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RESUMEN

Apomixis se refiere a la formacion de semillas evitando los procesos de meiosis femenina y
fertilizacién, resultando en descendencias genéticamente idénticas a la planta madre. Este modo
reproductivo no esta presente en los principales cultivos y se especula que su incorporacién podria traer
grandes ventajas. Sin embargo, no se conocen aun las bases genéticas que lo determinan y regulan. El
pasto llorén, Eragrostis curvula, es un modelo Unico para el estudio de la apomixis por sus
caracteristicas particulares como la ausencia total de meiosis, la conservacion de la relacion de ploidia
embrién:endosperma entre semillas sexuales y apomicticas y la disponibilidad de genotipos, tanto con
distintos modos reproductivos (sexuales, facultativos y apomicticos obligados) como con diferentes
niveles de ploidia.

Recientemente, al analizar genes diferencialmente expresados en plantas apomicticas
facultativas bajo situaciones de estrés hidrico, las cuales cambian su frecuencia de aparicion de sacos
embrionarios apomicticos, se encontré el gen ECROS1-like. Este gen codifica para una glicosilasa
involucrada en la desmetilacién del ADN, proceso por el cual se regula la expresién de genes. Con la
evidencia del control epigenético de la apomixis en pasto lloron, se hipotetiza que ademas de la
existencia de determinantes genéticos del caracter, existe un silenciamiento de la expresion de los

mecanismos sexuales por metilacién del ADN, donde este gen podria cumplir un rol importante.

Debido a esto, se plante6 la busqueda de secuencias homélogas a la familia de genes dme/rosl
de Arabidopsis thaliana en las bases de datos de transcriptos y del genoma de referencia de E. curvula.
Luego se desarrollaron cebadores especificos para obtener amplicones de genotipos con distinto modo
reproductivo (sexual: OTA-S, apomictico facultativo: Don Walter y apomictico obligado Tanganyika).
Los amplicones fueron clonados y secuenciados y las secuencias fueron analizadas en busca de
diferencias entre ellas. Finalmente se disefiaron cebadores de PCR en tiempo real para evaluar la

expresion del gen ECROS1-like en inflorescencias de los distintos genotipos evaluados.

Se lograron identificar las secuencias homologas al gen ECROS1-like en las bases de datos de
transcriptomas y genoma de referencia de E. curvula. Con la secuencia a nivel genémico se establecio
que la estructura del gen esta compuesta por 17 exones, un sitio de inicio de la transcripcién y un sitio
de poliadenilacion. El alineamiento de dicha secuencia genémica con el transcripto ECROS1-like
permitioé determinar que es una secuencia parcial de dicho gen compuesta por el intrén 10 y los exones
11, 12 y 13 del gen predicho en el genoma de referencia. El BLASTX con la base de datos SwissProt
demostrd que la secuencia del gen ECROS1-like presenta homologia con las secuencias de DME y

ROS1 de Arabidopsis coincidiendo en cantidad de exones y largo total con estos genes.

Si bien los estudios previos del gen ECROS1-like mostraron diferencias de expresion de este en
el genotipo facultativo Don Walter bajo condiciones de estrés hidrico, relacionadas a variaciones en el

nivel de expresion de apomixis, en este trabajo donde se compard la estructura y la expresion de dicho
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gen en genotipos con distinto modo reproductivo, no se observaron diferencias atribuibles al modo

reproductivo.



1 INTRODUCION

1.1 Apomixis
El término apomixis proviene del griego, donde apo significa “ausencia” y mixis “mezcla”.
Este se refiere a la formacion de semillas que evita los procesos de meiosis femenina y fertilizacion,

resultando en descendencias genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler 1984).

En la reproduccién sexual tipica (tipo Polygonum) el saco embrionario se desarrolla por
sucesivas divisiones mitoticas, a partir de una de las cuatro megasporas producidas en la meiosis (Figura
1). Este saco contiene una ovocélula reducida, es decir, con un nimero haploide (n) de cromosomas.
Cuando la ovocélula es fecundada por un ndcleo generativo del polen (n) se produce la formacion del
cigoto (2n) que daré origen al embrién. En un organismo que se reproduce por apomixis gametofitica,
si es diplosporico, la célula que formara el saco embrionario no reducido sera la célula madre de la
megaspora (CMM), y si es aposporico, sera una célula adyacente a la célula madre de la megaspora, la
cual luego de dos o tres mitosis forma un saco con un nimero variable de ndcleos no reducidos (2n)
(Figura 1). Finalmente, el o los ndcleos polares se fecundan con un nicleo del polen (pseudogamia)
para formar el endosperma (3n) o, en algunas especies apomicticas, el endosperma se desarrolla en
forma auténoma (sin fertilizacion). Por lo tanto, la apomixis estd formada por tres mecanismos que
funcionan en forma conjunta: apomeiosis (falta de meiosis), partenogénesis (falta de fertilizacion) y
pseudogamia o desarrollo auténomo del endosperma. EI embrion de una semilla apomictica contiene la

misma informacion genética que la planta madre (VVoigt y Bashaw, 1976).

En la naturaleza es poco frecuente encontrar plantas que solo posean procesos apomicticos en
todas sus flores (apomicticos obligados), en general suelen ser facultativas, es decir que no todas las

semillas que producen son clonales, algunas se originaron de procesos sexuales.

La apomixis es un caracter polifilético por lo que existen diversas formas y estd presente en
varias familias de angiospermas, sin embargo, este modo de reproduccién no se encuentra en ninguno

de los cultivos de relevancia econémica.
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Figura 1. Mecanismos de apomixis (diplosporia, aposporia y embriogénesis adventicia) comparados con los
eventos de la reproduccion sexual de plantas (Tomado de Meier 2019, adaptado de Koltunow, 1993).

La apomixis es un caracter complejo, que puede explicarse por la genética mendeliana, pero
todas las complicaciones concebibles para el analisis genético parecen acumularse en los genomas
apomicticos, como interacciones epistaticas, componentes expresados esporofiticamente y
gametofiticamente, modificadores de expresién, poliploidia, distorsiones en la segregacién y supresién
de la recombinacion, ademéas de complicaciones adicionales como la baja fertilidad del polen y las
inestabilidades genémicas que ocurren en algunas especies (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Por esta
razon, existen varios modelos que explican la regulacién de esta caracteristica que abarca desde aspectos
epigenéticos hasta diferentes formas de silenciamiento a nivel de expresién, splicing alternativo y
degradacion o compartimentalizacion de proteinas (Schmidt, 2020). Aungue la apomixis se ha
estudiado ampliamente desde el punto de vista morfoldgico, los factores genéticos y epigenéticos
responsables de la misma aun se desconocen o se conocen parcialmente en algunos modelos (Pupilli y
Barcaccia, 2011; Hand y Koltunow, 2014).

