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Resumen

Resumen

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, conocida vulgarmente como “pasto lloron”, es
una graminea forrajera, de origen sudafricano, extensamente cultivada en la
zona semidrida templada de Argentina. Es una especie morfolégicamente
diversa y posee un amplio potencial genético para mejorar las caracteristicas de
resistencia a sequia, frio, productividad y palatabilidad. Desde el punto de vista
citogenético se trata de un complejo polimérfico, ya que es un grupo poliploide
donde la mayoria de sus miembros se reproducen en forma apomictica. La
apomixis es una forma de reproduccion asexual (agdmica) a través de semillas,
que conduce a la generaciéon de progenies genéticamente idénticas a la planta
madre. Ha sido descripta en més de 400 especies de angiospermas. La apomixis
gametofitica ocurre generalmente en grupos poliploides y se cree que ésta

probablemente se originé a través de mutaciones en genes de la via sexual.

En el Laboratorio de Biotecnologia y Genética Vegetal (CERZOS-Departamento
de Agronomia, UNS) se obtuvo, por cultivo in vitro de inflorescencias de un
cultivar tetraploide de pasto llorén, Tanganyika (T), una planta diploide
(UNST1122, D). Semillas de esta planta se trataron con colchicina y se
obtuvieron dos plantas tetraploides (colchiploides) con un alto grado de
sexualidad [UNST1131 (C) y UNST1112 (M)]. Esta serie de plantas permite
estudiar tanto variaciones producidas por cambio de ploidia como por cambios

en el modo reproductivo.

El objetivo planteado para esta tesis fue realizar un analisis global del
transcriptoma derivado de ovarios diplospdricos y meibticos de esta serie
isogénica de pasto llorén, y también del tejido de hoja, de manera de aislar los
transcriptos diferenciales por modo reproductivo y por cambios de ploidia, y

asi poder realizar asociaciones genéticas y funcionales sobre los factores
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Resumen

determinantes de la diplosporia en la especie, especialmente el factor ploidia. A
fin de lograr este objetivo se realiz6 la construccién de bibliotecas de ADNc de
la serie euploide isogénica (tres bibliotecas de inflorescencias inmaduras
pertenecientes a los genotipos T, D y C, y una biblioteca de hoja del genotipo T),
se secuenciaron ESTs de dichas bibliotecas y se hicieron anélisis de las ESTs.
Ademas se realizaron estudios de Display Diferencial (DD) de inflorescencias y
hojas de la misma serie de plantas, y se secuenciaron y analizaron los
transcriptos diferenciales por ploidia y modo reproductivo para complementar
el estudio de las bibliotecas. De la secuenciacion de las bibliotecas se obtuvieron
12.295 ESTs de buena calidad. Luego del ensamblado y agrupamiento, se
obtuvieron 8.884 unigenes, incluyendo 1.490 contiguos y 7.394 singletons. El
algoritmo BLASTX fue utilizado para el andlisis de homologia de los unigenes
de E. curvula contra la base de datos de SwissProt. Cuarenta y tres por ciento de
los genes de Eragrostis encontraron homologia con secuencias de trigo (391.939
genes anotados) y cebada (50.423 genes anotados), 49,25% con genes de avena
(89.147 genes anotados) y 46,48% con genes de maiz (58.582 genes anotados).
Ademas se detectaron 254 microsatélites (EST-SSRs) que facilitardn el mapeo
utilizando poblaciones segregantes para el cardcter apomixis u otros caracteres
de calidad forrajera. En los ensayos de DD de inflorescencias inmaduras se
generaron en total 4.242 transcriptos y para los experimentos de hoja 7.622. Del
total de transcriptos, aproximadamente un 14% de inflorescencias y un 10% de
hojas fueron diferenciales entre los distintos genotipos. Estos transcriptos
diferenciales integraron tres grupos: los diferenciales por modo reproductivo,
los diferenciales por ploidia y un grupo particular, los inesperados, que estaban
integrados por transcriptos en los que el patrén de expresion era el mismo entre
la planta apomictica tetraploide y diploide sexual, pero distinto en la planta
tetraploide sexual. Sesenta (60) bandas de inflorescencias y 42 de hoja fueron
clonadas y secuenciadas con éxito. Este nimero representa un 10,83% y 5,68%
del total de bandas diferenciales de inflorescencias y hojas, respectivamente. De

los 60 transcriptos secuenciados a partir de inflorescencias, 39 (65%) mostraron
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Resumen

homologia significativa con genes de funcién conocida. De los 42 transcriptos
secuenciados a partir de hojas, 14 (33,33%) mostraron homologia con genes de
funcién conocida.

