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Resumen

La apomixis es una forma de reproduccién clonal, donde no ocurre ni meiosis ni
fecundacion para la formacion de la semilla. Existe una estrecha relacién entre la apomixis
y el nivel de ploidia, dado que en la mayoria de las especies que presentan el caracter los
genotipos diploides son sexuales y los poliploides son apomicticos y con un grado variable
de sexualidad (facultativos). Aunque se sabe que el caracter es regulado por una o mas
regiones del genoma, se han hallado numerosas evidencias de mecanismos epigenéticos
gue regulan su expresiéon. Conocer los factores que determinan la apomixis tendria un

gran impacto en la agricultura.

Eragrostis curvula (“pasto lloron”) es una graminea forrajera originaria de Sudafrica, que
incluye genotipos con diferentes niveles de ploidia (2X hasta 8X, con X = 10), que pueden
ser sexuales o apomicticos (facultativos u obligados). Nuestro grupo de trabajo realizé
numerosos estudios, sobre todo en el caracter apomixis, tanto a nivel de genética

estructural como funcional.

El objetivo de esta tesis fue contribuir a la dilucidacién de las bases genéticas y
epigenéticas que regulan uno de los componentes de la apomixis (apomeiosis) en E.

curvula.

Se desarrollé una poblacién de mapeo segregante para el cardcter apomixis a partir del
cruzamiento entre dos genotipos tetraploides, uno sexual (OTA-S) y otro apomictico
facultativo (Don Walter). La genotipificacion se realizé con marcadores DArT-SNP y el
fenotipado mediante citoembriologia y un marcador molecular dominante. El mapa de
ligamiento quedd conformado por 20 grupos de ligamiento (GL), con el posicionamiento
del APO locus en el GL1, donde también se ubicaron tres marcadores SNP 100 % ligados al
caracter apomeiosis. La secuencia de los SNP 100 % ligados tienen homologia con
proteinas anotadas en bases de datos, que podrian estar relacionadas al modo
reproductivo. Se realizd un andlisis de sintenia entre los GLs del mapa consenso vy el
genoma de referencia de la especie (cv. Victoria) que permitié asociar todos los GLs a
alguno de los contigs y hallar los GLs que corresponderian potencialmente a cada uno de

los genomas del alotetraploide (homedlogos). Para la validacion de los marcadores se



disefiaron y evaluaron cinco primers KASP que permitieron discriminar entre los alelos de

los individuos sexuales y apomicticos.

En el segundo capitulo se analizaron diferentes resultados obtenidos por el grupo de
trabajo que evidencian lainfluencia de la epigenética sobre el cardcter apomixis en plantas
de E. curvula. Para analizar la participacién de mecanismos de metilacion del ADN en la
regulacién de la apomixis bajo condiciones de estrés hidrico, se realizé6 un ensayo en el
cual muestras de ADN de inflorescencias fueron evaluadas mediante la “Estimacién del
contenido de metilacion por doble corte con enzimas de restriccion sensibles” (MCSeEd).
En las regiones diferencialmente metiladas se lograron encontrar genes vinculados al
modo reproductivo, como BABYBOOM, ubiquitinas, FBox y subtilisinas. Podria afirmarse
gue tanto el estrés interno como externo ejerce una gran influencia sobre el modo
reproductivo de E. curvula, modificando la expresion del cardcter apomixis en plantas

apomicticas facultativas.

Abstract

Apomixis is a type of clonal reproduction, where neither meiosis nor fertilization occurs in
seed formation. There is a close relationship between apomixis and ploidy level, since in
most of the apomictic species diploid genotypes are sexuals and polyploids are apomictics.
Usually, apomictic plants are facultative, being some of the seeds sexuals in origin.
Although it is known that this trait is regulated by one or more genomic regions, numerous
evidences of epigenetic mechanisms that regulate its expression have been found.

Knowing the factors that determine apomixis could have a great impact on agriculture.

Eragrostis curvula, commonly known as weeping lovegrass, is a forage grass native to
southern Africa, which includes genotypes with different ploidy levels (from 2X to 8X, with
X = 10) and that can be sexuals or apomictics (facultative or obligate). Our work group
carried out several studies on this model species, especially related with the apomixis

character, both at the structural and functional genetic level.



The objective of this thesis was to contribute to the elucidation of the genetic and
epigenetic bases that regulate one of the components of apomixis (apomeiosis) in E.

curvula.

