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RESUMEN:

Eragrostis curvula (pasto llorén) es una graminea originaria del sur de Africa, que
actualmente se encuentra ampliamente distribuida y utilizada para forrajes debido a su
gran rusticidad y adaptabilidad a suelos poco fértiles o erosionables en distintas partes del
mundo. El pasto llorédn posee una capacidad particular de reproduccién, en la cual ademas
de la reproduccidon sexual posee también otro modo de reproduccién conocido como
apomixis, mds especificamente apomixis diplospérica. La apomixis esta bajo control
genético y puede ser explicada por la genética mendeliana, aunque también existe un
componente epigenético. Basados en datos de segregacién, los genes que controlan la
apomixis parecen ser pocos en nimero, aunque como existe falta de recombinacién en las
regiones cromosémicas determinantes del cardcter pueden estar involucrados numerosos
genes que segregan en bloque. Recientemente se realizd un cruzamiento entre los
genotipos tetraploides OTA-S (sexual) y Don Walter INTA (apomictico) para generar una
poblacién de mapeo y el modo reproductivo de la descendencia se realizé utilizando un
marcador molecular 100% al caracter.

El objetivo de este trabajo fue evaluar citoembriolégicamente la ocurrencia y frecuencia de
procesos apomicticos y sexuales en individuos de una poblacidon segregante en modo
reproductivo de pasto llorén, y comparar los resultados con el genotipado obtenido con el
marcador molecular y establecer la frecuencia de procesos sexuales y apomicticos en cada
uno de los individuos evaluados. Para esto, se colectaron y fijaron panojas en el momento
de antesis en 11 plantas provenientes del cruzamiento antes mencionado, se realizé el
fenotipado por citoembriolégia utilizando un microscopio equipado con contraste de
interferencia diferencial y se procedié a comparar los datos obtenidos por citoembrioldgia
con los obtenidos con el marcador molecular.

Para diferenciar procesos sexuales y apomicticos, se considerd la presencia de meiosis y la
cantidad y posicidn de nucleos en el saco embrionario. El 55% de las plantas resultaron
apomicticas y el 45% sexuales, esto sugiere una proporcion cercana al 1:1, indicativo de un
modelo de herencia de un unico factor dominante. Se observd variabilidad en la frecuencia
de procesos apomicticos entre plantas apomicticas (3 al 46%), ademas ninguna planta
presento un 100% de apomixis, indicando apomixis facultativa en todos los individuos. La
comparacion con los resultados de marcadores moleculares mostré una concordancia en
todos los casos excepto uno, el cual serd estudiado nuevamente. Comparando los
resultados obtenidos con marcadores moleculares DArT-Seq ligados a la apomixis
obtenidos del genotipado de la poblacion de mapeo, se observéd que algunas plantas
apomicticas presentaban solo marcadores paternos (parental apomictico) y otras
marcadores paternos y maternos (parental sexual) coincidiendo con bajos porcentajes de
procesos apomicticos. Esto podria sugerir una posible poligenia en la expresion y regulacion
de la apomixis en E. curvula. Este estudio aporta valiosa informacion sobre la herencia de la
apomixis en esta especie, destacando la complejidad genética de la misma. La combinacidn
del fenotipado por citoembriologia y marcador molecular mejora la fiabilidad de los
resultados. Estos hallazgos sientan las bases para futuras investigaciones las cuales podrian
tener implicaciones en la transferencia del caracter a cultivos de importancia agricola.



INTRODUCCION

Eragrostis curvula, conocida como “pasto llorén”, es una graminea forrajera originaria del
sur de Africa, que se caracteriza por su rusticidad, capacidad para prosperar en suelos
pobres en fertilidad (Fig. 1) y su aptitud para consolidar suelos erosionables, incluso
médanos (Covas, 1991).

Debido a los cambios climaticos globales, la zona de desertificacidén se estd expandiendo

lentamente, lo que hace urgente explotar el potencial no aprovechado de las especies de
plantas adaptadas a zonas aridas (Brown y Wilby 2012). Por lo tanto, este género es muy
adecuado para estudiar la adaptacion a la sequia por su notable viabilidad en habitats secos
(Colom y Vazzana, 2001; Balsamo et al., 2006; Degu et al., 2008; Ginbot y Farrant, 2011;
Buerdsell et al., 2022).

Figura 1: Eragrostis curvula creciendo sobre los médanos en Monte Hermoso.