Tanto en el analisis de las ESTs como en los DD se mostr6 que los patrones de
expresion de las plantas tetraploides estdin muy relacionados, mientras que la
expresion del genotipo diploide fue significativamente diferente, mostrando
que el perfil de expresién, al menos para un gran ntimero de genes, depende
del nivel de ploidia. Este comportamiento en la expresion de genes se
correlaciona muy bien con la estructura genética y epigenética de la serie en la
prueba clasica y parcial de Mantel. Durante la conversion tetraploide-diploide
se produce una proporciéon significativa de modificaciones genéticas y
epigenéticas que revierten durante la conversion diploide-tetraploide, lo cual
sugiere que algunos loci mantienen una secuencia particular y/o una cierta
condicién de metilacion dependiente del nivel de ploidia. Estas variaciones
genéticas y epigenéticas ocurren en un escenario particular de expresion que

depende del nivel de ploidia.

Sin embargo, un grupo particular de genes mostraron un comportamiento
curioso. Ellos se encontraron principalmente silenciados en los genotipos 2x sex.
y 4x apo. Este grupo de genes se detect6 tanto en los andlisis de ESTs como en
los realizados mediante la técnica de DD. Ya que las plantas 2x sex. y 4x apo.
presentan diferente ploidia y modo reproductivo, el patrén de expresion de
estos genes es intrigante. Estos genes candidatos fueron denominados de patrén
inesperado o “inesperados”. La mayoria de los genes de este grupo estidn
sobreexpresados en la planta 4x sex, mientras que estdn reprimidos en los
genotipos 4x apo. y 2x sex. Para explicar la existencia de este grupo de genes
“inesperados” y la relacion que podrian llegar a tener con la apomixis y la
poliploidia, se plantea que para mantener la sexualidad a nivel tetraploide se
requiere de la activacion de un grupo de genes en la conversion 2x a 4x, y que

esta activacion estaria bloqueada (o silenciada) en el genotipo 4x apo, lo que
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explicaria el grupo de genes silenciados que comparten este genotipo y el

diploide sexual.
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Abstract

Abstract

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, commonly known as "weeping lovegrass" is a
forage grass native from South Africa and widely cultivated in temperate
semiarid regions of Argentina. It is a morphologically diverse species and has a
large genetic potential for improving the characteristics of drought and cold
resistance, productivity and palatability. Cytogenetically it constitutes a
polymorphic complex, since it is a polyploid group where most members
reproduce by apomixis. Apomixis is an asexual reproduction mode through
seeds, which leads to the generation of progeny genetically identical to the
maternal plant. Apomixis was described in over 400 species of angiosperms.
Gametophytic apomixis generally occurs in polyploid groups and probably was

originated through mutations of genes from the sexual pathway.

In the Laboratory of Plant Genetics and Biotechnology (CERZOS-Department of
Agronomy, UNS), a diploid plant (UNST1122, D) was obtained by in vitro
culture of inflorescences from plants of the tetraploid cultivar Tanganyika (T).
Seeds of the diploid plant were treated with colchicine and DMSO and two
plants were obtained, both tetraploids (colchiploids), with a high level of sexual
reproduction [UNST1131 (C) and UNST1112 (M)]. This series of plants allowed
the study of genetic and epigenetic variations caused by changes of ploidy

and/or by changes in the reproductive mode.

The aim of this thesis was to conduct a comprehensive transcriptome analysis
of meiotic diplosporous ovaries and leaf tissue of the isogenic series, and to
isolate the transcripts that are differential by the reproductive mode and/or by
ploidy in order to find out the genetic and functional associations on diplospory
determinant factors in the species, especially ploidy. To achieve this goal the
cDNA libraries of the isogenic euploid series were constructed (three of them

from immature inflorescences belonging to the genotypes T, D and C, and one
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library of leaves of genotype T), ESTs were sequenced and analysed. Studies of
Differential Display (DD) of inflorescences and leaves of the same series of
plants were also carried out and differential transcripts related to ploidy and
the reproductive mode were sequenced and analyzed in order to complement
the study of the libraries. A relatively high number of good quality ESTs
(12,295) was obtained. After assembly and clustering, 8,884 unigenes were
obtained, including 1,490 contigs and 7,394 singletons. Blastx was used for the
analysis of homology of the E. curvula unigenes against SwissProt database.
Forty-three percent of the Eragrostis genes found homology with sequences of
wheat (391,939 annotated genes) and barley (50,423 annotated genes), 49.25%
with oat genes (89,147 genes annotated) and 46.48% with Maize genes (58,582
annotated genes). In addition 254 microsatellites (EST-SSRs) were detected that
will facilitate the mapping for apomixis or other traits like forage quality using
segregating populations. In DD experiments 4,242 transcripts of immature
inflorescences and 7,622 from leaf were generated. From these transcripts,
approximately 14% from inflorescences and 10% from leaves were differentials
between genotypes. These differential transcripts were divided into three
groups: differential related to the reproductive mode, differential between
ploidy levels and unexpected, a particular group which were composed of
transcripts in which the expression pattern was similar in the tetraploid
apomictic and in the diploid sex plant, but different in the sexual tetraploid
plant. Sixty (60) bands from inflorescences and 42 from leaves were successfully
cloned and sequenced. This number represents a 10.83% and 5.68% of the total
differential bands from flowers and leaves, respectively. Thirty nine (39, 65%)
out of 60 sequenced transcripts from inflorescences showed significant
homology with genes of known function. Fourteen (14, 33.33%) out of 42
sequenced transcripts from leaves showed homology with genes of known

function.