A segregating mapping population was generated for the apomixis trait from the cross
between two tetraploid genotypes, one sexual (OTA-S) and the other one facultative
apomictic (Don Walter). Genotyping was performed with DArT-SNP markers and
phenotyping using cytoembryological techniques and a dominant molecular marker. The
linkage map was made up of 20 linkage groups (LGs), with the apomeisis locus (APO locus)
located on GL1, where three SNP markers 100 % linked to the APO locus were also located.
All of this 100 % linked SNPs have homology with proteins, two of these annotated in
databases. A synteny analysis was performed between the GLs of the consensus map and
the E. curvula reference genome (cv. Victoria), which allowed all the GLs to be associated
to any of the contigs and to find the GLs that would potentially correspond to each
allotetraploid genome (homeologs). For the validation of the markers, five KASP primers
were design and performed, allowing to discriminate between the sexual or apomictic

alleles of the ndividuals of the mapping population.

Furthermore, in a second chapter, several results obtained by the work group were
evaluated, demonstrating an influence of epigenetic regulation on the apomixis trait in E.
curvula. To analyze the involvement of DNA methylation mechanisms in the regulation of
apomixis under water stress conditions, DNA samples of inflorescences under different
stress conditions were evaluated, using the “Methylation content sensitive enzime
double-digest restriction-site-associated DNA” (MCSeEd) method. Some of the genes
identified in the differentially methylated regions were found to be related to the

reproductive mode, such as BABYBOOM, ubiquitin, F-box and subtilisin genes.

It could be proposed that stress, both internal and external, has a significant influence in
the reproductive mode of E. curvula, modifying the expression of the trait in facultative

apomicts.
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Introduccidn general

La apomixis es una forma de reproduccién asexual donde se evitan los procesos de meiosis
y fecundacion y se forman semillas clonales, idénticas al genotipo materno (Xiong et al.,
2023). El término "apomixis" proviene del griego "apo", que significa "falta" o "ausencia"
y "mixis", que significa "union" o "mezcla", haciendo referencia a la falta de uniéon o mezcla

de los gametos de origen sexual.

Las especies apomicticas han desarrollado mecanismos para evitar las vias sexuales:

- apomeiosis: formacidn de gametofitos funcionales sin meiosis

- partenogénesis: formacion de embriones sin fecundacién

- formacién de un endosperma funcional.
Este ultimo puede ocurrir de forma completamente auténoma en algunas especies, pero
en otros casos es necesaria la fecundacién de los nucleos polares, proceso denominado
pseudogamia (Koltunow y Grossniklaus, 2003).
De acuerdo a algunos autores, la apomeiosis no es un cardcter independiente, sino que
ocurre debido a una desregulacion temporal o espacial de los genes que controlan la via
de reproduccién sexual (Sharbel et al., 2009; Baubec et al.,, 2010), que puede
desencadenarse por la poliploidia, ya que la gran mayoria de las plantas apomicticas
naturales son poliploides. No obstante, la sexualidad también es comun en plantas
poliploides, por lo tanto, la poliploidia en si misma no es suficiente para desencadenar la
apomixis, aunque puede alterar globalmente los patrones de expresion génica (Chen,
2007). La apomeiosis y la partenogénesis podrian resultar muy probablemente de
mecanismos epigenéticos, como el silenciamiento de vias de la reproduccidn sexual por

un grupo de genes, los cuales serian heredados como una unidad (Grimanelli, 2012).

Como se mencionara anteriormente, la manifestacion de la apomixis depende
fuertemente del nivel de ploidia, tanto que los genotipos diploides (por ejemplo, en E.
curvula 2n = 2x = 20) son generalmente sexuales y los poliploides (2n = 4x = 40 o mayores)
son apomicticos (Asker y Jerling, 1992). Sin embargo, la apomixis es comun en plantas
diploides con embriogénesis adventicia, tales como Citrus, Nothoscordum, Sarcococca y

Euphorbia (Gustafsson, 1946). La descripcion de algunos diploides con apomixis
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gametofitica parece ser la excepcidn a la regla y se pueden encontrar algunos ejemplos de
ello en especies de los géneros Boechera (Kantama et al., 2007), Paspalum (Norrmann et
al., 1989; Siena et al., 2008; Delgado et al., 2014), Potentilla (Asker y Jerling, 1992) y

Brachiaria (Naumova et al., 1999).