Reproduccion sexual

El pasto llorén es una especie perteneciente al grupo de las angiospermas, por lo tanto,
posee alternancia de generaciones, esporofitica y gametofitica (Fig. 2). El esporofito se
origina luego de la fecundacion, a partir de un cigoto 2n, el cual dara origen a la parte
vegetativa de la planta (tallos, hojas y raices) y a las flores en donde se encuentran los
organos sexuales (androceo y gineceo) (Goldberg et al., 1994). En estos érganos sexuales,
se originan los gametofitos, femenino (saco embrionario) y masculino (granos de polen), en
los cuales se formardn los gametos reducidos que participaran de la fecundacién cerrando
el ciclo (Yadegariy Drews, 2004; Fan et al., 2008).
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Figura 2: Esquema del ciclo de angiospermas. F!: fecundacién, Me!: meiosis.

Desarrollo del gametofito femenino (megagametofito)

En pasto llordn, las flores se presentan en inflorescencias de tipo panoja, estas contienen
espiguillas plurifloras con 3 a 10 flores cada una. Cada flor es hermafrodita, formada por un
pistilo bicarpelar, tres estambres, dos lodiculas, una pdlea, una lemma y dos glumas. En el
interior del ovario se encuentra el évulo, recubierto por dos capas tegumentarias que
convergen dejando una abertura, denominada micrépilo, que permite el ingreso del tubo
polinico durante la fecundacion. En el extremo opuesto del évulo, se encuentra la chalaza.
En el interior del évulo se desarrolla una masa de tejido compacto (la nucela) en la que se
diferenciara la célula madre de la megaspora (CMM) (Bhojwani y Bhatnagar, 1983).

El desarrollo del saco embrionario (gametofito femenino), se lleva a cabo mediante los
procesos de megasporogénesis y megagametogénesis (Fig. 3), mientras que en el grano de
polen es resultado de la microsporogénsis y microgametogénesis. Una vez formados tanto
el gametofito masculino como el femenino, ocurren los siguientes eventos: transporte del
grano de polen al estigma (por polinizacién anemdfila), germinacion del grano formando el
tubo polinico, que crece a lo largo del estilo hasta alcanzar el micrépilo, donde se liberan
los nucleos espermaticos (n). Aqui se produce el proceso de doble fecundacion: Un ntcleo
fecunda a la ovocélula (n) formando el cigoto (2n) y el otro, se fusiona a los nucleos polares
(centrales) formando el endosperma (3n). Luego, a través de sucesivas mitosis, se forma
una semilla madura con el embrién y el endosperma en su interior (Yadegariy Drews, 2004).
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Figura 3: Megasporogénesis y Megagametogénesis del saco embrionario sexual de Eragrostis curvula. Los extremos
micropilar y chalazal se encuentran en la parte derecha e izquierda, respectivamente, desde la célula madre de la
megaspora (CMM) hasta el saco embrionario (SE). En el saco embrionario maduro octonucleado, la region chalazal y
micropilar se reubican ambos hacia la parte inferior del saco debido al crecimiento y maduracién, provocando la curvatura
del saco y las estructuras que lo rodean. MF: megaspora funcional (Tomada de Bisp, 2022).

Apomixis

Eragrostis curvula posee, ademds del proceso de reproduccion sexual, la capacidad de
generar semillas en forma asexual mediante apomixis diplospdrica. En este tipo de
reproducciéon la CMM no sufre meiosis y la ovocélula no se fecunda, por lo tanto, los
individuos generados a partir de estas semillas seran idénticas a la planta progenitora
(clones) (Nogler, 1984). Este caracter se encuentra en unas 400 especies de Angiospermas
y parece haber surgido a partir de una desregulacion del proceso sexual (Hojsgaard et al.,
2014).

En la apomixis gametofitica, a diferencia de la reproduccién sexual, el saco embrionario (SE)
se forma en ausencia de meiosis (apomeiosis), y por lo tanto, los nucleos de dicho SE no
estan reducidos (2n). En el desarrollo del SE apomictico diplospérico de E. curvula, la CMM,
no se divide meidticamente, pero si crece en tamafio, denomindndose este estadio como
célula madre de la megaspora elongada (CMME, Fig. 4). Esta, luego sufre dos divisiones
mitoticas que daran lugar a un SE tetranucleado, conformado por dos sinérgidas, un nucleo
polar y la ovocélula (Fig. 4). La ovocélula (2n) no es fecundada y desarrolla
espontaneamente un embridn por partenogénesis (Savidan, 2000). Este tipo particular de
desarrollo fue descrito por Crane (2001) como apomixis tipo Eragrostis.

