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RESUMEN 

Las plantas con flores exhiben una notable flexibilidad reproductiva, pudiendo reproducirse tanto 

sexual como asexualmente. En la reproducción sexual, se produce la doble fertilización en la cual 

los gametos de cada sexo, reducidos por meiosis, se fusionan para dar origen al embrión y el 

endosperma respectivamente. No obstante, algunas angiospermas optan por estrategias 

reproductivas distintas, formando el embrión sin meiosis ni fecundación, generando descendientes 

genéticamente idénticos a la planta madre; este fenómeno se conoce como apomixis. En la 

apomixis, la falta de meiosis (apomeiosis) y la ausencia de fecundación dan lugar al embrión por 

partenogénesis. La manipulación de la apomixis tiene como objetivo fijar la heterosis para rasgos 

de interés, presuponiendo que los híbridos apomícticos mantendrán su potencial y constitución 

multigénica compleja a lo largo de generaciones mediante la propagación clonal por semilla. 

Eragrostis curvula, también conocido como pasto llorón, es una pastura perteneciente a la familia 

Poaceae. Es originario de Sudáfrica y se ha naturalizado en regiones semiáridas de Argentina. Esta 

especie presenta diversos citotipos con distintas ploidías (2x-8x) y diferentes modos reproductivos, 

incluyendo apomícticos obligados, facultativos y sexuales. Uno de los elementos clave en la apomixis 

es la partenogénesis, un proceso poco conocido a nivel genético. En investigaciones previas en 

Pennisetum squamulatum, se identificó que el gen PsASGR-BABY BOOM-like, también llamado PLT6, 

el cual desempeña un papel crucial como determinante de la partenogénesis, encontrándose en 

múltiples copias en una región ligada a la apomixis. 

Actualmente,  E. curvula cuenta con extensos recursos de secuenciación genética, transcriptómica 

y epigenética, lo que nos permite determinar la expresión y la posible función de la familia Plethora 

(PLTs), que incluye a BBM. El presente estudio se enfocó en la búsqueda de genes ortólogos a la 

familia de genes PLTs de arroz en E. curvula. 

En primer lugar se tomaron los genes de la familia de PLTs de arroz de bases de datos y se buscaron 

ortólogos en pasto llorón. Se realizó un alineamiento de los genes y se construyó un árbol 

filogenético. Posteriormente, se diseñaron cebadores específicos para obtener amplicones de 

genotipos con diferentes modos reproductivos (sexual: OTA-S, apomíctico facultativo: Don Walter 

y apomíctico obligado: Tanganyika). Los amplicones fueron clonados, secuenciados y analizados en 

busca de diferencias. Los resultados revelaron la presencia de los genes PLT5 y PLT6 tanto en el 

genotipo sexual OTA-S como en los genotipos apomícticos facultativos Don Walter y obligados 

Tanganyika. Se confirmó la presencia de los genes PLTs en genotipos de E. curvula, respaldando la 

hipótesis de conservación de la familia PLT en la familia Poaceae. Además, se identificaron 

variaciones alélicas en PLT5 y PLT6, resaltando la diversidad genética de E. curvula y sugiriendo 

posibles implicaciones en la regulación y expresión génica asociadas a la partenogénesis. 
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Introducción 
 

Reproducción  

Las plantas con flores, conocidas como angiospermas, presentan una notable flexibilidad 

reproductiva, lo que les permite llevar a cabo tanto la reproducción sexual como la asexual. En el 

típico proceso de reproducción sexual, durante la formación del saco embrionario (gametofito 

femenino), la célula madre de la megaspora (CMM) experimenta una división meiótica, dando lugar 

a cuatro megasporas reducidas (n) dispuestas en forma lineal. Normalmente las tres megasporas 

que están más cerca del micrópilo degeneran, mientras que la restante continúa el proceso de 

formación del gametofito. Esta megaspora en crecimiento experimenta tres divisiones mitóticas 

sucesivas, lo que resulta en un saco embrionario (SE) que contiene un total de ocho núcleos. 

Posteriormente, se forman las paredes celulares diferenciándose siete células: tres antípodas 

situadas en el extremo del SE próximo a la chalaza, dos sinérgidas, la oosfera u ovocélula (situadas 

cerca del micrópilo) y finalmente una célula central en la que se encuentran los dos núcleos llamados 

polares (Figura 1A). 

Una vez formado el gametofito femenino, se produce un proceso crucial denominado doble 

fecundación, en el cual uno de los núcleos del grano de polen (gametofito masculino) se fusiona con 

la oosfera, dando lugar a un cigoto 2n que se desarrollará posteriormente para formar el embrión 

de la semilla (Figura 1B). Otro núcleo del gametofito masculino se fusiona con los dos núcleos 

reducidos de la célula central, resultando en un núcleo triploide (3n) que dará lugar al endospermo 

(Cortés Benavides, 1985). A través de múltiples divisiones mitóticas, se forma finalmente una semilla 

madura que contendrá tanto el embrión como el endospermo. 

  

Figura 1. Posición de células y núcleos en el saco embrionario y tubo polínico. Proceso de doble 

fecundación (Tomado de http://www.biologia.edu.ar/plantas/flores.htm). 