Existe una gran diversidad en los mecanismos de formacidn de una semilla apomictica:
por un lado la embriogénesis adventicia, encontrada en 148 géneros y por el otro, la
apomixis gametofitica que se diferencia entre la aposporia, representada en 110 géneros
y la diplosporia, presente en 68 (Hojsgaard et al., 2014). En todos los mecanismos de
apomixis conocidos y en todos los genotipos estudiados en profundidad, se ha observado
gue, en su mayoria, las plantas conservan cierta sexualidad remanente, por lo que
deberian ser consideradas como facultativas. Los verdaderos apomicticos obligados son
los que forman sélo semillas apomicticas y son muy raros en la naturaleza (Asker y Jerling,

1992).

Se ha observado que generalmente la hibridacién y la poliploidia representan dos
procesos importantes en la evolucion de la apomixis en las angiospermas. Carman (1997)
propuso la “teoria de la hibridacién” que indica que la hibridacién de dos especies con
diferentes caracteres reproductivos puede contribuir a la induccién de la apomixis. El
hibrido contiene dos sets de genes parentales que estan involucrados en el desarrollo del
saco embrionario y la embriogénesis. La expresidn asincrénica de estos genes duplicados
genera conflictos tanto en el lugar como en el momento de la iniciacidon de procesos
embriolégicos, ocasionando que los procesos sexuales no puedan realizarse y la planta se

reproduce alternativamente por apomixis.

Algunas particularidades de las plantas apomicticas es que estas, en su mayoria, son
perennes y poseen otros mecanismos de reproduccion asexual, tales como estolones,
rizomas o bulbos. Ademas son, en general, apomicticas facultativas, con un grado variable
de sexualidad residual (Spillane et al., 2001), lo cual desde un punto de vista evolutivo
posibilita la creacion de nuevas combinaciones genotipicas en poblaciones naturales. Esta

sexualidad residual encontrada en algunas poblaciones tetraploides puede ser utilizada
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como fuente de variabilidad en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Sartor et
al., 2011).

Desde una perspectiva evolutiva, la apomixis puede haber evolucionado a partir del
mismo marco molecular que sustenta la reproduccién sexual (Hand y Koltunow, 2014).
Cuando falla la reproduccién sexual como consecuencia de la mutacién de los genes
correspondientes, aparece la apomixis para superar la infertilidad (Xu et al., 2022). En
Arabidopsis se ha informado una serie de mutantes que presentan fenotipos con
caracteristicas similares a la apomixis, como ago9 (Olmedo-Monfil et al., 2010) y swil
(Boateng et al., 2008), que participan en la remodelacion de la cromatina; spol11-1/2
(Grelon et al., 2001; Hartung et al., 2007), mtopVIB (Vrielynck et al., 2016), dfo ( Zhang et
al., 2012), prd1 (De Muyt et al., 2007) y rad50 (Gherbi et al., 2001; Vannier et al., 2006),
gue estan involucrados en la formacién de rupturas de doble cadena; dmcl ( Couteau et
al., 1999), msh4 (Higgins et al., 2004) y asy1 (Caryl et al., 2000), que son esenciales para la
sinapsis cromosémica; rec8 ( Watanabe et al., 1999), scc3 (Chelysheva et al., 2005) y ahp2
(Schommer et al., 2003), que estan involucrados en la primera division meiética; osd1
(Cromer et al.,, 2012) y tam (Magnard et al., 2001; Wang et al., 2004), que estdn
relacionados con la transicion de meiosis | a meiosis II; tdm1 (Cifuentes et al., 2016), que
controla el final de la meiosis; msil (Guitton et al.,, 2005), que es capaz de iniciar el
desarrollo partenogenético; cenh3 (Ravi et al., 2010), que puede inducir haploidia; y fie
(Ohad et al., 1999) y fis (Chaudhury et al., 1997), que pueden inducir el desarrollo del
endosperma sin fertilizacion.