1.2 Importancia de la Apomixis

Tradicionalmente en el mejoramiento vegetal, al cruzar dos lineas endogamicas (lineas
autopolinizadas con alto grado de homocigosis, seleccionadas previamente por alguna caracteristica
deseada), una dadora y otra receptora de polen, se genera un hibrido que presenta cualidades superiores

a los progenitores desde el punto de vista econémico, usualmente con mayor rendimiento y biomasa. A



este suceso se lo define como heterosis o vigor hibrido y es el método por el que se obtienen los hibridos
comerciales de ciertos cultivos (Figura 2). Toda la labor para generar un hibrido (seleccion de
parentales, logrado de homocigosis, multiplicacién y cruzamiento) lleva aproximadamente entre 7 'y 10
afios y la cruza del hibrido para obtener la semilla comercial se realiza anualmente (MacRobert et al.,
2015). Si se siembra la cosecha del hibrido comercial, la poblacion resultante seria genética y
morfolégicamente heterogénea ademas de no poseer las caracteristicas deseadas ya que segregan las

caracteristicas de los parentales (Figura 2).

Produccion dador de d'XQ Produccion de receptorde |

Figura 2. Produccién hibrida de maiz con el fin de producir cultivares comerciales con vigor hibrido. A) Sistema
tradicional de cruza entre padres homocigotos. B) Potencial sistema para la fijacion del vigor hibrido en el cual
se cruza un dador de polen que contiene el caracter de la apomixis produciendo progenie con el vigor hibrido de

forma clonal en las proximas generaciones.

Si se incorpora la apomixis seria posible mantener el vigor hibrido por muchas generaciones
sin que sea necesario realizar el cruzamiento todos los afios, ahorrando tiempo y aumentando la

superficie disponible para la produccién (Kumar, 2017).

Esclarecer las bases genéticas y epigenéticas de la apomixis es importante no solo por su interés
bioldgico, sino también para la tecnologia agricola. La apomixis produciria una gran reduccion en el
costo de produccion de semillas hibridas, aumentaria el rendimiento de los cultivos endogamicos

existentes al convertirlos en hibridos de alto rendimiento y permitiria la reproduccion por semillas en
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especies que actualmente son multiplicadas vegetativamente por ser altamente heterocigotas (Kumar,
2017).

1.3 Apomixis en E. curvula

El género Eragrostis comprende més de 250 especies distribuidas en diferentes regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Eragrostis curvula es una graminea perenne de origen sudafricano
utilizada como forrajera en algunos paises del mundo, incluyendo Argentina. Tiene crecimiento tipo
primavero-estival y es una especie C4. Los individuos diploides son muy infrecuentes en la naturaleza
(2n = 2x = 20) y se reproducen sexualmente (Voigt y Bashaw 1976). La mayoria de los cultivares de
interés son poliploides y se reproducen por apomixis. Eragrostis curvula es un modelo Gnico para el
estudio de la apomixis por sus caracteristicas particulares como la ausencia total de meiosis y la falta
de cambio en la relacion de ploidia embrién:endosperma entre semillas sexuales y apomicticas
(Carballo et al., 2021). El tipo de apomixis presente se denomina diplosporia tipo Eragrostis, en el cual
el saco embrionario se desarrolla a partir de la célula madre megasporogénica (CMM) sin experimentar
reduccién cromosémica, sino que atraviesa dos divisiones mitdticas consecutivas. (Figura 3), formando
un saco embrionario maduro tetranucleado no reducido (2n) con un nucleo polar, dos sinérgidas y la
ovocélula (Rodrigo et al., 2017). El endosperma se forma por pseudogamia (unién de un nucleo
generativo del polen con el ndcleo polar del saco embrionario) resultando en 3n mientras que el embrion
es 2n. Gracias a este mecanismo, los individuos sexuales y apomicticos de E. curvula contienen el
mismo balance de ploidias entre el embriéon y el endosperma (2n:3n) que las semillas de origen sexual
(Rodrigo et al., 2017). Esta ultima caracteristica es muy relevante para su transferencia a otras especies,
ya que desbalances en la relacién de ploidias entre embridén:endosperma pueden llevar a la muerte de

la semilla.
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diplosporico tipo Eragrostis (Modificado de Meier et al., 2008).

1.4 Regulacion de la apomixis

El modo reproductivo de esta especie fue ampliamente estudiado utilizando diferentes enfoques
como citoembriologia (Meier et al., 2011), expresion diferencial (Cervigni et al., 2008; Garbus et al.,
2017; Selva et al., 2012) y mapeo del locus de la apomixis (Zappacosta et al., 2019). También se logr6
un ensamblado del genoma de la especie a nivel diploide (Carballo et al., 2019) y se demostrd que las
situaciones de estrés, como cultivo in vitro, hibridacion intraespecifica y estrés hidrico, incrementan el
namero de sacos embrionarios sexuales en plantas apomicticas facultativas, evidenciando la presencia
de procesos epigenéticos en la regulacion del caracter (Zappacosta et al., 2014; Rodrigo et al., 2017;
Selvaet al., 2017; Selva et al., 2020).

El cambio en la frecuencia de aparicion de pistilos con sacos embrionarios sexuales y
apomicticos bajo situaciones de estrés, indica que existen reguladores que podrian estar actuando a nivel
de expresion, o posteriormente (Zappacosta et al., 2014; Rodrigo et al., 2017). Al someter a plantas
apomicticas facultativas a situaciones de estrés y analizar los genes que se expresan diferencialmente,
se hallaron transcritos relacionados con metilacion, ubiquitinacion, vias de transduccion de sefiales y

hormonas, regulacion de la transcripcion y biosintesis de la pared celular (Selva et al., 2020). Uno de
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los genes diferencialmente expresados y que despierta especial interés es el gen ECROS1-like (Selva et
al., 2020) disponible en GenBank bajo la accesion GIQX01050486.

El gen ROS1 es una glicosilasa involucrada en la desmetilacion del ADN, proceso por el cual
se modula la expresion de genes (Ariza et al., 2009). Se observo que este gen es indispensable para el
desarrollo del gametofito femenino y masculino en plantas de arroz (Ono et al., 2012) y cuando este
gen no es funcional en la planta modelo A. thaliana, se observa una hipermetilacion del ADN que afecta

la expresion de varios genes (Qian et al., 2012).