Es importante destacar que la formación del SE descrito es el proceso más frecuente en las 

angiospermas para la formación de semillas. Sin embargo, no todas las angiospermas siguen este 

patrón reproductivo. Algunas utilizan estrategias reproductivas alternativas que les permiten 

generar descendientes genéticamente idénticos a la planta madre, es decir, clones. Estas formas 

alternativas de reproducción asexual por semilla se conocen como apomixis (Bicknell et al., 2016). 
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La apomixis en plantas se puede clasificar en esporofítica, en la cual el embrión se forma a partir de 

células somáticas del tegumento del óvulo, o gametofítica en la cual el SE desarrolla a partir de la 

CMM o células no reducidas del nucelo. A su vez la apomixis gametofítica se divide en diplospórica 

o apospórica dependiendo de si el SE desarrolla a partir de la CMM o de células del nucelo, 

respectivamente. 

La apomixis está constituida por tres componentes claves: apomeiosis (falta de meiosis), 

partenogénesis (desarrollo del embrión sin fecundación) y pseudogamia. En el contexto de la 

apomixis diplospórica, la apomeiosis es el proceso central que distingue este fenómeno. La CMM, 

en lugar de someterse a una reducción meiótica, lleva a cabo 2 o 3 divisiones mitóticas sucesivas. 

Este evento conduce a la formación de un SE que contiene un número variable de núcleos no 

reducidos (2n), estableciendo la base para el desarrollo apomíctico de la semilla. 

En las plantas apomícticas el endospermo puede formarse a partir de la fusión de los núcleos polares 

presentes en el SE con un núcleo espermático proveniente del polen (pseudogamia) o, esta fusión 

no es necesaria, y el endospermo se desarrolla de manera autónoma. 

Por otro lado, la partenogénesis es un aspecto distintivo de la apomixis gametofítica. Esta, se 

caracteriza por la ausencia fecundación resultando en el desarrollo del embrión sin la necesidad de 

la contribución de gametos masculinos. Este proceso, junto con la apomeiosis, lleva a la producción 

de descendientes genéticamente idénticos a la planta madre. 

Importancia de la apomixis 

Comprender los mecanismos genéticos que regulan la apomixis no solo reviste una gran importancia 

en el ámbito de la biología evolutiva, sino que también podría generar un profundo impacto en la 

agricultura. Se ha estimado que los beneficios derivados de este conocimiento podrían superar 

ampliamente los logros de la revolución verde (Grossniklaus et al., 1998). 

Uno de los objetivos primordiales de manipular la apomixis está relacionado al mejoramiento 

vegetal con la posibilidad de asegurar la heterosis en la primera generación de cruzamientos (F1) 

para la incorporación de rasgos de interés (Kumar et al., 2017). La eliminación de la reproducción 

sexual y, por ende, la recombinación genética, permitiría la consolidación de combinaciones 

genéticas favorables. La utilización de esta tecnología se convertiría en una herramienta sumamente 

valiosa para el mejoramiento genético. Cualquier combinación genética que albergue características 

deseables y porte los factores que gobiernan la apomixis podría mantenerse o multiplicarse como 

una réplica exacta durante innumerables generaciones a través de la multiplicación por semillas. 

Esto eliminaría la necesidad de realizar cruzamientos anuales en las especies donde se utilizan 

híbridos. 

La implementación de esta tecnología aceleraría la producción de semillas, además de reducir 

significativamente los costos de producción de híbridos a gran escala. Esto, a su vez, facilitaría la 

propagación por semilla de variedades que han demostrado ser comercialmente exitosas y suelen 

propagarse vegetativamente por sus niveles de heterosis. 
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Componente genético de la partenogénesis 

Uno de los componentes de la apomixis es la partenogénesis (desarrollo espontáneo de un embrión 

a partir de un óvulo no fecundado). Debido al gran interés que existe sobre este proceso, se han 

llevado a cabo esfuerzos para identificar los genes involucrados en la partenogénesis. 

Durante mucho tiempo se pensó que la partenogénesis en las angiospermas es un proceso 

disparado por la apomeiosis y se desconocía si ocurre independientemente de ella. Además, se 

supuso que el control genético de la partenogénesis y la apomeiosis dependían de un solo gen 

(maestro) o de un locus con genes estrechamente vinculados (Mogie, 1992). Sin embargo, algunos 

modelos genéticos (Richards, 1970; Nogler, 1984; Asker y Jerling, 1992), el mapeo genético y otros 

estudios (Vijverberg y van Dijk, 2007; Hand y Koltunow, 2014), muestran que la partenogénesis es 

capaz de segregarse de la apomeiosis en algunas especies apomícticas. Una de las primeras pruebas 

de esto proviene de cruzamientos en el diente de león (Taraxacum officinale), donde se observó 

que la partenogénesis, la apomeiosis y la formación autónoma del endospermo se regulan 

independientemente (van Dijk et al., 1999). Poco después, se demostró la herencia separada de 

apomeiosis y partenogénesis en Erigeron annuus (Noyes, 2000; Noyes y Rieseberg, 2000). Otros 

estudios posteriores confirmaron la existencia de un locus determinante de la formación autónoma 

del endospermo, que se halla separado de los que regulan la apomeiosis y la partenogénesis (Noyes 

et al., 2007).  