Los primeros estudios sobre la herencia de la apomixis (Nogler, 1984) demostraron que la
apomixis esta bajo control genético, aunque su expresividad puede verse afectada por
modificadores genéticos o condiciones ambientales (Savidan, 2001). El estudio de los
factores genéticos involucrados en la apomixis se complica por la naturaleza poliploide de
la mayoria de las especies apomicticas, la disponibilidad adecuada de plantas sexuales
compatibles y las dificultades para clasificar la progenie, particularmente porque los
componentes de la apomixis pueden segregar. En citricos y mango se ha propuesto la
herencia de la apomixis esporofitica a través de un locus Unico dominante (Aron et al.,
1998; Kepiro et al., 2010), mientras que en alguna especie apomictica diplospdrica los loci

genéticos que controlan los procesos clave de la apomixis (apomeiosis, partenogénesis y
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desarrollo auténomo del endosperma) son independientes entre si. Por ejemplo, se han
identificado dos loci independientes que controlan la diplosporia y la partenogénesis en
especies de Erigeron y Taraxacum (Vasut et al., 2014, Noyes et al., 2000). La aposporia y
la partenogénesis estan determinadas por dos loci diferentes en Hypericum (Schallau et
al., 2010), Poa (Albertini et al., 2001) y Cenchrus (Conner et al., 2013). En Hieracium, se
han descubierto tres loci independientes, LOA, LOP y AutE, que controlan la aposporia, la
partenogénesis y el desarrollo auténomo del endosperma, respectivamente (Catanach et
al., 2006; Ogawa et al., 2013). Basados en datos de segregacion, los genes que controlan
la apomixis parecen ser pocos en numero, aunque existe falta de recombinacion en las
regiones cromosémicas determinantes del caracter, como el locus determinante de la
aposporia (ASGR, apospory-specific genomic region).

A pesar del descubrimiento de multiples loci relacionados con la apomixis en diversas
especies, sigue siendo dificil identificar los genes especificos que la controlan, ya que los
loci relacionados suelen estar inhibidos para la recombinacién y ubicados en regiones
repetitivas (Xu et al., 2022). Hasta ahora, se han identificado unos pocos genes que estan
involucrados en diferentes componentes de la apomixis. En Boechera se han identificado
dos genes candidato diferentes, APOLLO que esta relacionado con el locus de la apomixis
y UPGRADE?2 relacionado con el desarrollo del grano de polen no reducido (Corral et al.,
2013; Mau et al.,, 2013). La expresion de APOLLO y UPGRADE2 estd fuertemente
correlacionada con la formacién de évulos y de polen apomeidticos, respectivamente. En
Tripsacum, se propone que AGO104, que estd involucrado en la metilacion del ADN, es
necesario para la correcta condensacién de la cromatina durante la meiosis (Singh et al.,
2011). En Oryza sativa, se identificod el gen PAIR1 como el que desempeifia un rol esencial
en la sinapsis cromosdmica en la primera fase de la meiosis (Nonomura et al., 2004). Para
la aposporia se ha sugerido al gen QUI-GONJINN (QGJ) que codifica una MAP3K en
Paspalum notatum, como esencial para la formacién del saco embrionario (Mancini et al.,
2018). En Brachiaria brizantha, el patron de expresién especifico de
GIBBERELLININSENSITIVE DWARF1 (GID1) sugiere su funcion en la diferenciacion de la
célula inicial para formar el saco embrionario apospérico (Ferreira et al., 2018). En el
apomictico Hieracium, la disminucién transitoria de la expresién de un gen de identidad