Un factor que se debe tener en cuenta en el proceso de apomixis es que ocurre sélo en el
gametofito femenino, mientras que para la formacidn de los granos de polen se sigue la
ruta de desarrollo sexual, con su correspondiente division meidtica, generando nucleos
reducidos (n). Generalmente para la formacién del endospermo de la semilla, se requiere
de la unidn del/los nucleos polares con un nucleo espermatico del polen, mientras que el
embridn, por otra parte, se desarrolla por partenogénesis sin fecundacidn. Este mecanismo
es conocido como pseudogamia, y junto con la diplosporia son caracteristicas que aparecen
en E. curvula (Meier et al., 2011).



En general la apomixis es facultativa por lo cual coexiste con la sexualidad en el mismo
individuo (e incluso en la misma espiguilla) y la predominancia de una u otra depende de la
especie y el genotipo considerado (Conner y Ozias-Akins, 2017).
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Figura 4: Apomeiosis y megagametogénesis en E. curvula. Los extremos micropilar y chalazal se encuentran en la parte
derecha e izquierda, respectivamente, desde la célula madre de la megaspora (CMM) hasta el saco embrionario (SE). En
el saco maduro, la region chalazal y micropilar se reubican ambos hacia la parte inferior del saco debido al crecimiento y
maduracion provocando la curvatura del saco y las estructuras que lo rodean. CMME: Célula madre de la megaspora
elongada (Tomada de Bisp, 2022).

El fenotipado de la apomixis se puede hacer fundamentalmente de dos maneras, por
observaciones citoembrioldgicas o utilizando marcadores moleculares ligados al caracter.
En pasto llorén se probd también el test de progenie y la evaluacién de la relacién de ploidia
embrion:endosperma en semillas por citometria de flujo (Meier et al., 2011). La dltima
opcién no es viable en pasto llorén porque las relaciones de ploidia embrion:endosperma
son iguales en semillas provenientes de procesos apomicticos y sexuales. Con respecto al
genotipado con marcadores moleculares, se han desarrollado marcadores a partir de
estudios previos (Zappacosta et al., 2019) y de datos de secuenciacién (José Carballo, com.
pers), sin embargo dichos marcadores aun no han sido evaluados en plantas con fenotipo
reproductivo incégnita.

Herencia del caracter

Si bien la apomixis en angiospermas es heredable y puede ser explicada por la genética
mendeliana, la base genética es inesperadamente compleja y se ha encontrado un fuerte
componente epigenético (Selva et al., 2017, 2020). Los primeros estudios sobre la herencia
de la apomixis (Nogler, 1984) demostraron que la apomixis esta bajo control genético,
aunque, por supuesto, su expresividad puede verse afectada por modificadores de la
expresion génica o condiciones ambientales (Savidan et al., 2001). El estudio de los factores
genéticos involucrados en la apomixis se dificulta 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 (apomeiosis, partenogénesis y pseudogamia) pueden segregar en algunas



especies. Basados en datos de segregacion, los genes que controlan la apomixis parecen ser
pocos en numero, aunque como existe falta de recombinacion en las regiones
cromosémicas determinantes del caracter pueden estar involucrados numerosos genes que
segregan en bloque (Ozias-Akins y van Dijk, 2007).

Actualmente E. curvula se utiliza como modelo para el estudio de la apomixis ya que
presenta genotipos con distinto modo reproductivo (apomicticos obligados, apomicticos
facultativos y sexuales) y por su tipo particular de desarrollo de la semilla que posee la
misma relacion de ploidia embridn:endosperma en ambos procesos, sexual y apomictico
(Carballo et al., 2021). Recientemente se realizd un cruzamiento entre los genotipos
tetraploides OTA-S (sexual) y Don Walter INTA (apomictico) y se generd una poblacion de
mapeo (Zappacosta et al., 2019). Con dicha poblacidn se confirmé una herencia mendeliana
simple del caracter con una proporcién equivalente de individuos sexuales y apomicticos
en la descendencia. Por medio de marcadores moleculares también se logré generar el
primer mapa de ligamiento de la especie, identificar la regidon condicionante de la apomixis
y marcadores 100% ligados al caracter. Para aumentar la resolucion del mapa de ligamiento
y confirmar la herencia del caracter se generd una nueva poblacidon de mapeo utilizando los
mismos genotipos parentales.

Una evaluacién fenotipica de los nuevos hibridos a través de analisis citoembrioldgicos
permitird comparar y corroborar los resultados de un fenotipado realizado previamente
utilizando un marcador molecular experimental (Gallardo, 2023). Dichos conocimientos
permitirian a futuro la manipulacién del cardcter para su introgresiéon en especies de
produccién agricola de reproduccidon sexual, mediante la utilizacion de técnicas de
ingenieria genética.
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HIPOTESIS:
Para realizar el trabajo se plantearon las siguientes hipétesis:

- El modo reproductivo segrega en forma mendeliana en pasto llordn, siendo igual la
frecuencia de individuos sexuales y apomicticos en la progenie del cruzamiento
entre OTA-S X Don Walter.