16



Abstract

ESTs and DD analysis showed that the expression patterns of tetraploid plants
are closely related, whereas the expression of the diploid genotype was
significantly different, showing that the expression profile, at least for a large
number genes, depends on the ploidy level. This behavior in gene expression
correlates well with the genetic and epigenetic structure of the series in classical
and partial Mantel test. During the conversion tetraploid-diploid a significant
proportion of genetic and epigenetic changes are produced that revert during
the convertion diploid-tetraploid, suggesting that some loci have a particular
sequence and / or a certain condition of methylation-dependent on the ploidy
level. These genetic and epigenetic changes occur in a particular stage of

expression that depends on the ploidy level.

However, a particular group of genes showed a curious behavior. They were
mainly silenced in the 2x sex and 4x apo genotypes. This group of genes was
detected in both ESTs and DD analysis. Since 2x sex and 4x apo plants have
different ploidy level and different reproductive mode, the expression pattern
of these genes is intriguing. These candidate genes were called "unexpected".
Most genes in this group are overexpressed in the 4x sex plant, while being
repressed in the 4x apo and 2x sex genotypes. To explain the existence of this
group of "unexpected" genes and the relationship that might have with
apomixis and polyploidy, we suggest that to maintain active the sexual
reproduction at the tetraploid level the activation of a gene cluster is required,
and that this activation would be blocked (or silenced) in the 4x apo genotype,

explaining the silenced group of genes found in these genotype.

The candidates genes were in silico mapped onto the rice and maize

chromosomes.
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Introduccion

Apomixis

Una de las definiciones mas claras de este término la formulé Gian A. Nogler
quien en 1984 defini6é a la apomixis como un modo de reproduccién asexual
(agamica) a través de semillas que conduce a la generacion de progenies
genéticamente idénticas a la planta madre. La palabra apomixis deriva del
o o i " .
griego “apo” cuyo significado es falta o ausencia, y “mixis” que significa uniéon
o mezcla, haciendo referencia a la falta de unién o falta de mezcla de gametas

de origen sexual.

La apomixis fue descripta por primera vez en 1841 en la planta australiana
Alchornea ilicifolia por J. Smith. Cuando un ejemplar femenino de esta especie
dioica fue llevado a los Kew Gardens de Londres desde Asia, la planta aislada
florecié y produjo semillas en abundancia, poniendo al caracter en evidencia.
Paradoéjicamente fue el monje naturalista Gregor Mendel quien, en el afio 1869 y
en forma involuntaria, realiz6 los primeros experimentos con plantas
apomicticas al estudiar cruzas entre especies del género Hieracium para intentar
confirmar los resultados obtenidos con sus estudios sobre la herencia de arvejas
de jardin, Pisum sativum. Mendel describi6é una situacién curiosa: en sus
experimentos obtenia progenies F1 segregantes y numerosas F» no segregantes.
El investigador atribuy6 erréneamente la falta de segregacién observada en
estas poblaciones a una “frecuente autopolinizaciéon”. Ahora se sabe que

muchas especies de este género son apomicticas (Asker y Jerling 1992).

Considerada a veces como una curiosidad boténica, la apomixis estd lejos de
serlo, ya que ha sido descripta en més de 400 especies de plantas que
representan mas de 40 familias tanto de Mono como Dicotiledéneas (Carman
1997). Este caracter esta ausente en gimnospermas. La distribuciéon de este
modo de reproduccién en las angiospermas no es homogénea, ya que el 75% de

las especies confirmadas pertenecen tan solo a tres familias: Asteraceae,
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Rosaceae y Poaceae, las cuales en su conjunto constituyen tan sélo el 10% de las
plantas con flor. Algunos autores han postulado que este patrén de distribuciéon
puede reflejar la predisposicion de cierto grupo de plantas a los cambios de
desarrollo y genéticos que caracterizan a la apomixis. Otra caracteristica que
presenta este tipo de reproducciéon es que las especies apomicticas son
invariablemente perennes y a veces poseen otros mecanismos de reproduccion

asexual, tales como estolones o rizomas (Bicknell y Koltunow 2004).