de organo floral (DEFICIENS) en la regidn calazal se asocia con la formacién de células
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iniciales apospdricas (Guerin et al., 2000). De manera similar, en P. notatum, se propuso
gue PnTgs1-like juega un papel importante en el destino de las células nucelares, ya que
su expresién reducida estad asociada con la iniciacidn de la via apospérica (Siena et al.,
2014). En Poa pratensis, se propone que PpSERK es responsable de la formacion de la
célula inicial apospdrica y el desarrollo del saco embrionario asexual (Albertini et al.,
2005). Para la formacién auténoma del endosperma, se demostré que ORC3 y FIE son
genes candidato vitales. La expresidn precisa de ORC3 en las lineas celulares germinales
determina el desarrollo del endosperma en el apomictico Paspalum simplex (Siena et al.,
2016). En Malus hupehensis, FIE participa en la regulacion de la formacién de semillas
asexuales (Liu et al., 2012). La expresidon ectopica de MhFIE en tomate produce frutos
partenocarpicos (Liu et al., 2012). Para la partenogénesis, se demostré que ASGR-BBML
de Pennisetum squamulatum es el gen candidato mas prometedor. Este gen se expresa en
6vulos no fertilizados y la transformacién del mijo perla sexual con el gen ASGR-BBML
puede desencadenar la partenogénesis (Conner et al., 2015; Akiyama et al., 2011).
Recientemente, se aisld el gen Parthenogenesis (PAR) del diente de ledn, que puede
inducir estructuras similares a embriones sin fertilizacién en lechuga (Underwood et al.,
2022). Ademas, la mutacién de una fosfolipasa especifica del polen, MTL1, puede inducir
la eliminacidn del genoma paterno y la obtencién de embriones haploides en maiz y arroz
(Kelliher et al., 2017). Para la embriogénesis adventicia, también se han informado varios
genes candidato. El gen CitRWP fue identificado en citricos por analisis genético de
poblaciones segregantes y se demostrd que esta asociado con la formacién de embriones
nucelares. En otra planta apomictica esporofitica tipica, Zanthoxylum bungeanum, la
expresion de AGL11 se correlaciona con el desarrollo de embriones nucelares y su
expresion ectépica puede llevar al desarrollo anormal de flores y simular fenotipos
apomicticos en Arabidopsis (Fei et al., 2021).

En relacion a la especie en estudio, Eragrostis curvula (Schrader) Nees, vulgarmente
llamada pasto llorén, es una graminea originaria del sur de Africa, perteneciente al género
Eragrostis Wolf, tribu Eragrostideae. En Argentina, fue introducida entre las décadas de
1930y 1940y actualmente es cultivada en una superficie superior a las 270.000 has (INDEC
2018), principalmente en la zona semidrida templada del pais, donde es utilizada como

forrajera y para fijar y conservar suelos arenosos y/o de poca fertilidad (Figura 1.1).
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Figura I.1. Plantas de E. curvula al costado de la Ruta Nacional N°3.

Eragrostis curvula constituye un grupo morfolégicamente diverso, por lo que no se
encuentra bien clasificado y suele denominarse “complejo E. curvula” o E. curvula sensu
lato (Voigt et al., 2004). Las caracteristicas morfoldgicas incluyen una ligula pilosa y
auricula vestigial, inflorescencia en panoja de 15 a 40 cm de longitud y con un gran nimero
de espiguillas multifloras (6 a 12 flores) basitonas (la maduracién comienza en las basales).
Las flores tienen de 1 a 3 estambres (3 con mayor frecuencia) y el pistilo posee 2 estilos
con estigmas plumosos (Figura 1.2). Las semillas son ovoides, de color castafio a rojizo y

muy pequefias (0,5 a 1,7 mm de longitud) (Voigt et al., 2004).
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Figural.2. A) Planta de E. curvula con el detalle ampliado de B) panoja, C) espiguilla, D) flor

con 3 estambres y 2 estilos con estigmas plumosos y E) semilla.

Eragrostis curvula es una especie de crecimiento estival que requiere temperaturas que
superen los 12 °C como media anual, y aunque comienza a brotar tempranamente en el
mes de septiembre, no es afectada por heladas tardias. Con respecto a sus requerimientos
hidricos, puede sobrevivir adecuadamente con lluvias de entre 250 a 350 mm anuales

(Kent, 2019).

La forma particular de las hojas de E. curvula, que emergen verticalmente y luego se
curvan hacia abajo, genera una apariencia “triste” o “decaida” de la planta, por lo que se
la conoce como “pasto llorédn”. Presentan anatomia foliar con estructura Kranz, especifica
de aquellas plantas con proceso de fijacién de CO; del tipo C4 (Ellis, 1984), lo que implica
una utilizacién mas eficiente de los recursos necesarios para la fotosintesis y la fijacion de
dioxido de carbono. Ademas, posee ceras epicuticulares y la capacidad de enrollamiento
foliar en respuesta a sequia, lo que le permite mayor crecimiento y produccién de biomasa
durante su ciclo vegetativo, aun en suelos con escasa humedad (Echenique y Curvetto,
1986). Se ha observado que esta especie mejora la estructura del suelo e incorpora
materia organica. Presenta una respuesta rapida a la fertilizacion con nitrégeno,

especialmente en las etapas tempranas del crecimiento (Voigt et al., 2004).

Con respecto a su utilizacién como forrajera, 