- El uso de un marcador molecular 100% ligado a la apomixis permite un genotipado
confiable de la nueva poblacién de mapeo.

OBIJETIVO:

Como objetivo general, se planted evaluar citoembriolédgicamente la ocurrencia y
frecuencia de procesos apomicticos y sexuales en individuos de una poblacidn segregante
en modo reproductivo de pasto llorén, y comparar los resultados con el fenotipado
obtenido con un marcador molecular.

Los objetivos especificos son:

- Fenotipar por citoembriologia los individuos del cruzamiento.

- Correlacionar los datos del fenotipado por citoembriologia y con un marcador
molecular.

- Evaluar la frecuencia de procesos apomicticos y sexuales en los individuos
apomicticos producto de la cruza OTA-S X Don Walter.

11



MATERIALES Y METODOS:

Material vegetal:

En el trabajo se utilizé material provisto por el grupo de Biotecnologia Vegetal (CERZOS,
CONICET-UNS, CCT Bahia Blanca), el cual corresponde a plantas adultas resultantes de un
cruzamiento entre los genotipos tetraploides OTA-S (sexual) y Don Walter INTA (apomictico
facultativo).

Las plantas utilizadas en esta tesis se encuentran en macetas de 3 L en el invernadero del
CERZOS con riego periddico, fotoperiodo natural y a una temperatura de 25 +/- 5 °C. Para
la induccién de la floracién (vernalizacion), las plantas fueron retiradas del invernadero y
llevadas a la intemperie durante unos 15 o 20 dias en la estacién invernal (Fig. 5).

Se utilizaron 11 individuos (que florecieron en el periodo 2022/2023) de la poblacion de
mapeo para la evaluacién fenotipica por citoembriologia, los cuales fueron identificados
como 326, 332, 339, 340, 341, 350, 356, 359, 372, 377 y 458.

Figura 5: Poblacion de trabajo, ejemplares OTA-S, ejemplares Don Walter y progenie entre estos.
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Observaciones citoembrioldgicas:

Las panojas se colectaron en el momento de presentar los primeros signos de antesis en la
parte superior de la panoja, donde es posible encontrar todo el rango de desarrollo del saco
embrionario en la mayoria de las espiguillas, desde la célula arquesporial hasta la posible
fecundacion (Meier et al., 2011). Las mismas se fijaron en Farmer (75% etanol absoluto,
25% acido acético glacial) y luego de al menos 24 horas se transfirieron a etanol 70%.

Luego de la fijacidn, las espiguillas fueron diseccionadas bajo lupa Leica SBAPO equipada
con una camara digital Leica MC120 HD, conservandose solo el pistilo acompafnado de la
antera de posicion externa respecto al raquis. La conservacién de esta antera permite que
los pistilos, al momento de ser observados, se ubiquen naturalmente en posicién sagital
sobre el portaobjetos (Fig. 6), permitiendo asi una correcta visualizaciéon del dvulo (Bisp,
2022).

Figura 6: Pistilo posicionado de forma sagital unido a la antera de posicidn externa respecto al raquis.

Se utilizé la técnica de clarificacion con salicilato de metilo siguiendo el protocolo descrito
por Young et al. (1979) con pequefas modificaciones. Se optd por la utilizacién de esta
técnica ya que el tiempo que se necesita entre la colecta del material y la observacion del
mismo bajo microscopio es relativamente corto con respecto a las técnicas histolégicas
tradicionales de inclusién, corte con micrétomo y coloracion.

Brevemente, los pistilos en etanol 70% se incubaron durante 60 minutos en agitacion a
temperatura ambiente en las siguientes soluciones: etanol 95%; etanol 95% con eosina 2%
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(sélo 20 minutos), etanol 100% (mas un enjuague con etanol 100%); etanol/salicilato de
metilo 75%/25%; etanol/salicilato de metilo 50%/50%, etanol/salicilato de metilo 25%/75%
y salicilato de metilo 100% (al menos 24 horas).

Los 6vulos se observaron con un microscopio Leica DM2500 LED equipado con un sistema
de contraste de interferencia diferencial (DIC) y una cdmara digital (Leica MC170 HD). Esta
técnica de microscopia Optica, produce imagenes de la muestra con apariencia
tridimensional.