Estudios indican que en A. thaliana, las enzimas que median la desmetilacion del ADN,
DEMETER (DME), REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1), DEMETER-LIKE 2 (DML2) y
DEMETER-LIKE 3 (DML3) (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002; Gehring et al., 2006; Agius et al.,
2006; Ortega-Galisteo et al., 2008) son ADN glicosilasas bifuncionales que no solo reconocen y
eliminan la citocina metilada en el carbono 5 (5-meC) del ADN de doble cadena, sino también muestran
actividad liasa, que corta el ADN de doble cadena en un sitio abasico (Gehring et al., 2009; Zhu, 2009;
Law y Jacobsen, 2010). El gen de mayor longitud de esta familia de ADN glicosilasas es DME vy se
expresa predominantemente en la célula central del saco embrionario antes de la fertilizacion. Alli
promueve la hipometilacion general pero especifica de los alelos maternos y una expresion de genes y
elementos de imprinting, incluido transposones, en el endosperma (Choi et al., 2002; Gehring et al.,
2006, 2009). Por el contrario, ROS1, DML2 y DML3 se expresan en tejidos vegetativos (Gong et al.,
2002; Penterman et al., 2007; Ortega-Galisteo et al., 2008)

Como se menciond anteriormente, ademéas de la existencia de determinantes genéticos del
caracter, se evidencian procesos epigenéticos regulatorios, por lo que es probable que exista un
silenciamiento de la expresion de los mecanismos sexuales mediante metilacion del ADN. En este
punto, ECROS1-like es un candidato interesante cuya expresion podria ser determinante en la variacion
de la expresividad de la apomixis, mediante la desmetilacion de un objetivo clave, desreprimiendo de
esta forma uno o méas genes involucrados en las vias de la sexualidad, silenciadas en las plantas

apomicticas.
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2 HIPOTESIS

El gen EcROS1-like participa en la regulacion del modo reproductivo en E. curvula,
cumpliendo un rol en la determinacion del destino de la arquéspora hacia un proceso apomictico o
sexual.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Estudiar la estructura de ECROS1 en E. curvula 'y evaluar su expresion en diferentes genotipos
de la especie con distinto modo reproductivo.

3.2 Objetivos especificos
1. Buscar en bases de datos secuencias correspondientes al gen ROS1 en especies de gramineas

emparentadas.

2. Comparar la estructura de estos con el gen hallado en pasto llor6n mediante herramientas
bioinformaticas.

3. Disefiar cebadores para amplificar regiones especificas del gen en distintos genotipos de

pasto llorén.

4. Analizar la expresion del gen en individuos con distinta expresividad del caracter mediante

PCR en tiempo real.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Se utilizaron los genotipos apomicticos Don Walter (tetraploide, facultativo) y Tanganyika
(tetraploide, obligado) y sexuales OTA-S (tetraploide)y P1208214 (diploide), presentes en la coleccion
de germoplasma existente en el CERZOS-CCT Bahia Blanca. A los primeros tres genotipos
mencionados se le realizé tanto 4.2 Extraccion de ADN (seccion 4.2) como 4.3 Extraccion de ARN
(seccidn 4.3), mientras que al altimo solo se le4.3 Extraccion de ARN.

4.2 Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo de tejido foliar fresco y joven siguiendo un protocolo basado en
CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) modificado (Murray y Thompson, 1980). Brevemente, el
material vegetal (aprox. 100 mg) se colocé en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se congeld con nitrégeno
(N2) liquido y se pulveriz6 utilizando un lisador de tejidos (TissueLyser 11, Qiagen). Luego, a cada tubo
se le agrego 800 pl de buffer de extracciéon que contenia Tris HCI 100 mM pH 8, NaCl 1,4 M, EDTA
20 mM pH 8, CTAB al 2 % (p/v) y B-mercaptoetanol al 0,5 % (v/v) y se incubo6 durante 30 minutos a
65 °C. Posteriormente se agregaron 400 ul de cloroformo, se incubd 15 min a temperatura ambiente
(invirtiendo la muestra periddicamente) y se centrifugd 10 min a 11.000 RPM. Se recogi6 el
sobrenadante y para precipitar el ADN se agregé igual volumen (700 pl) de isopropanol y se centrifug6
a temperatura ambiente durante 1 min. Se elimind el sobrenadante y se obtuvo un pellet al que se le
realizaron dos lavados, primero con etanol al 70% (v/v), cuyo fin es mantener precipitado el ADN,
mientras que el agua lava las sales, luego con etanol absoluto para agilizar el secado del pellet.
Finalmente, se resuspendié en agua ultrapura que contenia 20 pg/ml de ARNasa. La concentracién y
calidad del ADN se analiz6 en geles de agarosa al 1,5% (m/v) y con un espectrofotdmetro DS-11 Series
(DeNovix).

4.3 Extraccion de ARN

Se aisl6 ARN total de espiguillas con flores basales en antesis, las cuales contienen sacos
embrionarios en todas las etapas del desarrollo. Se tomaron dos replicas bioldgicas para cada genotipo.
Se utilizd el kit comercial SV Total RNA Isolation System (Promega) utilizando 60 mg de tejido molido
en TissueLyser con N liquido, siguiendo las instrucciones del proveedor. Finalmente, se midi6 su
concentraciéon en un espectrofotdometro DS-11 Series (DeNovix), y se analiz6 su calidad mediante
electroforesis sembrando 1 pg de ARN en un gel de agarosa 1,5%, disuelto en agua DEPC, y
observandolo bajo luz UV. La cuba de electroforesis y el soporte del gel fueron tratados previamente
con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 0,5 M completando todo el volumen de la cuba con el

soporte durante al menos una hora.
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4.4 Busqueda de ortologos en bases de datos

Se utilizo la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., 1997).
Este programa es capaz de comparar una secuencia “query” o incognita contra otras que se encuentren
en una base de datos. El algoritmo encuentra las secuencias de la base de datos que tienen mayor
parecido con el query. Se emplearon dos programas de la familia BLAST, el BLASTN que compara
secuencias nucleotidicas entre si y el BLASTX, que traduce la secuencia query de nucledtidos a

aminoéacidos y la compara con bases de datos de proteinas.

