similares. En dicho estudio se
analizaron y caracterizaron las secuencias repetitivas hallandose que el porcentaje de
ellas fue mayor en la libreria de hoja, la cual estuvo compuesta relativamente por
un mayor porcentaje de retrotransposones de tipo Copia. Las librerias de inflorescencias
presentaron un mayor porcentaje relativo de retrotransposones de tipo Gypsy y entre
ellas las panojas de la planta UNST1131 presentaron mayor cantidad que las otras

panojas.

Estos andlisis comparativos, en su conjunto, sugieren la existencia de cambios en el
genoma Yy epigenoma de estas plantas en el tiempo que evidenciarian la existencia de
una cierta plasticidad en sus genomas. Dado su caracter perenne, es probable que esta
plasticidad les permita reacomodarse y enfrentar situaciones ambientales cambiantes.
Estos resultados, en su conjunto, coinciden con los estudios realizados por Verhoeven et
al. (2010) sobre los perfiles de metilacion del ADN en clones apomicticos de diente de
le6n (Taraxacum officinale) sometidos a estreses ambientales los cuales revelaron que
la fraccion de loci alterada en grupos estresados era mucho mas alto que en el grupo

control.

Si bien los cambios epigenéticos son a menudo temporales y las plantas pueden revertir
al fenotipo normal de forma relativamente facil, algunos de estos cambios pueden ser de
larga duracion, e incluso pueden ser transferidos a la progenie (Brettell y Dennis 1991).
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 ejemplos mencionados se refieren a plantas anuales, por lo cual esta situacion
no se veria traducida en cambios genéticos en la misma planta. En el caso de plantas
perennes estos cambios podrian producirse y conducir a resultados similares a los
hallados en la presente tesis. Hay que considerar que una planta se ve expuesta a

numerosos estreses ambientales a lo largo de su vida. La acumulacion de los efectos de
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los mismos, sobre todo en especies perennes, podria conducir a un cierto nivel de
cambios perdurables en el tiempo. Con respecto a los cambios en el epigenoma con el
tiempo, varios trabajos mencionan variaciones en la metilacion y en los patrones de
metilacion en el desarrollo de las plantas, incluso en plantas anuales como A. thaliana
(Ruiz-Garcia et al., 2005).
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Consideraciones finales

A lo largo de su vida, las plantas deben enfrentar una serie de situaciones ambientales
cambiantes que generan situaciones de estres. Para sobrevivir ante tales situaciones han
desarrollado estrategias que les permiten sobrevivir y asegurar descendencia para
perpetuar la especie. Poder dejar descendencia y generar variabilidad para hacer frente a

condiciones cambiantes del ambiente es crucial.

Los resultados expuestos en esta tesis demuestran la existencia de una relacion entre
situaciones que generan estreses gendmicos y la expresion de la apomixis en materiales
tetraploides de E. curvula. Se pudo demostrar que diferentes situaciones que generan
estrés genomico (estrés por déficit hidrico, cultivo in vitro, poliploidizacion e
hibridacion), producen incrementos en el ndmero de sacos embrionarios del tipo
Polygonum en plantas apomicticas tetraploides de pasto lloron. Resultados similares
fueron informados por otros autores, como por ejemplo Ceplitis (2001), quien
trabajando en Allium vineale encontr6 que la proporcion de semilla sexual y apomictica
parece resultar de una compleja relacion entre genes y ambiente y que la variacion
genética entre diferentes cultivares afecta directamente esta proporcion en condiciones
de campo. Resultados similares fueron hallados en diferentes especies, por lo cual
podria considerarse que estos son mecanismos generalizados en los organismos con
capacidad de “optar” por diferentes sistemas reproductivos. Mas aun, Carman et al.
(2011) postulan la existencia de una correlacion entre el modo reproductivo de plantas
facultativas con situaciones de estrés. Aliyu et al. (2010) realizaron trabajos en
Boechera y también concuerdan en que la asignacion de una via sexual o asexual en
plantas facultativas esta determinada, en gran medida, por interacciones genotipo-

ambiente.

Al igual gque en las plantas apomicticas facultativas, en animales, la sexualidad suele
predominar en condiciones desfavorables en funcién del ciclo asexual. El deterioro de
las condiciones ambientales que los rodean (por ejemplo, condiciones ambientales
extremas, agotamiento de recursos y/o aglomeracion) suelen desencadenar en la
produccién de machos y hembras por vias sexuales (Snell y Boyer, 1988; Simon et al.,
2010), demostrando que esta estrategia reproductiva no se trata de un caracter exclusivo

del reino vegetal.