Al momento del montaje de los pistilos sobre el portaobjetos se utilizaron dos técnicas con
el objetivo de lograr una buena posicion de los pistilos y observacion de los évulos.

1. Técnica de la “canaleta” descripta por Bisp (2022), en donde se utiliza un
portaobjetos con dos cubreobjetos, los cuales hacen de soporte para los pistilos. Los
cubreobjetos se montan sobre el portaobjetos dejando un espacio a modo de
“canaleta” que permite ubicar a los pistilos de forma correcta para su vista sagital,
luego se coloca un tercer cubreobjetos tapando la “canaleta” para realizar las
observaciones al microscopio (Fig. 7). La “canaleta” mantiene los pistilos en la
posicién correcta, es decir la posicion donde es posible observar lateralmente los

sacos embrionarios.

Dasl ol W )

Figura 7: Metodologia seguida para la observacién de los pistilos bajo microscopio (combinaciéon de portaobjeto y
cubreobjetos). A la derecha se observa un detalle amplificado de la posicidn en que quedan los pistilos (Tomada de Bisp,
2022).

2. Uso de portaobjetos de superficie cdncava. Se utilizé un portaobjetos que posee en
una de sus caras una concavidad, la cual se llena con salicilato de metilo 100% vy
luego se colocan los pistilos, posteriormente se coloca un cubreobjetos para realizar
las observaciones al microscopio (Fig. 8). Aqui es importante que los pistilos
permanezcan unidos a la antera para que naturalmente se posicionen de forma
sagital.
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Figura 8: Metodologia seguida para la observacién de los pistilos utilizando portaobjetos con superficie concava.

Para cada una de las plantas evaluadas se observaron 30 pistilos. En cada una de las
observaciones se determiné el estadio presente en cada dvulo, se identifico si presentaban
un proceso sexual o apomictico y se tomd un registro fotografico. En total se observaron
331 pistilos y se tomaron 1160 fotos. Para la adquisicidon de imagenes en el microscopio se
utilizé el software Leica LAS EZ.

Para diferenciar entre procesos sexuales y apomicticos se tuvo en cuenta la presencia o
ausencia de meiosis o degenerantes y la cantidad y posicidon de los nucleos en el saco
embrionario (Meier et al., 2011). Basicamente, en un proceso sexual, en el interior de la
nucela se diferencia la CMM (2n), que luego de sufrir una division meidtica genera cuatro
células megasporas reducidas (n), que generalmente adoptan una disposicion lineal
(tétrada). Posteriormente, las tres células que se encuentran cercanas al micrépilo sufren
muerte celular y degeneran, quedando asi una megaspora funcional (MF) (n) en el extremo
chalazal. La MF comienza a sufrir divisiones mitoticas, formando un saco inmaduro
binucleado, luego tetranucleado y por ultimo octonucleado, inicialmente sin citocinesis, y
luego, generando un saco maduro con células diferenciadas: tres antipodas en el extremo
chalazal, una célula central binucleada (con dos nucleos llamados ntcleos polares), dos
sinérgidas y una ovocélula en el extremo micropilar (Fig 3). Este patron de desarrollo es
descrito como tipo-Polygonum. Particularmente en Eragrostis las antipodas contintdan
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dividiéndose por lo que podemos observar gran cantidad de antipodas en el polo chalazal
(Vorster et al., 1984).

En un proceso apomictico tipo Eragrostis, la CMM no sufre meiosis y comienza a aumentar
de tamaiio, formandose lo que denominamos célula madre de las megasporas elongada
(CMME). La CMME comienza a sufrir divisiones mitéticas, formando un saco inmaduro
binucleado y luego tetranucleado con todos los nucleos en el extremo micropilar. Luego
ocurre la citocinesis quedando un saco embrionario maduro conformado por dos
sinérgidas, un nucleo polar y la ovocélula (Fig. 4).

Para caracterizar una planta como sexual o apomictica, se siguieron los criterios propuestos
por Savidan (2000) donde las plantas se consideran sexuales cuando solo presentan
procesos sexuales en los pistilos observados y apomicticos cuando se observa al menos un
proceso apomictico.

La Tabla 1 resume las principales diferencias que se pueden hallar entre los procesos
apomictico y sexual en pistilos de E. curvula.

Tabla 1. Caracteristicas de la megasporogénesis y megagametogénesis propias de los procesos sexuales y apomicticos
utilizadas para el fenotipado (de acuerdo a Meier et al., 2011).