Se realizo la busqueda en las bases de datos de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y también en

bases de datos propias almacenadas en el servidor del grupo de biotecnologia vegetal del CERZOS

(http://biotvegetal.cerzos-conicet.gob.ar/). Para su busqueda se contd con una secuencia del transcripto

EcROS1-like obtenida por secuenciacién del transcriptoma de inflorescencias del genotipo Don Walter,
GIQX01050486.1 (Selva et al. 2020).

4.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones fueron llevadas a cabo en un ciclador BioRad MyCycler, y el perfil de ciclado
consistié en una desnaturalizacion inicial del ADN durante 4 min a 94°C, seguida de 40 ciclos de
amplificacion, de 20 seg de desnaturalizacion (94 °C), 20 seg a la temperatura de annealing (o
hibridacion) especifica para cada par de cebadores, y 30 - 80 seg de extension (a 72°C) dependiendo de
la longitud del fragmento esperado. El tercer paso consistié en una extension final de 5 min a 72°C. La
temperatura adecuada de hibridacion o apareamiento (annealing) para los cebadores se determind de
manera que fuera menor o igual que la temperatura mas baja de fusion (Melting) del par de cebadores

usado, que es aquella a la cual la doble cadena de ADN se disocia en cadenas simples.

Tanto para los analisis de PCR como para sus derivados, fue necesario el disefio de cebadores
especificos para cada caso, las condiciones de su disefio y los criterios utilizados se especifican en la

seccion 4.6.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% (agarosa Genbiotech) en buffer TAE (Tris 40 mM, &cido acético 40 mM, EDTA 1 mM,
pH 8). Se procedié a la inmersion de los geles en una solucién con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), para

luego ser revelado bajo luz ultravioleta en un transiluminador DyNA Light™ UV (Labnet).

4.6 Disefio de cebadores

Se utilizé la herramienta PrimerQuest® (www.idtdna.com) que permite disefiar cebadores tanto para la
obtencion de amplicones de longitud variable utilizados en una PCR punto final (PCR), como para el
andlisis de expresion mediante PCR en tiempo real (qQPCR). Se utilizaron como molde para el disefio
de cebadores la secuencia del gen EcROS1-like obtenida por analisis de expresion diferencial
(G1QX01050486.1) y otra secuencia candidata resultado del analisis de BLAST realizado en este

trabajo. Se utilizaron los valores de los parametros establecidos por defecto en la pagina web. En la
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Tabla 1 se muestra la secuencia de los cebadores disefiados con su correspondiente temperatura de

melting.

Tabla 1. Cebadores disefiados para la evaluacién de las secuencias correspondientes al gen ECROS1-like y el gen

control usado en los ensayos de PCR de punto final y en tiempo real.

Primers PCR End Point Secuencia T° de Melting
EcROS1-likeF1 CTAGGATGTGAACTGGACTTGG 54,9°C
EcROS1-likeF2 TGCCCTTTCAGTGGGAAAT 54,5°C
EcROS1-likeRv GGGTCTTCCTGAAATAACAATGC 54,2°C
EcROS1-like-gPCR-Fwd [ CCACTGGTTGAGGTTGCAAG 56,5°C
EcROS1-like-gPCR-Rv | ACGAGCGAGAAATGCCTGTA 56.4°C
EcUBICE-gPCR-Fwd AAGGAGCTCAAGGACCTGCAGAAA 60,4°C
EcUBICE-gPCR-Rv TCACTAAGAACACACCACCGGCAT 60,5°C

4.7 Ligacion de los productos de PCR

Para una posterior secuenciacion de los productos obtenidos mediante PCR se utiliz6 el kit
pPpGEM®-T Easy (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, en tubos de 0,2
ml se colocaron los siguientes reactivos: 2,5 ul del Buffer de ligacion 2X, 0,5 ul (25 ng) del vector, 0,5
pl (1,5 unidades) de la enzima T4 ligasa y 1,5 ul del producto de PCR. Ademas, se realiz6 un control
positivo (con un inserto conocido provisto por el kit), y un control negativo (sin ADN). Las reacciones

se mezclaron por pipeteo y se incubaron durante toda la noche a 4°C.

4.8 Transformacion bacteriana

Para la transformacion se utilizaron bacterias competentes de Escherichia coli de las cepas
DH5ay DH10b provistas por el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal y almacenadas a una temperatura
de -80°C. Las transformaciones fueron realizadas mediante shock térmico, el cual consistio en agregar
los 5 pl de reaccion de ligacion a 80 pl de bacterias competentes, que se dejaron 15 min en hielo, luego
se llevaron durante 45 seg a 42°C en un bafio térmico, e inmediatamente se devolvieron al hielo durante
5 min. Luego se afiadieron 600 pl de medio LB liquido y se dej6 el cultivo durante 40 min a 37°C en
un agitador. Posteriormente, se centrifugaron 5 min a 3500 RPM vy se retiraron 500 pl de sobrenadante
para concentrar las bacterias. Por tltimo, se dispersaron 90 pl del cultivo sobre placas que contenian un
medio selectivo LB-Agar/Ampicilina/IPTG/X-Gal (175 ml de medio LB-Agar, 750 pl de IPTG 0,12M,
175 pl de Ampicilina 100mg/ml y 175 pl de X-Gal 80mg/ml). Este medio selectivo permite solo el
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crecimiento de bacterias transformadas y la discriminacion entre las que poseen el plasmido con el
inserto (blancas) o sin él (azules). Las placas se incubaron toda la noche a 37°C para permitir el
desarrollo de colonias de bacterias transformadas y almacenadas a 4°C.

4.9 Repique y PCR en colonia

Se seleccionaron algunas colonias blancas de los diferentes genotipos para repicar, lo que
permite (debido a que se cuenta con una mayor superficie de la placa cubierta con las bacterias) una
confirmacidn colorimétrica mas evidente, ademas de mayor practicidad y reduccion de posibles errores
en la toma de muestras. Para este fin, nuevas placas con medio LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal fueron
fraccionadas con un marcador indeleble en la cara externa y se realizaron estriados de las colonias
positivas seleccionadas en cada uno de los compartimentos. Luego de la incubacién a 37°C por una
noche se las dejé al menos 3 horas a 4°C para poder diferenciar mejor los estriados blancos (positivos)

de los azules (falsos positivos).