Aunque es poco conocida su base genética, en Pennisetum squamulatum, se halló un locus 

fuertemente ligado a la partenogénesis, en el cual se encuentran múltiples copias de un gen de la 

familia de BBM (Conner et al., 2015). A este locus se lo denomino región genómica específica de la 

aposporía (ASGR; apospory-specific genomic región). Plantas transgénicas con el gen PsASGR-BABY 

BOOM-like (PsASGR-BBML) pueden inducir partenogénesis en el pariente sexual tetraploide 

Pennisetum glaucum, respaldando su función. En un estudio más reciente, se demostró en plantas 

transgénicas de arroz y maíz que el gen PsASGR-BBML también es capaz de inducir partenogénesis 

en óvulos reducidos (Conner et al., 2017). Esto demuestra claramente que la partenogénesis es 

completamente funcional en contextos reducidos y no reducidos, y confirma que la partenogénesis 

es capaz de actuar independientemente de la ploidía de la ovocélula. 

El gen PsASGR-BBML forma parte de la familia de los PLTs los cuales cuentan con al menos un 

dominio APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR (AP2/ERF). En Arabidopsis thaliana, existen 

ocho genes aintegumenta-like (AIL) dentro de los cuales se encuentran los genes BBM,  

AINTEGUMENTA (ANT) y PLETHORA (PLT) (Horstman et al., 2014). La secuencia de la proteína 

PsASGR-BBML es muy similar a otros genes BBML de especies apomícticas relacionadas: Cenchrus 

ciliaris y Pennisetum spp., pero también a los genes BBM en Setaria italica (mijo cola de zorro), Oryza 

sativa (arroz), Zea mays y Sorghum bicolor (Conner et al., 2015). Se descubrió que el gen BBM1 de 

arroz (Os-BBM1) también es capaz de iniciar la embriogénesis en óvulos no fecundados en plantas 

de arroz transgénicas (Khanday et al., 2019). Esto respalda la estrecha relación entre PsASGR-BBML 

con Os-BBM1 y su funcionalidad asociada a la partenogénesis. 
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Familia de genes PLETHORA (PLTs) 

La familia de genes Plethora (PLTs) comprende un conjunto de 10 genes que codifican factores de 

transcripción con el dominio AP2. Entre las funciones de algunos de estos genes se destacan: La 

regulación del desarrollo embrionario y la embriogénesis en plantas, incluyendo funciones 

esenciales para la proliferación y el mantenimiento de las CMM entre otras (Luongt et al., 2021). 

 

La similitud funcional y estructural entre estos genes y PsASGR-BABY BOOM-like (también conocido 

como PLT6) es fundamental para comprender los mecanismos detrás de la partenogénesis y la 

apomixis en plantas. Se han identificado 10 miembros de OsPLT en arroz (Figura 2). Según este 

análisis, el patrón de expresión de los genes OsPLT podría clasificarse en tres tipos: preferencial de 

raíz (OsPLT1-5), preferencial de tallo (OsPLT7-9) y preferencial de semillas (OsPLT6 y OsPLT10). Los 

patrones de expresión de cada gen, como OsPLT2-5 en raíz primaria y base del tallo, OsPLT1 en 

distintos tejidos, y OsPLT10 en semilla, indican funciones diferenciadas en el desarrollo vegetal 

(Luongt et al., 2021). 

 

Eragrostis curvula 

El pasto llorón, originario de Sudáfrica y miembro de la familia Poaceae, se ha extendido por todo 

el mundo gracias a sus excepcionales características como planta forrajera y su habilidad para 

estabilizar médanos en entornos áridos con suelos arenosos. Esta gramínea, se distingue por su 

notable rusticidad, demostrando su capacidad para prosperar en suelos con baja fertilidad, al mismo 

tiempo que consolida terrenos de textura suelta propensos a la erosión. En Argentina, se cultiva 

extensamente como forraje en la zona semiárida templada del país, con un potencial para abarcar 

una superficie que supera las 252.000 hectáreas de pasto llorón implantado, según datos del INDEC 

en 2018. 

Esta especie comprende un conjunto de citotipos con diferentes niveles de ploidía, que van desde 

2X hasta 8X (donde X = 10), siendo los diploides raros en la naturaleza, y la mayoría son poliploides, 

existiendo además formas aneuploides (Meier, 2019). Esta especie forrajera, se ha convertido en un 

modelo para el estudio de la apomixis, ya que presenta genotipos sexuales, apomícticos obligados 

y apomícticos facultativos en los cuales coexisten en una misma planta sacos embrionarios sexuales 

y apomícticos. Eragrostis curvula presenta una forma única de desarrollo del SE conocida como tipo 

Eragrostis. Esta peculiaridad se distingue por la ausencia completa de meiosis y la realización de dos 

rondas de mitosis en lugar de tres durante el desarrollo del SE. La falta de una ronda de mitosis 

produce un SE tetranucleado en el cual se diferencian el núcleo polar, dos sinérgidas y la ovocélula. 

Este desarrollo del SE se caracteriza por mantener la misma relación de ploidía entre el embrión 

(2n) y el endospermo (3n), tanto en semillas originadas por sexualidad como por apomixis, un rasgo 

muy deseable para la potencial transferencia de la apomixis a otras especies de importancia 

económica, ya que desbalances en esta relación pueden provocar semillas inviables (Voigt y Bashaw, 

1976). Este tipo de apomixis ha convertido a E. curvula en un modelo excepcional para el estudio y 

la transferencia de este carácter (Carballo et al., 2021). 
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Figura 2. Analisis de la secuencia y dominios de los genes PLETHORA de la base de datos del Centro 

Nacional para la Información Biotecnológica (https://www.ncbi.nlm.nih). 