Proceso sexual Proceso apomictico
Célula Madre de la Megaspora no Célula Madre de la Megaspora elongada
elongada
Tétrada (meiosis) o megaspora funcional Sin rastros de meiosis

con degenerantes
Posicion de nlcleos durante las divisiones | Posicion de nucleos durante las divisiones

mitoticas en el saco embrionario mitoticas en el saco embrionario
- saco binucleado - saco binucleado
- saco tetranucleado - saco tetranucleado
Saco embrionario maduro con ocho o mas | Saco embrionario maduro generalmente
ntcleos (proliferacién de antipodas) con cuatro nucleos (sin antipodas)

Andlisis de datos

Para la recoleccion de los datos, su seleccidn y su posterior andlisis, asi como también la
realizacion de tablas y figuras con graficos comparativos, se utilizé el programa Microsoft
Office Excel (versién 2019).
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RESULTADOS y DISCUSION:

Preparacion del material

Se recolecté y fijo material suficiente de cada ejemplar y el proceso de diseccion/
clarificacion fue adecuado ya que permitid una buena observacion de los dvulos. En la
observacion, la técnica en la que se utiliza el portaobjetos concavo resulto ser mas eficiente
(considerando que se realizé una buena extraccién de pistilos junto con la antera
correspondiente) ya que ésta nos permite trabajar con mayor cantidad de material en el
mismo portaobjetos acortando los tiempos de observacion.

Fenotipado por citoembriologia

En el presente trabajo, las principales diferencias que se observaron se encontraban en
estadios iniciales/intermedios del proceso reproductivo, siendo para el caso de
reproduccidn sexual la presencia de una MF con las células degenerantes (Fig. 9 A) como asi
también SE binucleados o tetranucleados con sus nucleos polarizados (Fig. 9 Cy E), es decir,
uno o dos nucleos en el extremo micropilar y uno o dos nucleos en el extremo chalazal y,
para el caso de apomixis, la CMME (Fig. 9 B) como asi también SE binucleados o
tetranucleados con todos los nucleos en el extremo micropilar (Fig. 9 Dy F).

También se encontraron, en menor frecuencia, estadios avanzados, siendo para el caso de
reproduccién sexual la presencia de un SE octonucleado, mientras que, para el caso de
reproduccién apomictica, se observod la presencia de un SE maduro tetranucleado.
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Figura 9: Desarrollo del saco embrionario sexual (A, Cy E) y apomictico (B, Dy F) de E. curvula, observado bajo microscopio
de interferencia diferencial. A. Megaspora funcional mas células degenerantes. B. Célula madre de las megasporas
elongada. C. Saco sexual binucleado con restos de células degenerantes. D. Saco apomictico binucleado con vacuola en
crecimiento. E. Saco sexual tetranucleado con restos de células degenerantes. F. Saco apomictico binucleado avanzado
con una gran vacuola. Referencias: MF: Megaspora funcional, Deg: Células degenerantes, CMME: Célula madre de las
megasporas elongada, nch: Nucleos chalazales, nm: Ndcleos micropilares, Vac: Vacuola.
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Proporcion de plantas apomicticas-sexuales

Como se muestra en la Tabla 2, de las once plantas estudiadas provenientes del
cruzamiento entre OTA-S x Don Walter, seis presentaron procesos apomicticos (individuos
356, 340, 358, 326, 339 y 332) y cinco Unicamente procesos sexuales (individuos 377, 350,
359, 372 y 341), lo que resulta en un 55% de plantas apomicticas y un 45% de plantas
sexuales (Fig. 10).

Tabla 2: Modo reproductivo presente en cada planta evaluada.
Planta 377 356 350 359 372 340 458 326 339 341
Reproduccién

Proporcion de plantas sexuales y
apomicticas

m Apomixis m Sexual

Figura 10: Proporcidn de individuos sexuales y apomicticos entre las plantas evaluadas.

Es importante aclarar que, para considerar que una planta presenta apomixis, hace falta
una sola observacién de un proceso apomictico, mientras que, para considerar que una
planta presenta reproduccion sexual hace falta observar la totalidad de los procesos de tipo
sexual. De las 11 plantas evaluadas, en seis se observé la presencia de procesos apomicticos,
es decir que poseen la region determinante de la apomixis. Las restantes cinco plantas, al
poseer Unicamente procesos sexuales, se espera que no contengan la region determinante
de la apomixis.

De acuerdo con el analisis fenotipico, 6 individuos apomicticos y 5 sexuales, representan
una proporcion cercana al 1:1 que concuerda con un modelo de herencia de un Unico factor
dominante, como se observd previamente en la pasto lloréon (Zappacosta et al., 2019) y
también recientemente con la nueva poblacién de mapeo (Gallardo, 2023). Lo mismo
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también se describe para otras especies apomicticas diplospéricas, como Taraxacum
officinale (Vijverberg et al., 2004) y Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al., 1998).