La presencia de modificadores que afectan la expresion de la apomixis, sugerida por

Bicknell et al. (2000) y Koltunow et al. (2000), pueden afectar no sélo a genotipos
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apomicticos para mantener un cierto nivel de reproduccion sexual, sino también a la
plasticidad de este caracter (Houliston et al., 2006). De acuerdo a estos autores, estos
alelos modificadores de la expresion de la apomixis o sexualidad serian los responsables
de la presencia de variaciones en el modo reproductivo de una misma planta ante

situaciones ambientales o con el tiempo (Ceplitis, 2001).

Estudios de expresion de genes en plantas apomicticas y sexuales de E. curvula
(Cervigni et al., 2008; Selva et al., 2012) mostraron que algunos de los genes
diferencialmente expresados por modo reproductivo y/o ploidia estdn asociados a
respuestas a estrés. Estos autores sefialan entre los genes diferenciales, por ejemplo:
elementos repetitivos, proteinas quinasas, proteinas ribosomales, factores de
transcripcion, entre otros. Resultados similares fueron hallados en otras especies como
Poa pratensis (Albertini et al., 2004), Paspalum notatum (Laspina et al., 2008),
Pennisetum squamulatum (Conner et al., 2008), Cenchrus ciliare (Conner et al., 2008),
Panicum maximun (Yamada-Akiyama et al., 2009) y Paspalum simplex (Polegri et al.,
2010; Calderini et al., 2011).

Los resultados presentados en esta tesis, junto con datos previos obtenidos por nuestro
grupo de trabajo, indicarian que las plantas de E. curvula que se reproducen por
apomixis facultativa, ante circunstancias que parecen ocasionar estrés genomico,
aumentan la proporcion de reproduccion sexual. Ademas, en tres de los modelos, si se
retorna a la condicion previa al estrés, la sexualidad baja a niveles mas cercanos al
control. Estos resultados demuestran, de manera contundente, una relacion estrecha
entre las condiciones ambientales y la expresion de la apomixis-sexualidad en pasto
llorén. Aunque se desconoce el mecanismo que regula esta expresion, pueden citarse
numerosos ejemplos de caracteres que son regulados por el ambiente y que esta
regulacién esta mediada, generalmente, por mecanismos epigenéticos como los
pequeiios ARNs (Massuelli y Marfil, 2011).

Los pequefios ARNs son una clase de ARNs reguladores que controlan una amplia
variedad de procesos biologicos en plantas y animales. En plantas, varias clases de
pequefios ARNs han sido descriptos, pero las mas abundantes son los microARNs
(miRNAS) vy los pequefios ARNSs de interferencia (SIRNAs). Ademas de participar en el
crecimiento, desarrollo y en procesos de control de la integridad del genoma, los

pequefios ARNS son componentes importantes en la respuesta de las plantas a factores
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de estrés abidtico como la sequia, temperaturas elevadas o bajas, deficiencia o exceso de
nutrientes, salinidad y altas concentraciones de CO; (Tuteja et al., 2014). Una de las
vias que las plantas poseen para responder a estreses es por la modificacion de la
expresion génica (metilacion del ADN, modificacion de histonas) a través de pequefios
ARNSs. Los miRNAs actuan postranscripcionalmente a través de la degradacion de ARN
mensajeros 0 la represion transcripcional, mientras que los siRNAs funcionan
transcripcionalmente o postranscripcionalmente a través de la metilacion del ADN,
modificacion de histonas y degradacion de ARNm (Guleria et al. 2011).

Los miRNAs se unen a regiones codificantes de proteinas en su ARNm blanco e
inducen la degradacion de este via mecanismos donde las proteinas ARGONAUTA
(AGO) cortan la doble hebra formada por el miRNAy el ARNm y de esta forma
reprimen la expresion del ARNm blanco (Rhoades et al., 2002). Varios estudios
recientes vinculan a los miRNAs con mecanismos como el crecimiento radicular,
repuestas a estrés bidtico y abiotico, diferenciacion de organos florales, control de la
formacion de las gametas y desarrollo reproductivo (Subramanian et al., 2009, Olmedo-
Monfil et al., 2010; Jones-Rhoades y Bartel, 2004, Amiteye et al., 2011).