Importancia de la Apomixis en la Agricultura

A pesar de su amplia distribucién en las plantas con flor, la apomixis no esta
presente en muchas especies de interés agronémico, a excepcion de varias
gramineas forrajeras, la mandioca, la manzana, los citrus, el mango y las fresas
(Ortiz y Pessino 2002). Si el caracter pudiese ser transferido a especies de amplio
cultivo como el maiz y el arroz, representaria una herramienta de enorme
impacto en la producciéon de alimentos, ya que podria ser utilizado para la
estabilizacion de genotipos superiores, la fijacién de combinaciones hibridas y
su multiplicacién por semillas (Vielle-Calzada et al. 1996a). En teoria cualquier
arreglo genético que lleve los factores determinantes de la apomixis podria ser
mantenido y multiplicado como una réplica exacta por innumerables
generaciones via semillas. La perspectiva de clonar genotipos superiores
hibridos podria representar una ayuda importante para los productores
agropecuarios de los paises en desarrollo, permitiéndoles sostener altos
rendimientos afio tras afio usando parte de las semillas cosechadas sin pérdidas
en la produccién debidas a la segregacion de caracteres y la depresion por
endogamia. Entre otras ventajas, la expresion de la apomixis reduciria al
minimo el aislamiento fisico requerido para preservar lineas genéticas
homocigotas. Nuevos hibridos interespecificos e intergenéricos podrian ser
obtenidos y propagados facilmente, permitiendo el desarrollo de genotipos

mejor adaptados a los distintos ambientes. Asimismo podria facilitarse el uso de
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transformantes considerando que una planta transgénica apomictica fijaria
inmediatamente el nuevo caracter y se convertiria en un cultivar luego de su

multiplicacién (Vielle-Calzada et al. 1996a).

Distintos mecanismos de Apomixis

Los procesos apomicticos eluden la ruta sexual evitando la reduccion meidtica y
la fecundacién de la ovocélula. Debido a esto la ovocélula desarrolla un embrion
que contiene exactamente el mismo genotipo de la planta que lo origina (Nogler
1984a). Estos mecanismos por los que se obtienen embriones asexuales pueden
dividirse en tres: diplospéricos, apospéricos y embrionia adventicia (Fig. 1.1).
Los dos primeros se denominan conjuntamente apomixis gametofitica. Estos
mecanismos apomicticos difieren en el tiempo en que se inician en el desarrollo
del 6vulo en relacién a un proceso sexual tipico. Tanto la diplosporia como la
aposporia son procesos que se inician muy temprano en el desarrollo del 6vulo,
esto ocurre en el momento de la diferenciacion de la célula madre de la
megéspora (CMM) en el mecanismo diplospérico y luego de la diferenciacién de
dicha célula en la aposporia. Diplosporia y aposporia resultan en la formacion
de un saco embrionario sin reduccién meiética y el embrién se desarrolla a
partir de una ovocélula que se encuentra dentro de dicho megagametofito no
reducido. Al contrario, la embriogénesis adventicia, también denominada
apomixis esporofitica, es iniciada tardiamente en el desarrollo del 6vulo y
usualmente ocurre en 6vulos maduros. Los embriones somaéticos se originan
directamente a partir de células de la nucela o de los tegumentos del 6vulo, sin
que se forme un saco embrionario (Koltunow et al. 1995). Se desconocen los
mecanismos moleculares y fisiol6gicos por los cuales se determina el destino de
estas células para que se transformen en iniciales embrionarias (Koltunow 1993).
Las células nucelares iniciales son similares a la ovocélula en cuanto al potencial
de desarrollo pero no estdn contenidas en una estructura de megagametofito,

sino que estdn adyacentes a un saco embrionario meiético (de tipo sexual) y
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rodeadas por otras células nucelares. Las células nucelares iniciales destinadas a
formar embriones son morfolégicamente distinguibles de las otras células
nucelares por tener un nucleo grande y un citoplasma denso. Esta forma de
apomixis es tipica en los citricos, los cuales representan un sistema modelo para

estudiar el proceso (Koltunow 1993).

Aunque en la apomixis no se produce meiosis en la megaspora, si existe en la
microspora, es decir que los granos de polen de las plantas apomicticas son
reducidos (n). Este polen es funcional y necesario en la gran mayoria de las
plantas apomicticas, ya que aunque el embrién desarrolla sin fertilizacion, la
formacion del endosperma requiere en la mayoria de los casos de la unién de los
nudcleos polares del saco embrionario con uno de los ntcleos espermaticos