En este trabajo se evaluaron 11 plantas de toda la progenie, debido a que fueron las plantas
que florecieron en el periodo 2022/2023 cuando se tomaron las muestras, por lo tanto,
seria de utilidad evaluar el resto de los individuos para asi confirmar este tipo de herencia
mendeliana. Para ello, se comenzd con la colecta de panojas en la floracion 2023/2024.

Frecuencia de procesos apomicticos

Como se observa en la Figura 11, cinco plantas (377; 350; 359; 372; 341) tuvieron
Unicamente procesos sexuales, mientras que las seis restantes (356; 340; 458; 326; 339;
332) presentaron, en diferente frecuencia, procesos sexuales y apomicticos. La frecuencia
de procesos apomicticos varia para cada una de las plantas consideradas apomicticas,
alcanzando valores muy bajos (3,3%) para algunos casos y relativamente altos (46,6%) para
otros. En ninguna de las plantas analizadas se encontré un 100% de apomixis, es decir que
poseen procesos sexuales en diferentes frecuencias, por lo que serian facultativas. Esta
sexualidad residual se considera clave para generar un pequeno grado de variabilidad
genética para afrontar posibles nuevos escenarios ambientales. Hay que tener en cuenta
que solo se estd evaluando la apomeiosis, por lo que el verdadero porcentaje de apomixis
o sexualidad deberia evaluarse en los individuos de la progenie.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0
377 356 350 359 372 340 458 326 339 341 332

Planta

Porcentaje

X

W Apomixis M Sexual

Figura 11: Porcentaje de pistilos con procesos sexuales y apomicticos presentes en cada una de las plantas evaluadas.
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Genotipado del modo reproductivo utilizando marcadores moleculares

Los individuos evaluados en el presente trabajo fueron fenotipados por modo reproductivo
utilizando un marcador molecular 100 % asociado al caracter (Gallardo, 2023). En la Figura
12 se muestra un gel de agarosa representativo del fenotipado realizado con el marcador
molecular donde se puede observar la amplificacién del fragmento de 450 pb presente solo
en los genotipos apomicticos (Don Walter e hibridos apomicticos) y ausente en los
genotipos sexuales (OTA-S e hibridos sexuales).

Figura 12: Gel de agarosa al 1% donde se muestra la amplificacion del marcador molecular 100% ligado a la apomixis. Con
una flecha roja se indica el fragmento que solo amplifica en plantas apomicticas. Calle 1: OTA-S, calle 2: Don Walter, calles
3-19: individuos segregantes de la poblacion de mapeo, calle 20: marcador de peso molecular (Tomado de Gallardo 2023).

En la Tabla 3 se comparan los resultados del fenotipado hallados con el marcador molecular
y por citoembriologia de las plantas evaluadas en el presente trabajo.

Tabla 3: Fenotipado por modo reproductivo utilizando un marcador molecular 100% ligado a la apomixis y por
citoembriologia de individuos de la poblacién de mapeo originada del cruzamiento entre OTA-S x Don Walter.

Individuo Marcador molecular Citoembriologia
326 Apomictico Apomictico
335 Apomictico Apomictico
339 Apomictico Apomictico
340 Apomictico Apomictico
341 Sexual Sexual
350 Sexual Sexual
356 Apomictico Apomictico
359 Sexual Sexual
372 Sexual Sexual
377 Sexual Sexual
458 Sexual Apomictico

Como se observa en la Tabla 3 hubo coincidencia en los resultados obtenidos por el
marcador molecular y por citoembriologia, excepto en el individuo 458 donde la ausencia
de amplificacion del marcador molecular indica que es sexual y por citoembriologia se
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observd un saco embrionario tipico de procesos apomicticos y el resto de los 30 pistilos
observados presento procesos sexuales. Para confirmar el dato citoembrioldgico, se volvié
a evaluar la foto correspondiente y se confirmd que corresponde a un saco apomictico.
Como esta inconsistencia se debe a solo una observacion hay probabilidades de que se trate
de un error humano, por ejemplo contaminacion, por lo tanto se colectaran nuevas
muestras de la planta 458 en la nueva floracién y se hara un nuevo analisis.