Esta especie comprende un conjunto de citotipos con diferentes niveles de ploidía, que van desde 

2X hasta 8X (donde X = 10), siendo los diploides raros en la naturaleza, y la mayoría son poliploides, 

existiendo además formas aneuploides (Meier, 2019). Esta especie forrajera, se ha convertido en un 

modelo para el estudio de la apomixis, ya que presenta genotipos sexuales, apomícticos obligados 
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y apomícticos facultativos en los cuales coexisten en una misma planta sacos embrionarios sexuales 

y apomícticos. Eragrostis curvula presenta una forma única de desarrollo del SE conocida como tipo 

Eragrostis. Esta peculiaridad se distingue por la ausencia completa de meiosis y la realización de dos 

rondas de mitosis en lugar de tres durante el desarrollo del SE. La falta de una ronda de mitosis 

produce un SE tetranucleado en el cual se diferencian el núcleo polar, dos sinérgidas y la ovocélula. 

Este desarrollo del SE se caracteriza por mantener la misma relación de ploidía entre el embrión 

(2n) y el endospermo (3n), tanto en semillas originadas por sexualidad como por apomixis, un rasgo 

muy deseable para la potencial transferencia de la apomixis a otras especies de importancia 

económica, ya que desbalances en esta relación pueden provocar semillas inviables (Voigt y Bashaw, 

1976). Este tipo de apomixis ha convertido a E. curvula en un modelo excepcional para el estudio y 

la transferencia de este carácter (Carballo et al., 2021). 

El pasto llorón, sigue siendo un objeto de interés destacado en la investigación biológica debido a 

su asombrosa diversidad reproductiva y las valiosas aplicaciones que posee en el ámbito agrícola. 

Actualmente, E. curvula dispone de una rica colección de recursos de secuenciación genética, 

transcriptómica y epigenética que podrían servir como una base fundamental para la identificación 

de la familia de genes ortólogos a los PLTs de arroz, que incluye a BBML. Estos recursos genómicos 

y transcriptómicos representan una oportunidad para avanzar en la comprensión de los mecanismos 

que participan en los procesos de la apomixis en esta especie. 
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Hipótesis:  

La familia de genes PLT esta conservada en la familia Poaceae y está presente en genotipos 

apomícticos de E. curvula.  

Objetivos: 

Objetivo general: 

Identificar y clasificar la familia de los PLTs en E. curvula. Estudiar in silico la presencia/ausencia de 

genes de la familia PLT en E. curvula y utilizando cebadores diseñados sobre secuencias genómicas 

de genotipos sexuales y apomícticos. 

Objetivos específicos: 

1. Búsqueda en bases de datos de genes de la familia PLT en especies de la familia Poaceae, como 

por ejemplo, arroz. 

2. Identificación de los PLTs en pasto llorón a través de análisis bioinformáticos sobre bases de datos 

disponibles en nuestro laboratorio. 

3. Analizar comparativamente la estructura de los genes y la filogenia. 

4. Diseñar cebadores para amplificar regiones específicas de los genes en distintos genotipos de 

pasto llorón. 

5. Analizar la secuencia de los genes amplificados en genotipos de E. curvula. 
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Materiales y métodos 

 

Material vegetal 

Se utilizaron plantas de los genotipos Don Walter (DW, apomíctico facultativo), Tanganyika (T, 

apomíctico obligado) y OTA-S (OTA, sexual), tomadas de la colección de germoplasma existente en 

el CERZOS-CCT Bahía Blanca. Las plantas utilizadas en esta tesis se encuentran en macetas de 3 L en 

el invernadero del CERZOS con riego periódico, fotoperiodo natural y a una temperatura de 25 +/- 

5°C. 

Búsqueda de ortólogos en base de datos 

Con el fin de identificar los genes ortólogos de la familia de los PLTs en E. curvula, se consultaron las 

bases de datos de la especie la cual cuenta con la anotación de los dominios para cada uno de los 

genes. De esta forma, se aislaron todas las secuencias que contienen el domino AP2/ERF (pfam 

ID.00847) en los genotipos Victoria y Don Walter. Para clasificar la familia de los PLTs en E. curvula, 

se utilizaron los genes previamente identificados en arroz (Li et al., 2011). Para ello, se descargaron 

las secuencias codificantes de los PLTs de arroz desde la base de datos Ensembl Plants (EMBL-EBI, 

2023). Luego, se empleó el software Bioedit (Hall, 1999) para realizar alineamientos de a pares entre 

las secuencias de los PLTs de arroz y las obtenidas con dominio AP2/ERF en E. curvula. Finalmente, 

se construyeron árboles filogenéticos utilizando MEGAX (Kumar et al., 2018) con el modelo 

Maximum Likelihood para cada uno de los genotipos pudiendo identificar y clasificar los genes 

ortólogos a los PLTs de arroz en E. curvula.  

Diseño de cebadores 

En el proceso de diseño de cebadores, se empleó la herramienta PrimerQuest (www.idtdna.com). 