Las colonias cuyos estriados fueron blancos se sometieron a una reaccion de PCR en colonia.
Para cada reaccion se colocaron 20 ul de agua Milli-Q en tubos estériles de 0,2 ml y con tips estériles
se picaron los diferentes estriados, que luego fueron disueltos en el agua de los tubos. Estos se calentaron
5 min a 99,5°C y se centrifugaron 10 min a 13000 RPM. Se tomaron 6 p de cada tubo para realizar la
PCR, utilizando los mismos cebadores y condiciones de PCR que se usaron para el producto de PCR
original de cada ligacion. Las bandas fueron luego identificadas mediante electroforesis en gel de

agarosa Yy tincion con bromuro de etidio, de la manera expuesta anteriormente.

4.10 Extraccién de ADN plasmidico (Miniprep)

Las colonias positivas para los fragmentos de interés se inocularon en 4 ml de medio LB liquido
con Ampicilina (100 pg/ml) y se dejaron creciendo hasta saturar el medio toda la noche en agitacion a
37°C. Al dia siguiente se concentraron las bacterias por centrifugacién a 6000 RPM en tubos de 1,5 ml.
Se descart6 el sobrenadante y se repiti6 el procedimiento hasta concentrar los cultivos en 4 ml. Una vez
obtenido el pellet de bacterias se procedio a extraer el ADN plasmidico utilizando el kit ADN Puriprep
P-kit (Inbio Highway®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, se resuspendié el ADN
en agua libre de nucleasas. La concentracion y calidad de los plasmidos se analizaron en geles de

agarosa al 1,2% (m/v) y con un espectrofotometro DS-11 Series (DeNovix).

4.11 Secuenciacion y andlisis bioinformatico

Una alicuota de los plasmidos fue enviada para ser secuenciada utilizando los servicios de
Secuenciacion de Macrogen (Corea del Sur) mediante electroforesis capilar (Sanger et al., 1977). Como
cebador de secuenciacidn se utilizé el cebador universal T7, el cual se ubica en el vector en una regién

cercana al inserto.
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4.12 Reaccion de retrotranscripcion (RT)

Se tratd 1 pug de ARN de cada uno de los materiales vegetales con una enzima DNAsa RQ1
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante, con el fin de eliminar todo resto de ADN
genomico producto de la extraccion. Luego, el ARN fue convertido a ADNc (ADN complementario al
ARN) mediante una retrotranscripcion. Para esto se utilizd la transcriptasa reversa M-MLV (Promega),
siguiendo las especificaciones del proveedor. Las mismas consistian en el tratamiento de 1ug de ARN
con la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Virus de la Leucemia Murina). Se utilizé 1,1 pl de
oligonucleédtido dT15 (100 uM), disefiado para iniciar la sintesis de ADNc ya que se une al extremo
poli A del ARN y actlia como cebador para la unién de la transcriptasa inversa. Se calentaron los tubos
durante 5 min a 70°C para desnaturalizar la estructura secundaria. Posteriormente, se enfriaron
colocéndolos inmediatamente en hielo para evitar su restablecimiento. A continuacion, se agregaron
5ul de Buffer de reaccion M-MLYV (5X), 1.25ul de dNTPs (40mM), 0,65ul (25 unidades) de inhibidor
de ribonucleasas RNAsin, 1 pl de la enzima RT M-MLYV y por Gltimo agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 25ul. Luego de mezclar los componentes sacudiendo el tubo, se incubaron durante 60

min a 42°C, permitiendo la extension.

4.13 PCR en tiempo real (PCR cuantitativa o gPCR)

Para determinar la existencia o no de diferencias en la expresion del gen estudiado entre los
distintos genotipos se usé una variacion de la técnica de PCR, denominada qPCR (PCR en tiempo real)
gue amplifica y cuantifica simultdneamente el producto de amplificacion obtenido. Las reacciones se
realizaron con la mezcla soAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en el termociclador
CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). El andlisis de expresién diferencial se llevo
a cabo por el método de 2"24CT (Livak y Schmittgen, 2001) utilizando el Software CFX Maestro (Bio-
Rad). Para normalizar el nivel de transcripcidn entre muestras se utilizé la enzima de conjugacion de la

ubiquitina como gen control (Tabla 1).
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5 RESULTADOS

5.1 Busqueda de genes ortdlogos
Se utilizé la secuencia obtenida previamente por analisis de expresion diferencial de genes del

genotipo apomictico facultativo Don Walter bajo condiciones de estrés hidrico (ECROS1-like,
G1QX01050492.1) cuya longitud es de 1144 pares de bases (pb). Dicha secuencia se la utiliz6 como
query 0 secuencia incognita para buscar secuencias similares en las distintas bases de datos.

5.1.1 Busqueda en bases de datos propias
EI BLASTN interrogando la base de datos del transcriptoma del mismo genotipo (Selva et al.,

2020) dio como resultado el apareamiento con cuatro transcriptos. Uno de ellos es la secuencia query

(diferencial en el andlisis de expresion) y los otros tres transcriptos presentan una cobertura del 48%

del query y una identidad de mas del 99 % (Fig. 4)
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1. TRINITY_DN36607_c0_gl_i5 len=1144 path=[10795:0-625 630... 100 2288 0 100%
2. TRINITY_DN36607_c0_g1_i8 len=3978 path=[3759:0-453 1261... 48 1097 0 99.8%
3. TRINITY_DN36607_c0_gl1_i10 len=3873 path=[3759:0-453 126... 48 1099 0 99.8%
48 1106 0 99.6%

4, TRINITY_DN36607_c0_g1_i1 len=3963 path=[3759:0-453 1261...

Figura 4. Analisis de BLASTN de la secuencia del gen ECROS1-like contra el transcriptoma del genotipo Don
Walter (Selva et al., 2020).

También se realizé6 un BLASTN contra la base de datos de transcriptomas de los genotipos
OTA-S y Tanganyika obtenidos previamente por el grupo de trabajo (Garbus et al., 2017). ElI mismo
también arroj6 como resultado el apareamiento con cuatro transcriptos, con dos de ellos compartia
también el 48% de cobertura y una identidad del 99,8%, igual que el resultado obtenido en el

transcriptoma de Don Walter, y los otros dos transcriptos cubrian el 38% del query con una identidad

del 91,6%. (Fig. 5).
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1. isotig16428 gene=isogroup01936 length=3605 numContigs=4 48 1097 0 99.8%
2. isotig16427 gene=isogroup01936 length=3605 numContigs=4 48 1097 0 99.8%
3. isotig16430 gene=isogroup01936 length=2824 numContigs=4 38 750 0 91.6%
38 750 0 91.6%

4. isotig16429 gene=isogroup01936 length=2824 numContigs=4
Figura 5. Andlisis de BLASTN de la secuencia del gen Ec ROS1-like contra los transcriptomas de los genotipos

OTA-S y Tanganyika (Garbus et al., 2017).
El analisis de BLASTN también se realizd contra las bases de datos del genoma a nivel diploide

de la especie (cv. Victoria) y la anotacion de los transcriptos que el mismo contiene (Carballo et al.,
2019). En este caso el BLASTN arrojo un solo resultado contra ambas bases, pero con distintos

porcentajes de cobertura e identidad (Figs. 6y 7).
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Figura 6. Andlisis de BLASTN de la secuencia del gen ECROS1-like contra el genoma del genotipo diploide

Victoria (Carballo et al., 2019).
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Figura 7. Analisis de BLASTN de la secuencia del gen ECROS1-like contra la anotacién del genoma del genotipo

diploide Victoria (Carballo et al., 2019).