aportado por el grano de polen, proceso que se lo denomina pseudogamia

(Koltunow 1993).
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a Reproduccion sexual
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Figura I.1: Diferencias entre la reproduccion sexual, diplospérica, apospoérica y embriogénesis
adventicia. Los 6valos en gris representan el tejido nucelar dentro del 6vulo. a) En un proceso
sexual tipico una célula dentro de la nucela se convierte en la célula madre de la megaspora
(CMM). Esta célula experimenta meiosis y cada una de las cuatro megasporas resultantes, tres
de las cuales degeneran, reducen el nimero de cromosomas al estado haploide (n). La
megaspora funcional luego de tres mitosis forma el saco embrionario compuesto de siete células
y ocho nucleos (la célula central es binucleada). La doble fertilizacion de la ovocélula y la célula
central por dos células espermdticas dan como resultado la formacién del zigoto 2 n y el
endosperma 3 n. b) En diplosporia, hay una falla en la meiosis de la CMM y por mitosis forma
un saco embrionario no reducido. c) En aposporia la meiosis de la CMM puede completarse y
las iniciales de la aposporia (IA) se desarrollan de células somaticas nucelares que rodean a la
CMM. d) En la embriogénesis adventicia los embriones se desarrollan a partir de células
nucelares pero estas no forman un saco embrionario. Tanto en diplosporia como aposporia la
formacion del endosperma requiere de la fertilizacién de los nicleos polares (célula central) por
un nucleo espermatico aportado por el grano de polen (pseudogamia). En otros casos el
endosperma puede desarrollarse “sin fertilizacién” de forma auténoma. (Adaptado de Ozias-
Akins y van Dijk 2007).
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Genética de la apomixis

Los primeros estudios acerca de la apomixis indicaban que era un caracter
heredable, pero no se conocian los genes o mecanismos involucrados
(Gustafsson 1946). El hecho de que el caracter apomixis no esta presente en
muchas especies de interés agronémico, a excepciéon de varias gramineas
forrajeras (Bicknell y Koltunow 2004), ha llevado a que la mayoria de los
estudios genéticos sobre el mismo deban ser realizados en especies silvestres
altamente heterocigotas y poco caracterizadas genéticamente. Existen varios
modelos que intentan explicar la herencia de la apomixis en diversas especies
(Sherwood et al. 1994, Savidan 2000). En el caso particular de las gramineas las
hipétesis més aceptadas se basan en la existencia de uno o unos pocos genes
ligados y co-adaptados de herencia simple (Savidan 2000). Una de las
principales observaciones de los ultimos afios en los estudios de mapeo
genético es que la region genémica vinculada a la formacién de gametéfitos no
reducidos (apomeiosis) es normalmente pobre en recombinacién (Bicknell y
Koltunow 2004, Vijverberg et al. 2004). Se detectaron marcadores moleculares
ligados a la apomixis en hibridos de maiz-Tripsacum, Brachiaria, Pennisetum y P.
notatum (Ortiz y Pessino 2002, Martinez et al. 2003). En el caso de la aposporia,
los marcadores identificados parecen encontrarse asociados definiendo una
region genémica especifica (ASGR, apospory-specific genomic region) que
muestra una alta restriccién a la recombinacién y esta asociada a un efecto
pleiotrépico letal o ligada a un alelo con letalidad parcial que afecta a los
gametos masculinos (Ozias Akins et al. 1998, Pupilli et al. 2001, Martinez et al.
2003). Esta region se ha identificado y caracterizado en especies como:
Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al. 1998, Goel et al. 2003, Akiyama et al.
2004), Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al. 1998), Paspalum simplex (Pupilli et
al. 2001, Pupilli et al. 2004) y P. notatum (Stein et al. 2007). En el caso especial de
P. notatum, los estudios realizados hasta el presente indican que la aposporia

estd determinada por un locus simple dominante (apo-locus) con fuerte
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distorsiéon de la segregacion (Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004, Stein et al.
2007). Se ha demostrado que la diplosporia se encuentra controlada por un
locus simple en Tripsacum (Leblanc et al. 1995) y se han detectado marcadores
ligados al mismo (Leblanc et al. 1995, Grimanelli et al. 1998). Estos mismos
marcadores fueron mapeados en una poblacion sexual diploide y se localizaron
en un segmento que demostré colinearidad con un sector homeélogo del
genoma de maiz correspondiente al cromosoma 6L (duplicado en los
cromosoma 3L y 8L) (Grimanelli et al. 1998). En Erigeron annuus la diplosporia y
la partenogénesis se encuentran controladas por genes independientes (Noyes y
Rieseberg 2000). En Taraxacum, estudios recientes mostraron que varios
elementos independientes (apomeiosis, partenogénesis y desarrollo auténomo
del endosperma) controlan la diplosporia (Zavesky et al. 2007). Dado que no
existe una correspondencia entre los marcadores moleculares de RFLPs que han
sido asociados a la aposporia y a la diplosporia (Leblanc et al. 1995, Pessino et al.
1997, Pupilli et al. 2001, Pupilli et al. 2004), los resultados hasta el momento
parecen indicar que ambas formas de apomixis estin gobernadas por genes

diferentes (Grimanelli et al. 2001a).