Para asegurar la eficacia y especificidad de los cebadores se siguieron los parámetros estándar 

proporcionados por el software. Como punto de partida para el diseño de cebadores se utilizaron 

las secuencias genómicas obtenidas a partir del análisis del árbol filogenético. Se generó un par de 

cebadores, uno en sentido directo (forward) y otro en sentido inverso (reverse), para cada una de 

las secuencias genómicas seleccionadas.  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Con los cebadores diseñados, se realizaron reacciones de PCR con ADN de distintos genotipos de E. 

curvula utilizando un ciclador BioRad MyCycler. El ciclo de PCR consistió de una desnaturalización 

inicial del ADN durante 5 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de amplificación de 30 seg a 94°C, 30 seg 

a 58°C y 30 seg a 72°C y una extensión final de 5 min a 72°C. Para garantizar la especificidad de los 

cebadores, se calculó la temperatura de hibridación (annealing) de manera que fuera menor o igual 

a la temperatura más baja de fusión (Melting) de todos los pares de cebadores utilizados. Una vez 

obtenidos los productos de PCR, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 

(Tris 40 mM, ácido acético 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8) a voltaje constante de 90V. Para la 
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visualización de los fragmentos de ADN, se utilizó el colorante Eco gel, y los geles se revelaron bajo 

luz ultravioleta en un transiluminador. Luego se analizaron los tamaños de los fragmentos usando 

como referencia un marcador de peso molecular conocido (DNA ladder 100 pb, Genbiotech). 

Clonado de fragmentos amplificados 

Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados en vectores pGEM®-T Easy (Promega) para su 

posterior incorporación en bacterias, purificación del plásmido y secuenciación. Para realizar la 

ligación de los productos de PCR, se empleó el kit pGEM®-T Easy siguiendo el protocolo 

proporcionado por el fabricante (Tabla 2). Además, se realizó un control positivo (previsto por el 

kit), y un control negativo. Los reactivos se mezclaron por pipeteo y se incubaron durante toda la 

noche a 4°C, siguiendo el protocolo para obtener el número máximo de transformaciones. 

Tabla 2. Composición de la reacción de clonado con el kit pGEM®-T Easy. 

 

 

 

Se utilizaron bacterias Escherichia coli cepa DH5α competentes, previamente tratadas con Ca²+. Para 

la transformación, se tomaron 50 µL de bacterias, se les agregó el producto de la ligación (3,55 µl) y 

se realizó un shock térmico para aumentar la permeabilidad de las membranas celulares y permitir 

que las bacterias incorporaran los plásmidos con los genes de interés. Este procedimiento se realizó 

de la siguiente manera: 

1. Se colocaron los tubos en un baño de hielo y se incubaron durante 20 min. 

2. Se realizó el shock térmico transfiriendo los tubos a un baño de agua a 42°C durante 45-50 

seg, evitando agitar los tubos. 

3. Luego, los tubos se volvieron a colocar sobre hielo y se incubaron durante 2 min. 

Al finalizar el procedimiento, se adicionaron 600 µl de medio LB sin ampicilina a cada tubo, lo que 

permite a las células transformadas expresar el gen de resistencia a la ampicilina presente en el 

plásmido. Posteriormente, los tubos se incubaron a 37°C durante 60 min con agitación (150 rpm). 

Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a la centrifugación de los tubos a 3500 rpm para 

eliminar el sobrenadante. Luego, se recolectaron los sedimentos celulares (pellets) y se sembraron 

50 µl de cada uno de los tubos en cajas de Petri previamente preparadas con medio LB selectivo. 

Para el cultivo de las bacterias se prepararon placas de Petri con medio LB selectivo que consistió 

en 200 ml de medio LB con agar, a la que se agregaron 0,32 ml de X-gal (50 mg/ml), 0,2 ml de 

ampicilina (100 mg/ml) y 1 ml de IPTG 0,12 M. El crecimiento selectivo de las bacterias 

transformadas se produce por la presencia en el medio del antibiótico de selección. Luego, el 

sistema IPTG/ X-gal es el que permite distinguir las bacterias que solo tienen el vector (azules) de 

aquellas que tienen vector+inserto (blancas). Se tomaron 3 colonias blancas de cada una de las 7 

placas de Petri pertenecientes a las bacterias transformadas con el producto de ligación. Estas 

2X Buffer de ligado rápido, T4 ADN ligasa 1,75 µl 

pGEM - T Easy Vector (50ng)  0,35 µl  

T4 ADN ligasa 0,35 µl 

Producto de PCR  1,1 µl  
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colonias se transfirieron a tubos individuales que contenían 5 ml de medio LB líquido con ampicilina. 

En total, se prepararon 21 tubos para este procedimiento, los cuales se incubaron en agitación a 

37°C durante toda la noche. 

Purificación del ADN plasmídico (Miniprep) 

Se utilizó el kit DNA Puriprep P-kit (Inbio Highway®). Al comenzar, se tomaron 1,5 ml de cada tubo 

de cultivo de bacterias y se sometieron a una centrifugación de 2 min a 12.000 g, se descartó el 

sobrenadante y se volvió a agregar cultivo de bacterias repitiendo este proceso tres veces. Luego, 

se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet (sedimentos bacterianos) en un total de 250 

μl de buffer BR, que contenía ARNasa, luego se utilizó un vórtex para asegurar que no queden 

cúmulos sin resuspender. Después, se agregaron 250 μl de buffer BL y se agitaron 5 veces por 

inversión, evitando el uso del vortex para prevenir la degradación del ADN plasmídico. Se incubó la 

mezcla durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 350 μl de buffer BN para 

neutralizar el lisado y se invirtió el tubo varias veces, lo que produjo la formación de un precipitado 

blanco. Finalmente, la muestra se centrifugó durante 10 min a 12.000 g. 