Contar con la secuencia a nivel genémico del genotipo diploide nos permiti6 inferir la estructura
del gen con sus intrones y exones. Para ello se utiliz6 la herramienta Fgenesh gene-finder (Solovyev et

al., 2006). La estructura del gen estd compuesta por 17 exones, un sitio de inicio de la transcripcion y

un sitio de poliadenilacion (Fig. 8)
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Figura 8: Estructura del gen ECROS1-like inferido por el programa Fgenesh sobre la secuencia hallada en el genoma de

referencia de la especie (cv. Victoria).

El alineamiento de la secuencia genémica del genotipo diploide como query contra las
secuencias obtenidas hasta el momento de los transcriptomas de OTA-S, Tanganyika y de Don Walter
determind que el transcripto diferencial ECROS1-like es una secuencia parcial de dicho gen compuesta

por el intron 10 y los exones 11, 12 y 13 del gen predicho en el genotipo diploide (Fig. 9)
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Figura 9: Analisis de BLASTN de la secuencia del genoma del diploide Victoria con las secuencias de los transcriptomas de

OTA-S y Tanganyika (Isotigs 16427,28,29 y 30) y Don Walter (Trinity i10, i1 e i8 y ECROS1-like).
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5.1.2 Busqueda en las bases de datos de NCBI

Para buscar en otras bases de datos se utilizo tanto la secuencia parcial del transcripto ECROS1-
like como las secuencias i8 del transcriptoma de Don Walter y la secuencia predicha del gen entero a
nivel diploide.

Primero se realiz6 un BLASTN contra toda la coleccion de nucleotidos de la base de datos de
NCBI. EcROS1-like s6lo present6 homologia con dos secuencias predichas (DEMETER y DEMETER-
like) de las especies Setaria italica y S. viridis (Fig. 10) con una cobertura del 37% para ambas
secuencias y una identidad del 82 y 81,8% respectivamente. Por otra parte, la secuencia completa a
nivel diploide presentd homologia con las mismas dos secuencias de Setaria spp. (DEMETER y
DEMETER-like) y con las secuencias de ROS1-like y DEMETER-like de Panicum spp., Oryza
brachyantha y Sorghum bicolor (Fig. 11).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show | 100V | @
select all 2 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
D 1 Scientific Nam Max Total Query E Per. Acc.
esctpnon e ”E A Score Score Cover value Ident Len Accession
v - ~ - - -

PREDICTED: Setaria italica transcriptional activator DEMETER (LOC101762067), mRNA

Setaria italica 353 353 37% 4e-92 8201% 3730 XM_004952462 2

PREDICTED: Setania vindis transcriptional activator DEMETER-like (LOC117851804), mRNA Setaria viridis 348 348 37% 2e-90 81.78% 3688 XM_034733707.1

Figura 10: Andlisis de BLASTN de la secuencia del transcripto ECROS1-like contra toda la coleccion de nucleétidos de la
base de datos de NCBI.
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PREDICTED: Setana viridis transcriptional activator DEMETER-like (LOC117851804), mRNA Setana viridis 468 1225 51% 4e-126 78.34% 3688

PREDICTED: Panicum hallii protein ROS1-like (LOC

74), transcript variant X4, misc_RNA Panicum hallii 453 814 31% 1e-121 7891% 3063

PREDICTED: Panicum hallii protein ROS 2 (LOC112 374), transcrpt variant X3, misc_RNA Panicum hallii 453 814 31% 1e-121 7891% 3240

PREDICTED: Panicum hallii protein ROS e (LOC112 374), transcnpt variant X2, misc_RNA Panicum hallii 453 814 31% 1e-121 7891% 3266

PREDICTED: Panicum hallii protein ROS1-like (LOC 74) transcript variant X1, mRNA Panicum hallii 453 814 31% 1e-121 78.91% 3754

PREDICTED: Panicum virgatum protein ROS1A-like (LOC120702319), mRNA Panicum virgatum 435 801 31% 4e-116 78.22% 3823 XM_0399¢
PREDICTED: Panicym virgatum protein ROS1A-like (LOC120655777), misc_RNA Panicum virgatum 425 425 18% 3e-113 78.08% 3627 XR_005667728.1

PREDICTED: Oryza brachyantha transcriptional activator DEMETER-like (LOC102715183), transcript va... Qryza brachyan 394 506 20% 7e-104 77.93% 3250 XM_015833969.2

PREDICTED: Oryza brachyantha transcriptional activator DEMETER-like (LOC102715183), transcript va... Oryzabrachyan... 394 517 22% 7e-104 77.93% 3700

PREDICTED: Sorghum bicolor protein ROS1 (LOC8074739), mRNA Sorghum bicolor 333 333 22%  2e-85 74.64% 3722

Setaria viridis cultivar ME034v chromosome 1 Setaria viridis 126 126 2% 3e-23 91.30% 42132932

Trticum aestivum chromosg BAC library, contig ¢cig0954b Tdticum aestivum 805 805 1% 2e-09 91.53% 3109948 ENE:

CHCECHCECNCN<ECN<N<N<N<N<N<]

Hordeum vulgare contig 211252, com

sequence Hordeum vulgare 676 676 1% 2e-05 9524% 211664 AF521177.1

Figura 11: Andlisis de BLASTN de la secuencia completa a nivel diploide del gen EcCROS1-like contra toda la coleccion de

nucleétidos de la base de datos de NCBI.