Estudios citoembriolégicos han revelado que la diplosporia esta caracterizada
por una alteracion en el tiempo de desarrollo de la esporogénesis y del embrion
(Grimanelli et al. 2003). Las plantas que exhiben este modo reproductivo
muestran un fenotipo heterocrénico, resultado de una alteraciéon temporal en la

progresion del proceso sexual (Grimanelli et al. 2003).

Es interesante el caso de una raza pentaploide de Paspalum minus donde
aparecen simultdneamente procesos apospoéricos y diplospoéricos en el mismo
6vulo (Bonilla y Quarin 1997). Otro caso particular es el de la orquidea
australiana C. apostasioides. En ella la célula madre de la megdspora central
presenta apomixis diplospdrica, mientras que en la nucela o el tegumento se

forman embriones adicionales por apomixis esporofitica (Sorensen et al. 2009).
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En Paspalum se observé que la proporciéon de segregacion entre individuos
apomicticos y sexuales era 1:2,8 (Martinez et al. 2001). Si se supone un gen
mayor dominante para el cardcter, la madre sexual se supone que debe ser de
genotipo aaaa, mientras que el menor dosaje génico posible para un padre
apomictico deberia tener el genotipo Aaaa. La segregaciéon apomictico/sexual
esperada en la progenie seria 1:1 (50% apo - 50% sex). La proporcion observada
implica una distorsion en la relacion de segregacion, la que probablemente se
encuentre asociada a un efecto pleiotrépico letal con penetrancia incompleta o a
un factor letal parcial ligado que afecta a los gametos masculinos (Martinez et al.
2001). Estos estudios permitieron determinar que la aposporia se comporta
como un caracter simple dominante y se transmite a la progenie de manera no-
mendeliana. La distorsion en la segregacion del caracter también se observé en
la segregacion de un grupo de marcadores moleculares vinculados a la

aposporia (Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004).

En relacion a Eragrostis, al analizar las pruebas de progenie realizadas por Voigt
et al. (Voigt y Bashaw 1972, Voigt y Burson 1992) y considerando apomicticas a
todas las plantas que expresan este caracter, aunque sea en un bajo nivel, se
observa que la proporcién de progenie apomictica vs sexual es de 96/56, lo que
representa una proporcién apomictico/sexual de 1,7/1. Estos autores, clasifican
a las plantas en sexuales, apomicticas e intermedias. Con esta clasificacion
formulan un modelo de un gen dominante regulando la expresién del caracter
(proporcion 1/1,4). Sin embargo, como se estableciera posteriormente (Savidan
2000), toda planta que tenga, aunque sea un solo saco apomictico, debe ser
considerada apomictica. En funcién de estas consideraciones, el modelo que
mejor explicara los resultados de Voigt et al. es el de dos genes independientes
con efecto epistético (poporcién 9/7 si es diploide y 2/1 para un tetraploide,
como es el caso del pasto llorén) (Zappacosta 2009). Cabe recordar, como se
mencionara previamente, que varios trabajos actuales sefialan que la apomixis

podria estar especificada por dos o mas loci independientes.
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Denominando los dos supuestos genes como D y P, las plantas apomicticas
tendrian la constituciéon genética D---P---, asumiendo que son poliploides.
Todas las demds combinaciones (D---pppp, ddddP--- y ddddpppp) serian
sexuales. O sea que se necesitan las dos regiones dominantes, en al menos una
dosis, para que las plantas expresen la apomixis. El producto del cruzamiento
entre una madre sexual aaaabbbb y un padre apomictico DDddPPpp daria una

progenie compuesta de la siguiente manera:

Gametas del padre apomictico:

O)' 1/6 PP 4/6 Pp 1/6 pp
1/6 DD 1/36 DDPP (apo) 4/36 DDPp (apo) 1/36DDpp (sex)
4/6 Dd 4/36 DAPP (apo) 16/36 DdPp (apo) 4/36Ddpp (sex)
1/6dd 1/36 ddPP (sex) 4/36 ddPp (sex) 1/36 ddpp (sex)

El parental femenino s6lo daria gametas del tipo ddpp. Por lo tanto, el producto

del cruzamiento seria:

1/36 DDddPPpp (apo) 4/36 DDddPppp (apo) 1/36 DDddpppp (sex)
4/36 DAdddPPpp (apo) 16/36 DdddPppp (apo) 4/36 Ddddpppp (sex)
1/36 ddddPPpp (sex) 4/36 ddddPppp (sex) 1/36 ddddpppp (sex)

La progenie presenta una proporcién apomictico/sexual de 25/11, que es casi

2/1.
Estos resultados respaldarian la hip6tesis de dos genes controlando la apomixis

en pasto lloron. Sin embargo falta la evidencia experimental para confirmar el

modelo propuesto. Actualmente en nuestro grupo de trabajo se estan
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realizando los cruzamientos para poder corroborar si esta hipétesis planteada

es correcta.