Para la purificación del plásmido se realizaron las siguientes etapas: 

1. Colocar una columna en un tubo colector individual para cada uno de los 21 tubos. 

2. Transferir el sobrenadante de cada tubo a su respectiva columna, con especial cuidado para 

evitar que pasen rastros de sedimento. Luego, se centrifugó durante 1 min a 12.000 g. 

3. Vaciar el tubo colector y volver a colocar la columna en él. 

4. Agregar sobre las paredes de la columna 500 μl de buffer BLav1. Centrifugar 1 min a 

12.000g. Descartar el filtrado. Colocar la columna en el tubo colector. 

5. Agregar sobre las paredes de la columna 700 μl de buffer BLav2. Centrifugar 1 min a 

12.000g. Descartar el filtrado. Colocar la columna en el tubo colector. 

6. Realizar una segunda centrifugación de 3 min a 12.000 g para eliminar cualquier resto de 

buffer BLav2. 

7. Colocar las columnas en tubos de 1,5 ml etiquetados y dejarlos destapados durante 15 min 

para permitir la evaporación de los restos de etanol. 

8. Agregar 50 μl de agua en cada columna y dejar incubar durante 10 min a temperatura 

ambiente. 

9. Finalmente, se centrifugó durante 2 min a 12.000 g para provocar la elución del ADN 

plasmídico en el tubo. 

10. Los plásmidos obtenidos se conservaron a -20°C para su posterior uso 

Para evaluar la calidad de los fragmentos genómicos insertos en los plásmidos obtenidos, se llevó a 

cabo la digestión de los plásmidos con la enzima de restricción EcoRI, seguida de una electroforesis 

en geles de agarosa al 1,5%. 

Una alícuota de los plásmidos fue enviada para ser secuenciada utilizando los servicios de 

Secuenciación de Macrogen (Corea del Sur). 
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Resultados y Discusión 

 

Búsqueda en bases de datos de genes de la familia PLT en arroz  

Para clasificar la familia de los PLTs en E. curvula, se utilizaron los genes previamente identificados 

en arroz (Tabla 1, Li y Xue, 2011). 

Tabla 1. Miembros de la familia de genes Plethora (PLT) en Oryza sativa. Modificado de Li y Xue 

(2011).  

Gen  TIGR locus ID pares de bases (pb) Dominio 

OsPLT1 LOC_Os04g55970 3887 AP2 

OsPLT2 LOC_Os06g44750 3363 AP2 

OsPLT3 LOC_Os02g40070  4145 AP2 

OsPLT4 LOC_Os04g42570 3874   AP2 

OsPLT5 LOC_Os01g67410 3676 AP2 

OsPLT6 LOC_Os11g19060 4863 AP2 

OsPLT7 LOC_Os03g56050  3394 AP2 

OsPLT8 LOC_Os07g03250 4689 AP2 

OsPLT9 LOC_Os03g12950 3722  AP2 

OsPLT10 LOC_Os03g07940 4148 AP2 

 

Con el objetivo de identificar genes ortólogos a la familia de los PLTs de arroz que albergan el 

dominio AP2/ERF, se localizaron en las bases de datos de E. curvula aquellos genes que poseen el 

dominio (Pfam PF00847). Se identificaron 367 genes pertenecientes al genotipo DW y 140 al 

genotipo Victoria. Ya que no todos los genes que contienen el dominio AP2/ERF corresponden con 

PLTs (i.e.; todos los PLTs tienen domino AP2/ERF pero no todos los genes que contienen AP2/ERF 

son PLTs), se realizó un primer filtrado generando arboles filogenéticos y descartando aquellos 

genes que no agruparon con los PLTs de arroz. Para realizar un análisis comparativo de las proteínas, 

se llevaron a cabo alineamientos de a pares utilizando el software BioEdit (ANEXO A). Este proceso 

implicó la comparación entre las secuencias de los PLTs de arroz y aquellas obtenidas con dominio 

AP2/ERF en E. curvula para los genotipos DW (Figura 3) y Victoria (Figura 4). 
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Figura 3. Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Don Walter con dominio AP2/ERF con 

PLTs de arroz. 

 
Figura 4. Alineamiento entre secuencias proteicas del genotipo Victoria con dominio AP2/ERF con 

PLTs de arroz. 
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Los resultados de los alineamientos de proteínas de los genes de DW y los genes de Victoria, 

comparados con las secuencias proteicas de los PLTs de arroz, revelan la conservación y presencia 

del dominio AP2. Es relevante señalar que, aunque el PLT9 de arroz ha sido clasificado como PLT, 

durante este análisis no se identificó el dominio AP2. 

A continuación, se generaron árboles filogenéticos mediante el software MEGA X (Kumar et al., 

2018) utilizando el modelo de Maximum Likelihood (Figura 5). El análisis de estos árboles tuvo como 

objetivo identificar qué PLTs, previamente identificados en arroz, se corresponden con las 

secuencias genéticas identificadas en E. curvula. Este proceso resultó fundamental para el diseño 

de nuevos cebadores destinados a amplificar estas regiones específicas en los genotipos de DW, 

OTA y T. 