El BLASTX se realizé seleccionando la base de datos SwissProt (NCBI), ya que esta curada,

es decir, presenta menos secuencias, pero con mayor respaldo de evidencias. El analisis arrojé
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resultados similares tanto para el transcripto ECROS1-like como para el gen predicho a nivel diploide
(Figs.12 y 13). La proteina con mejor homologia en ambos BLASTX es ROS1A de O. sativa, descripta
como una glicosilasa de ADN relacionada con DEMETER (DME) de A. thaliana (Kim et al., 2019).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ~ Show | 100v | @
select all 6 sequences selected GenPept Graphics
Description Scientific Name Mexil ool ety = o s Accession
v 22 Score Score Cover value Ident Len
M - - v - v
RecName: Full=Protein ROS1A,; AltName: Full=Protein REPRESSOR OF SILENCING 1 homolog a; AlitName: Full=... Oryza sativa Jap 655 655 50% 4e-10 30.85% 1952 C
RecName: Full=Transcriptiol tivator DEMETER; AltName: Full=DNA glycosylase-related protein DME [Arabidop. .. Arabidopsis thali 605 605 33% 2e-08 3529% 1987 C
RecName: Full=DEMETER-like protein 2 [Arabidopsis thaliana) Arabidopsis thali 574 574 46% 2e-07 2969% 1332 QISR662
RecName: Full=Protein ROS1C; AltName: Full=DNA glycosylase 701 AltName: Full=Protein REPRESSOR OF SIL... Oryza sativa Jap 570 570 47% 2e-07 30.16% 1858 B8YIE82
RecName: Full=DNA glycosylase/AP lyase ROS1; AltName: Full=DEMETER-like protein 1; AltName: Full=Protein R... Arabidopsis thali 501 501 32% 3e-05 31.58% 1393 QISJQ6.2
RecName: Full=DEMETER-like protein 3 [Arabidopsis thaliana) Arabidopsis thali 451 451 1% 0.001 50.00% 1044 0494982

Figura 12: Analisis de BLASTX de la secuencia del transcripto ECROS1-like contra la base de datos SwissProt (NCBI).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ' Show | 100V | @
select all 12 sequences selected GenPept Graphics
Description Scientific Name 2 DO E F gec Accession
v it Score Score Cover value Ident Len
- v 5 e - -
RecName: Full=Protein ROS1A; AltName: Full=Protein REPRESSOR OF SILENCING 1 homolog a; AltName: Full=... Oryza sativa Jap. 318 395 50% 4e-88 37.32% 1952 C7IW642
RecName: Full=DEMETER-like protein 2 [Arabidopsis thaliana] 305 362 47% 2e-84 3651% 1332 Q98
RecName: Full=Transcriptional activator DEMETER; AltName: Full=DNA glycosylase-related protein DME [Arabido... Arabidopsis thali 303 388 47% 4e-83 36.80%
RecName: Full=DNA glycosylase/AP lyase ROS1; AltName: Full=DEMETER-like prc AltName: Full=Protein 301 381 48% 8e-83 37.27%
RecName: Full=Protein ROS lI=DNA glyc 701; AltName: Full=Protein REPRESSOR OF SIL 296 371 49%  4e-81 3599%
RecName: Full=-DEMETER-like protein 3 [Arabidopsis thaliana] 285 285 54% Qe-79 31.35%
RecName: Full=Putative DNA glycosylase At3g47830 [Arabidopsis thaliana] 739 739 17% 9e-13 28.17% 293 F4JCQ31
RecName: Full=Endonuclease lII; AitName: Full=DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase [Thermotoga maritima M... Thermotoga man 543 543 8% 1e-06 27.72% 213 QOWYKO.1

Figura 13: Analisis de BLASTX de la secuencia completa a nivel diploide del gen ECROS1-like contra la base de datos
SwissProt (NCBI).

Considerando los resultados del BLASTX, tales como las coberturas y porcentajes de identidad
para ambos queries (ECROSL1.like y gen predicho para el genotipo diploide), no se puede inferir con
seguridad cudl de los cuatro genes integrantes de la familia de glicosilasas DME/ROSL1 de A. thaliana
es el ortélogo del gen ECROS1-like. En ese sentido se utiliz6 el programa Fgenesh (Solovyev et al.,
2006) para comparar las estructuras de los genes (Fig. 14). De esta comparacion se observa que tanto
el gen DME de A. thaliana como el gen ROS1A de O sativa presentan 17 exones y un largo total de la
secuencia mayor que el resto de los genes de la familia. Teniendo en cuenta este resultado, el gen
predicho en el genotipo diploide de E. curvula coincide en cantidad de exones y largo total con estos
genes y podria considerarse una variante de DME o0 ROS1A.
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Figura 14: Estructura de los genes de la familia ROS1/DME de especies modelo y E. curvula.

5.2 Reaccioén en cadena de la polimerasa

Las combinaciones de cebadores utilizadas dieron como resultado amplicones de diferentes
longitudes (Fig. 15, Tabla 2). En la Figura 15 se observan los amplicones en ADN con la combinacién
de cebadores ECROS1-like F1 + Rv y ECROS1-like F2 + Rv con ADNSs de los genotipos Don Walter,
Tanganyika y OTA-S. El fragmento amplificado por PCR present6 el tamafio esperado, 140 pb para la
combinacion ECROS1-like F1 + Rv y 740 pb para la combinacién EcCROS1-like F2 + Rv. Una de las

muestras de Don Walter no amplifico.
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Figura 15. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Bromuro de etidio. 1) marcador de peso molecular 100pb, 2) Tanganyika, 3)
Don Walter 1, 4) OTA-S 1, 5) Tanganyika, 6) Don Walter 1, 7) Don Walter 2, 8) OTA-S 1, 9) OTA-S 2. Calles 2, 3y 4:
amplicones obtenidos con la combinaciéon ECROS1-like F1 + Rv (140 pb). Calles 5, 6, 7, 8 y 9: amplicones obtenidos con la
combinacion ECROS1-like F2 + Rv (740 pb).

Tabla 2. Combinacion de cebadores utilizados y tamafio de amplicones sobre ADN

Cebador Forward Cebador Reverse Longitud del amplicon en
ADN
EcROS1-like F1 EcROS1-like Rv 143 pb
EcROS1-like F2 EcROS1-like Rv 738 pb
EcROS1-like-gPCR Fwd | EcROS1-like-qPCR Fwd 84 pb

5.3 Ligacion y transformacion de los amplicones

Los fragmentos amplificados fueron clonados en bacterias con el vector del kit pPGEM®-T Easy
vector system (Promega). En la Figura 16 se muestras algunos de los cultivos de bacterias que
incorporaron el plasmido con el inserto (positivas, color blanco) y otros que no lo incorporaron (color

azul).