Apomixis y expresion de genes

Como se mencionara anteriormente, la existencia de una regién de muy baja
recombinacion donde se encuentra el locus relacionado con la apomixis
dificulta el clonado del/los disparadores de este caracter mediante estrategias
de genética directa (clonado posicional basado en el mapa). En estas
condiciones, los andlisis del transcriptoma y las técnicas de genética reversa
cobran particular relevancia y pueden constituir la forma més sencilla de
identificar los genes que gobiernan este caracter. Ademads, el mapeo de las
secuencias derivadas de los experimentos de expresiéon podria contribuir a la
deteccion de los candidatos ubicados en el apo-locus, que intervendrian en la

determinacién genética de la apomixis.

Actualmente varios grupos de investigacion se encuentran trabajando en la
identificacion de los genes involucrados en el control de este caracter. A partir
de estos estudios de expresion diferencial se han aislado varios transcriptos de
ARNm asociados al caracter apomixis. Vielle-Calzada et al. (1996b) fueron los
pioneros en realizar perfilados del transcriptoma en plantas apomicticas y
sexuales. Informaron que un gen (Pcs-2 se expresa s6lo en ovarios sexuales
mientras otros dos (Pca-2 y Pca-3) lo hacen exclusivamente en ovarios
apomicticos de buffelgrass (Pennisetum ciliare) conteniendo gametofitos
femeninos celularizados. Estos transcriptos no presentaron homologias con
genes incluidos en las bases de datos. Chen et al. (1999) informaron la expresién
de asg1 (gen especifico de la apomixis 1) en primordios florales de una accesiéon
apomictica de guineagrass (Panicum maximum) asociada temporalmente con la
aparicion de las células iniciales de la aposporia. La secuencia de asg1 es similar

a varios genes especificos de la semilla o el embrion de diferentes especies
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vegetales, entre ellos rd22 (un gen expresado en semillas e inducido por sequia
en A. thaliana), grp (un gen que codifica una proteina rica en glicina de la pared
celular de ovarios de Phaseolus vulgaris), usp (un gen que codifica a una proteina
de semilla de Vicia fava) plygl (un gen que codifica a un precursor de la cadena
beta de poligalacturonasa de Lycopersicum esculentum) y adrép (un gen regulado
negativamente por auxina de Glycine max). La homologia de secuencia con
todos estos genes es altamente significativa por lo que los autores interpretaron
que asgl podria cumplir una funcién nueva dentro del complejo de formacion
del embrién y la semilla, relacionada con la aparicion de las iniciales de la
aposporia. Por otro lado, Pessino et al. (2001) compararon la expresiéon de genes
en flores de genotipos sexuales y apomicticos de Paspalum notatum e
identificaron el gen arpl, que es homoélogo a la kinesina katD de A. thaliana.
KatD es una proteina motora del citoesqueleto que se expresa exclusivamente
en tejido floral y cuya funcién no esta aan definida. En otro trabajo, Rodrigues
et al. (2003) identificaron 6 genes de expresion diferencial en ovarios de plantas
apomicticas y sexuales de Brachiaria brizantha, los cuales poseen similtud con
genes que codifican para la miosina, una exonucleasa de la superfamilia RecB,
una quinasa MAP, una acuaporina, un factor translocador de proteinas y la

proteina ribosomal 60S.

Mas recientemente, una caracterizacion total del transcriptoma fue completado
para la especie aposporica Poa pratensis (Albertini et al. 2004, 2005) .En este
trabajo fueron aislados 55 genes de expresion diferencial a partir de flores de
genotipos sexuales y apospoéricos de Poa pratensis. Entre los genes aislados por
Albertini et al. (2004, 2005) se encuentra la kinesina que ya habia sido informada
en Paspalum (Pessino et al. 2001) y otros genes relacionados con la recepcién y
transduccion de sefiales hormonales y el control de la estructura del
citoesqueleto. Asimismo, al menos dos de los genes aislados por Albertini et al.

(2004) son idénticos a genes cuya expresion es afectada en inflorescencias por el
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nivel de ploidia (Martelotto et al. 2005), y la mayoria de ellos coincide en

funciones con los informados por Laspina et al. (2008) y Laspina (2009).