 
Figura 5. Árbol filogenético entre PLTs de arroz y genes con dominio AP2 de Don Walter y Victoria 

utilizando el modelo de Maximum Likelihood. Se observan remarcados en amarillo los PLTs 

identificados en arroz y remarcados con verde los genes utilizados para la generación de cebadores. 

El análisis filogenético de los PLTs demostró que, si bien existen algunos agrupamientos ambiguos, 

los 10 genes PLTs de arroz tendrían un gen ortólogo en E. curvula. Algunos genes de arroz, entre 

ellos el PLT5 y PLT6 que corresponden a BBM3 y BBM1 respectivamente, presentaron agrupación 

inequívoca con los genes hallados en los genotipos DW y Victoria. De este análisis se generaron los 

cebadores que se utilizaron para la amplificación de los fragmentos de PLTs en ADN.  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para la amplificación de fragmentos de los genes PLT 3, 5.3 y 6.3 se diseñaron y utilizaron los 

cebadores de la Tabla 3. 
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Tabla 3. Cebadores específicos utilizados la amplificación de los PLT 3, 5 y 6 en los genotipos Don 

Walter, OTA-S y Tanganyika. 

Primers  Secuencia Temperatura de 
Melting 

PLT 3 Forward  CAAGCAAGGATAGGGAGAGTTG 62°C 

PLT 3 Reverse CCAGTTGTTGGCGGAGTAG 64°C 

PLT 3qPCR TACCAGTTCTCGCAGGGAT 58°C 

PLT 5 Forward TGCTTCAACATCCCTCAAGAT 60°C 

PLT 5 Reverse CCAGCTCCTTCTCGTAGTTATTT 66°C 

PLT 6 Forward GCACAGATGGACAGGAAGAT 60°C 

PLT 6 Reverse CCCTTCCAATTCTTGCTTGC 60°C 

 

Se logró amplificar el fragmento esperado con los cebadores diseñados de PLT 3F/R, 3.5q F/R, 5.3 

F/R y 6.3 F/R. En el caso del PLT 3, se obtuvo únicamente la amplificación de la secuencia dentro del 

genotipo T (Figura 6). Para el PLT 3q, solo se observó la amplificación perteneciente al genotipo DW 

(Figura 6). En cuanto a los cebadores para los PLT 5 (Figura 6) y PLT 6 (Figura 7), se logró la 

amplificación en los tres genotipos evaluados. 

El hecho de que los genes PLT5 y PLT6, asociados previamente con la partenogénesis, estén 

presentes en los tres genotipos estudiados, donde el genotipo OTA es sexual, sugiere que las 

variaciones en los mecanismos de reproducción podrían atribuirse a diferencias en la expresión de 

estos genes o a otros mecanismos regulatorios. 

 

Figura 6. Gel de agarosa al 1% donde se observa la amplificación con los cebadores diseñados para 
los PLT en genotipos de E. curvula (flechas naranjas). Calles 1 a 4: PLT 3 en los genotipos DW, OTA y 
T y blanco. Calles 5 a 8: PLT 3q en los genotipos DW, OTA y T y blanco. Calles 9 a 12: PLT 5 en los 
genotipos DW, OTA y T y blanco.. Calle L: Marcador de peso molecular 100pb (flecha azul indica 
fragmento de 500 pb). 
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Figura 7. Gel de agarosa al 1% donde se observa el fragmento amplificado (flecha roja) con los 

cebadores diseñados para el PLT 6 en los genotipos Don Walter (calle 1), OTA-S (2) y T (3). Calle 4: 

Marcador de peso molecular 500 pb (flecha indica fragmento de 2500 pb).  

Clonado de fragmentos amplificados 

Se seleccionaron las colonias de bacterias que fueron transformadas con el fragmento amplificado 

por PCR (colonias blancas). Para chequear la inserción del fragmento deseado se llevó a cabo la 

digestión de los plásmidos con la enzima EcoRI, seguida de una electroforesis en gel para evaluar la 

calidad de los fragmentos genómicos insertos en los plásmidos obtenidos. En la Figura 8 se observa 

que solo dos colonias de las bacterias evaluadas no presentaron el plásmido con el inserto (3 y 4), 

observándose en el gel solo el plásmido (una sola banda). 
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Figura 8. Gel de agarosa al 1,5% teñido con bromuro de etidio donde se observa la digestion de los 
plasmidos aislados de E. coli. Calle 1: Marcador de peso molecular 500 pb. Calles 2 a 4: Colonias con 
fragmento PLT 3 de T. Calles 5 a 7: Colonias con fragmento PLT 5 de OTA. Calles 8 a 10: Colonias con 
fragmento PLT 5 de DW. Calles 11 a 13: Colonias con fragmento PLT.3 de T. Calle 14: Plásmido 
control positivo. Calles 15 a 17: Colonias con fragmento PLT 6 de OTA. Calles 18 a 20: Colonias con 
fragmento PLT 6 de DW. Calles 21 a 23: Colonias con fragmento PLT 6 de T. Calle 24: Plásmido control 
positivo. 

Análisis de las secuencias clonadas 

Se recibieron las secuencias para cada uno de los 19 plásmidos que presentaron el fragmento de 

interés. Utilizando el software BioEdit se limpiaron, eliminando las secuencias pertenecientes al 

plásmido y los sectores con mala calidad de secuenciación. 