26



Figura 16. Placas de Petri con colonias transformadas de E. coli. A'y D, negativos de transformacion para las cepas DH10B
(A) y DH5a (D). B y E, ejemplos de transformaciones positivas para ambas cepas. C y F, Estriados de colonias individuales
de las transformaciones para descartar falsos positivos.

Con las bacterias que incorporaron el inserto se realizaron subcultivos en medio liquido para
permitir su crecimiento y aislar y plasmido con una miniprep. En la Figura 17 se muestra un gel de
agarosa al 1,5% donde algunas de las bacterias evaluadas presentan el inserto (3, 5, 7,9, 11y 12) y
otras no. También se muestra el resultado de las minipreps realizadas a colonias que habian dado
resultados positivos en PCR en colonias previas. La calle 15 es un plasmido aislado de una colonia azul

para ser usado como control sin inserto.

5 6 78 9 0 GF 17 43 14 ¥5 16 37 48 13 20

Figura 17. PCR en colonia de las bacterias subcultivadas de la transformacion. 1) Marcador de peso molecular 100pb, 2 a 12)

Bacterias repicadas. 13) Control Negativo. 15) Plasmido sin digerir sin inserto. 16 a 17) Plasmidos sin digerir con inserto.
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5.4 Anélisis de secuencias clonadas

Se enviaron para su secuenciacion siete plasmidos cuyo inserto era el amplicon de PCR
generado por la combinacion de los cebadores ECROS1-like F2 + Rv y cuyo tamarfio correspondia al
inferido por el genoma de referencia (738 pb). De ellos, se logrd limpiar y obtener la secuencia completa
del amplicon de seis que correspondian a los genotipos: APO 1: Tanganyika, APO 2: Don Walter 1,
APO 3: Don Walter 2, SEX 1, 2y 3: OTA-S 1, 2 y 3. Las secuencias se alinearon con el programa
Bioedit (Hall, 1999) y presentaron un alto nivel de homologia entre los genotipos evaluados (Fig. 18).
De los 738 nucleotidos que componen cada secuencia, s6lo se observaron diferencia de bases en dos
posiciones. En la posicidn 248 s6lo un genotipo apomictico mostrd el cambio de una adenina por una
guanina y en la posicion 364 las tres secuencias del genotipo sexual presentaron una timina, mientras
que las dos secuencias pertenecientes al genotipo apomictico facultativo Don Walter presentaron una

adeninay en el genotipo Tanganyika una citocina.
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Figura 18. Comparacién de las secuencias de los amplicones obtenidos por PCR con los cebadores ECROS1-like F2 + Rv
correspondientes a los genotipos Tanganyika (APO1), Don Walter (APO 2y 3) y OTA-S (SEX1, 2y 3).

5.5 Estudio de expresion

Para los estudios de expresion se utilizaron los ADNc de cuatro genotipos, dos apomicticos
(Tanganyika y Don Walter) y dos sexuales (OTA-S y P1208214). Se utilizaron dos réplicas bioldgicas
para cada genotipo y las reacciones se hicieron por triplicado. Como gen control o gen de referencia se
utilizé la enzima conjugadora de ubiquitina (ECUBICE). El analisis de los resultados se llevé a cabo
con el programa CFX Maestro. Este programa utiliza la normalizacién de los datos en base al gen
control utilizando la expresion relativa entre los distintos genotipos (Fig. 19). El programa también
puede agrupar y analizar los resultados por grupo bioldgico, que en este caso se plante6 un grupo de
reproduccion apomictica y otro grupo de reproduccion sexual (Fig. 20). Para ninguna de las dos

comparaciones de expresion se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 19. Gréfico de expresion diferencial entre las distintas muestras bioldgicas usadas en el estudio.
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Figura 20. Gréfico de expresion diferencial entre los genotipos apomicticos y sexuales.
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6 DISCUSION

Previamente se habia mencionado que en A. thaliana, el gen de mayor longitud de esta familia
de ADN glicosilasas es DME y se expresa predominantemente en la célula central del saco embrionario
antes de la fertilizacion (Choi et al., 2002; Gehring et al., 2006, 2009), mientras que ROS1, DML2 y
DML3 se expresan en tejidos vegetativos (Gong et al., 2002; Penterman et al., 2007; Ortega-Galisteo
et al., 2008)

En el caso de E. curvula, el ARN utilizado, tanto en los estudios previos (Selva et al., 2020;
Carballo et al., 2021), como en este trabajo, fue extraido de la espiguilla entera, conformada por el tejido
reproductivo de las flores en distintos estadios del desarrollo, junto a tejidos vegetativos
correspondientes a los raquis, glumas y glumelas. Eso podria explicar porque los resultados del analisis
de BLAST no son concluyentes, ya que no se puede asegurar cudl de las cuatro glicosilasas es la
ortéloga de ECROS1-like, aunque presenta mayor similitud estructural con DME y ROS1A.

También se estudié en A. thaliana que ROSL1 interviene en la regulacion de genes bajo
condiciones de estrés (Kim et al.,, 2019). En este sentido, el transcrito ECROS1-like se hallo
diferencialmente expresado en un ensayo de estrés hidrico (Selva et al 2020). Si bien el trabajo se llevo
a cabo sobre espiguillas y se hipotetiza sobre su rol en el aumento de sacos embrionarios sexuales de
un genotipo apomictico facultativo bajo condiciones de estrés, podria ser que el gen diferencial esté
relacionado a una respuesta al estrés y no al aumento de la sexualidad en el genotipo facultativo. Sin
embargo, la hip6tesis no se puede descartar totalmente debido a que el gen ROS1 actla sobre varios
genes (Qian et al., 2012).
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7 CONCLUSION

En este trabajo se logré la obtencion de secuencias parciales de ADN para el gen ECROS1-like
en tres genotipos de pasto llorén, un Apomictico obligado, un facultativo y uno completamente sexual.
A pesar de que parte de la secuencia correspondia a un intrén predicho, las diferencias nucleotidicas

entre los tres genotipos fueron minimas.

Si bien los estudios previos del gen ECROS1-like mostraron diferencias de expresion del mismo
en el genotipo facultativo Don Walter bajo condiciones de estrés hidrico, y un aumento en la expresion
del gen estuvo relacionado con un aumento de la sexualidad en las espiguillas de plantas sometidas a
estrés, en este trabajo donde se comparé la expresion de dicho gen en espiguillas de distintos genotipos
con distinto modo reproductivo no se observo una diferencia significativa de la expresién del gen en

estudio.
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