Dada la relacion entre la apomixis y el ambiente, podria especularse que los genes
involucrados en el modo reproductivo son controlados por factores epigenéticos como
la metilacién del ADN En el caso del modo reproductivo, se han hallado factores
epigenéticos que participan en las interacciones intercelulares que llevan al
establecimiento del nimero y destino de las células reproductivas. En A. thaliana, en
lugar de una sola CMM como sucede en el genotipo salvaje, en el mutante ago9 se
forman multiples CMM (Duran-Figueroa y Vielle-Calzada, 2010; Olmedo-Monfil et al.,
2010). AGO9 se expresa solo en tejidos reproductivos y es homologo a AGO4 (Le
Trionnaire et al., 2011), el cual es expresado constitutivamente en el esporofito y esta
asociado a pequefios ARNs de interferencia que dirigen la metilacion de ADN basada
en ARN, RdDM (Simon y Meyers, 2011). Es de destacar que AGO9 no se expresa en la
CMM, sino en las células somaticas que la rodean, esto lleva a proponer que los sSiRNAs
se transfieren a la CMM desde las células de la nucela restringiendo su proliferacion por
mitosis (Olmedo-Monfil et al., 2010). Varios autores (Aravin y Bourchis, 2008; Juliano
et al., 2011) indican un rol de las ARN polimerasas dependientes de ARN en la

regulacién de la diferenciacién de la CMM, en donde participan mecanismos de
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silenciamiento de elementos transponibles. EI silenciamiento de elementos
transponibles y/o el establecimiento de un estado especifico en la heterocromatina
pueden ser esenciales para la progresion de la meiosis en eucariotas multicelulares y
quizads sean los determinantes del desencadenamiento de un desarrollo sexual o

apomictico (Feng et al., 2013).

Como se ha mencionado previamente, existe una estrecha vinculacion entre la
reproduccion sexual y apomictica y el switch entre ambos sistemas reproductivos estaria
en mecanismos regulatorios mediados por procesos epigéneticos. Los resultados aqui
presentados y los previos obtenidos por el grupo de trabajo nos permiten hipotetizar que
existe una region determinante de la apomixis, que estaria ausente en las plantas
tetraploides sexuales. La misma podria contener regiones repetitivas y con redundancia
génica que estarian silenciando la sexualidad en plantas apomicticas, es decir que, esta
region y la region condicionante de la sexualidad tendrian caracteristicas estructurales
comunes. Otros autores han mapeado una region de estas caracteristicas en los géneros
apomicticos Pennisetum y Paspalum (Ozias-Akins et al., 2003; Calderini et al., 2006,
Ortiz et al.,, 2013), es decir, con abundancia de elementos repetitivas y baja
recombinacion. Existen numerosas evidencias sobre el control mediado por pequefios
ARNSs en el silenciamiento de regiones repetitivas y elementos transponibles (Guleria et
al., 2011). De acuerdo a nuestra hipotesis, ante determinadas circunstancias, como
condiciones de estrés prolongado, esta represion de la region de la apomixis sobre la
sexualidad se desregularia, permitiendo un aumento en la proporcion de procesos
sexuales. En base a lo anteriormente discutido, la Figura CF 1 plantea un modelo
hipotético del control de la expresion de la reproduccién apomictica / sexual en pasto

llorén:
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Situacion normal

Region determinante <€ < < Region determinante
de la reproduccion de la reproduccion
sexual Presencia de regiones homologas apomictica
que inician procesos de
: silenciamiento mediados por
V pequeilos ARN

Modo reproductivo mayoritariamente apomictico

Estres

Region determinante
de la reproduccion de la reproduccion

sexual ) . , , apomictica
| Bajo condiciones de estrés baja la

actividad de mecanismos de
silenciamiento mediados por

I
I
\ 4 ARNSs

Aumento de la proporcion de reproduccion sexual

= Nivel de expresion

Figura CF 1: Modelo hipotético del control de la expresion de la reproduccién apomictica /
sexual en plantas apomicticas facultativas de pasto llorén

Nuestro grupo de trabajo se halla abocado al anélisis cuali-cuantitativo de los pequefios
ARNSs presentes en inflorescencias de plantas apomicticas y sexuales de pasto llorén y
sus posibles transcriptos blanco. Para ello, hemos realizado una secuenciacion del
transcriptoma (plataforma 454 Roche) y de pequefios ARNs (Plataforma Illumina).
Esperamos que la informacion recopilada y analizada nos permita confirmar esta

hipétesis.
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