Luego, las secuencias de los fragmentos amplificados por los cebadores por PLT5 y PLT6 fueron 

sometidas a un análisis detallado para su caracterización. Estas secuencias fueron alineadas con el 

gen del cual derivaron los cebadores, con el objetivo de destacar posibles variaciones presentes en 

el exón, que pudieran tener un impacto en la expresión génica. Se utilizó BioEdit (Salón, 2017) con 

la herramienta de alineación múltiple ClustalW (Figuras 9 y 10).  

Si bien se encontraron diferencias entre genotipos y la secuenciación se realizó por triplicado, 

existen errores inherentes al propio proceso de secuenciación que podrían generar inserciones y 

deleciones que no son reales. Sin embargo, y con fines exploratorios a continuación se detallan 

todas las diferencias encontradas en la secuenciaciones realizados en los PLT 5 y PLT 6. 

Realizando un análisis de la Figura 9, se pueden constatar las siguientes diferencias: 

 PLT5 de DW replica 1: Difiere en una base en las posiciones (pc) 189, 480, 818, 1537 y 1553.  

Todos los genotipos presentan una deleción en pc 275 y 637 . 

 PLT5 de T rep. 2: Difiere en una base en pc 331. 

 PLT5 de DW rep. 2 y PLT5 de OTA rep. 1: Difieren en una base con respecto a las demás 

secuencias en pc 407. 

 PLT5 de OTA rep. 1 y PLT5 de OTA rep. 2: Difieren en una base con respecto a las demás 

secuencias en pc 782. 

 PLT5 de T rep. 3: Difiere en una base en pc 1357 y 1530. 

 PLT5 de DW rep. 2, PLT5 de DW rep. 3, PLT5 de OTA rep. 1 y PLT5 de OTA rep. 2: Difieren 

en una base en pc 1375 y 1543. 

 PLT5 de T rep. 1, PLT5 de T rep. 2 y PLT5 de T rep. 3: Difieren en una base en pc 1483. 

Considerando todas las diferencias observadas, se puede deducir que el PLT5 ortólogo de E. curvula 

presenta 8 alelos distintos. 
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Figura 9, Secuencias consenso de PLT5 y exon del gen de E. curvula del cual se generaron los 

cebadores.  

 

 

Figura 10. Alineamiento de secuencias consensos de PLT6 y exón del gen de E. curvula del cual se 

generaron los cebadores. 

Considerando todas las diferencias observadas, se puede deducir que el PLT6 tendría 5 alelos 

distintos en E. curvula.  

 

Analizando la Figura 10, se observan las siguientes diferencias: 



25 
 

 PLT6 de T rep. 3: Difiere en una base con respecto a los demás en pc. 177, 180, 191, 206, 

395, 524, 578. 

 PLT6 de DW rep. 2 y PLT6 de DW rep. 3: Comparten una inserción en pc. 194. 

 PLT6 de DW rep. 1: Difiere en una base en pc. 593. 

 PLT6 de OTA rep. 1 y PLT6 de OTA rep. 3: Difieren en una base con respecto a las demás 

en pc. 598. 

 PLT6 de T rep. 2: Difiere en una base con respecto a las demás en pc. 1029. 

Teniendo en cuenta que tanto el PLT5 como el PLT6 están presentes tanto en el genotipo sexual 

(OTA) como en los genotipos apomícticos facultativos (DW) y obligados (T), si bien puede existir 

errores de secuenciación, estos resultado sugieren que las variaciones alélicas identificadas en la 

secuencia codificante del gen podrían desempeñar un papel significativo en la expresión genética y 

la regulación de la partenogénesis en los distintos modos reproductivos de E. curvula. Para poder 

determinar si las variaciones encontradas en este trabajo son reales o producto de errores de 

secuenciación, se planea aumentar el número de réplicas con el fin de concluir con mayor certeza 

sobre el origen de las secuencias.  
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Conclusión  

Se concluye que los genes PLTs están presentes en genotipos de E. curvula apomícticos como no 

apomícticos, lo cual respalda la hipótesis de la conservación de la familia PLT en la familia Poaceae, 

reforzando la importancia evolutiva y funcional de los PLTs. La presencia de estos PLT5 y PLT6 

sugiere que la partenogénesis en E. curvula también podría estar regulada por estos genes, sin 

embargo, para poder confirmar esto son necesarios análisis de la expresión temporal y espacial de 

estos genes. 

El descubrimiento de alelos de PLT5 y PLT6 dentro de E. curvula resalta la diversidad genética de 

esta especie. Estas variaciones genéticas sugieren posibles implicaciones en la regulación y 

expresión génica de la partenogénesis, lo que abre nuevas perspectivas para investigaciones futuras 

sobre la expresión y función específica de estos genes. 
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Figura A: Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Don Walter con dominio 

AP2/ERF con PLTs de arroz. 
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B)  
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Figura B: Alineamiento de secuencias proteicas del genotipo Victoria con dominio AP2/ERF 

con PLTs de arroz. 
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C) 
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Figura C: Secuencias consenso de PLT5 y exón del gen de E. curvula del cual se generaron 

los cebadores. 
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D) 
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Figura D: Secuencias consenso de PLT6 y exón del gen de E. curvula del cual se generaron 

los cebadores 