Comparacion del fenotipado obtenido por citoembriologia con otros marcadores
moleculares obtenidos por DArT-seq

En el trabajo realizado por Gallardo (2023) el total de los individuos hibridos del
cruzamiento entre OTA-S y Don Walter y que forman la poblacién de mapeo, fueron
genotipados por marcadores DArT-seq (Diversity Array Technology), estos marcadores son
de tipo SNPs e InDels y pueden proporcionar un analisis profundo de la diversidad genética,
un perfil del genoma completo y un mapeo de alta densidad de caracteristicas complejas,
contribuyendo significativamente a la mejora de varias especies de cultivos.

A partir de los datos de genotipado se lograron identificar numerosos marcadores SNPs e
InDels total o parcialmente asociados al modo reproductivo. En la Tabla 4 se observan 13
de estos marcadores y si presentan el alelo presente en OTA-S (sex) o el de Don Walter
(APO) en las 11 plantas evaluadas en este trabajo.

Tabla 4: Marcadores moleculares obtenidos en geotipado por DArT-seq de los individuos evaluados en este trabajo. APO:
presencia del alelo de Don Walter, SEX: presencia del alelo de OTA-S.

Marcador\ Planta 326 332 339 340 341 350 356 359 372 377 458
100272833 _INDEL APO APO a0 [EE  sex SEX APO SEX SEX SEX SEX
100477277 |F| 0-6:C>T-6:C>T APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX
APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100503486 |F|0-27:T>A27:T>A  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX
100507778 |F|0-28:T>C28:T>C  APO APO a0 [EE  sex SEX APO SEX SEX SEX SEX
100503486 |F|0-31:G>A31:G>A  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX
100510472  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100009298  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100423212 APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100139482 a0 BB  ~ro APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100459025  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

100194581  APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

INDEL PEGA SOBREHP 100129656 APO APO APO APO SEX SEX APO SEX SEX SEX SEX

Del total de once plantas, seis resultaron sexuales para todos los marcadores (individuos
341, 350, 359, 372, 377 y 458), tres resultaron apomicticas para todos los marcadores
(individuos 326, 339 y 356) y dos resultaron apomicticas para algunos marcadores y
sexuales para otros (individuos 332 y 340). La planta 332 resulto apomictica para todos los
marcadores menos para el marcador 100139482 en donde resulto sexual y, la planta 340,
resulto apomictica para todos los marcadores menos los marcadores 100272833 y
100507778 en donde resulto sexual.

Ambas plantas 332 y 340 que resultaron apomicticas para algunos marcadores y sexuales
para otros, fenotipicamente, presentaron valores bajos de frecuencia de procesos
apomicticos, 3,3% y 6,6% respectivamente. Mientras que las plantas que resultaron
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apomicticas para todos los marcadores presentaron, fenotipicamente, valores mas altos de
frecuencia de procesos apomicticos.

Esto podria dar indicios de que la apomixis se trata de un caso de poligenia, en donde varios
genes interactuan para influir en la intensidad o la expresiéon del caracter.

El caso de la planta 458 resulto ser sexual para todos los marcadores utilizados, aunque, en
el analisis fenotipico resulto presentar, en muy baja frecuencia (3,2%), procesos
apomicticos. Esto en parte refuerza la idea de que la apomixis se trate de un caso de
poligenia, como asi también, la posibilidad de que aun queden por utilizarse otros
marcadores moleculares.
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CONCLUSION

Este trabajo aporta informacion valiosa sobre la herencia de la apomixis en Eragrostis
curvula confirmando la herencia mendeliana planteada y destaca la complejidad de los
mecanismos genéticos y epigenéticos involucrados en la regulacion de la reproduccién
apomictica en esta especie.

La utilizacion de marcadores Unicamente no nos permite conocer los porcentajes de
apomixis, por lo tanto, el fenotipado por citoembriologia es fundamental para encontrar
plantas con altos y bajos porcentajes de apomixis y sexualidad para estudios futuros sobre
la regulacién del caracter.

El andlisis fenotipico por citoembriologia complementd el analisis por marcadores
moleculares, corroborando su funcionamiento y mejorando la fiabilidad de los mismos.

Estos hallazgos sientan las bases para futuras investigaciones las cuales podrian tener
implicaciones en la ingenieria genética de plantas de importancia agricola.

Nuestra hipdtesis es que la sexualidad es el modo basico de reproduccidn y que la apomixis
es derivada y puede suprimir, pero no eliminar la sexualidad. También existirian otros genes
que controlan el nivel de expresion de la apomixis en plantas que contienen la regién
determinante del cardcter, ya que el porcentaje de procesos sexuales y apomicticos en una
misma planta puede cambiar en distintas floraciones y ante situaciones de estrés, dando la
posibilidad a una regulaciéon externa (por fuera de la regién APQO) o por mecanismos
epigenéticos.
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