Laspina (2009) realiz6 un analisis de display diferencial en inflorescencias
inmaduras de genotipos tetraploides sexuales y apomicticos apospdricos,
seguido por validaciones por PCR en tiempo real. El anélisis de alrededor de
~10000 transcriptos resulté en la identificaciéon de 65 genes tnicos expresados
diferencialmente en ambos tipos de plantas. Las secuencias identificadas fueron
asignadas sistematicamente a las diferentes rutas metabdlicas y vias
moleculares generales de A. thaliana utilizando el programa Mapman. Mientras
varias de las secuencias diferencialmente expresadas parecieron corresponder a
una cascada de transduccién de sefiales de tipo ERK (Receptor Extracelular tipo
Kinasa), otras resultaron asociadas con una variedad de procesos biol6égicos
centrales de la célula, como el control del ciclo celular, el recambio de proteinas,
la sefalizaciéon intercelular, la actividad de transposones, la regulacién
transcripcional y la biosintesis mediada por el reticulo endopldsmico. Un
analisis de mapeo in silico en el genoma de Oryza sativa, revelé que un grupo
numeroso de genes silenciados en el genotipo apomictico se localizaba en los
extremos distales de ambos brazos del cromosoma 2 de esa especie. Un
subgrupo particular de 5 de estos genes agrupaba en un area particular del
cromosoma 2 de arroz que es sinténica con la regién que gobierna la aposporia
en Paspalum notatum y Brachiaria brizantha, segin estudios previamente
realizados por otros investigadores (Pessino et al. 1997, 1998, Pupilli et al. 2001,
Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004). Esta auotora tambien realizo estudios de
mapeo genético en P. notatum para 2 de los 5 genes mencionados,
demostrandose que ambos estaban genéticamente ligados a la apomixis en la
especie. Al menos seis (6) genes previamente asociados con la respuesta del
transcriptoma a los cambios de ploidia fueron identificados entre aquellos

expresados diferencialmente entre plantas apomicticas y sexuales de P. notatum.
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También se caracteriz6 la expresion diferencial de genes en especies
diplospéricas de Boechera (Brasicaceae) (Boechera microphylla y B. lignifera
apomicticas, y B. formosa, sexual) (Dwivedi et al. 2008). En este trabajo, se
detectaron 4500 genes diferencialmente expresados utilizando microarreglos.
Entre los genes identificados se encuentran algunos relacionados con la
organizacion de la estructura del genoma como genes del grupo polycomb
(PcG) y factores de transcripciéon de tipo MADS box. Los autores postularon
que los genes del grupo PcG, sobreexpresados en plantas apomicticas, podrian
estar produciendo la alteracion en la expresion de los genes de tipo MADS box,

concluyendo en el desarrollo de apomixis (Dwivedi et al. 2008).

Otros estudios de mucha importancia para la elucidaciéon de las bases
moleculares de la apomixis informaron la caracterizacion de mutantes en las
especies modelo, que sin ser apomicticas, presentaron fenotipos similares a
algunas etapas particulares de su desarrollo. Entre ellas debemos citar: 1) las
mutantes partenogenéticas fie, fis, fis2, medea y medicis de Arabidopsis thaliana
(revisado en Guitton et al. 2004); 2) la mutante apomei6tica dyad de Arabidopsis
thaliana (Ravi et al. 2008); 3) una mutante LRR de arroz que da origen a células
andlogas a las iniciales de aposporia (Bennet 2007) y 4) la mutante embriogénica
somatica SERK de zanahoria (Schmidt et al. 1997). Particularmente en el caso de
la interesante mutante apomeiética dyad de A. thaliana, se ha confirmado que la
inactivacion de un gen responsable de la cohesion de las crométides hermanas y
organizacion del centrémero durante la meiosis de células germinales
(DYAD/SWITCHL1) es capaz de generar el fenémeno de apomeiosis en dichas
células, llevando luego de la fertilizacién por polen y a la producciéon de
hibridos BIII (Ravi et al. 2008). La baja tasa de produccién de sacos no reducidos
y la ausencia de partenogénesis en esta mutante es un indicador mas (entre
muchos otros no comentados aqui) de que aunque la regién gendmica que
controla el caricter es tnica, hay mds de un gen o quizds una condiciéon

epigenética compleja involucradas en la regulacién de la apomixis (Ravi et al.
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2008). Prueba de este tipo de regulacion epigenética es lo estudiado por
Olmedo-Monfil et al. (2009), quienes descubrieron una proteina de interacciéon
con micro ARNs (TELAMON) que controla la gametogénesis femenina
restringiendo la diferenciacion de las células precursoras de las gametas. La
mutacion en TELAMON da una diferenciacién anormal de estas células
precursoras de la gameta femenina, que les permite iniciar la gametogénesis
originando un gametofito femenino, siendo este fenotipo una reminiscencia de
la apomixis aposporica. Parece ser que TELAMON se expresa en las células
somaticas acompafiantes pero no en el linaje gamético. Dentro del 6vulo,
TELAMON interacttia preferencialmente con micro ARNs derivados de
elementos repetitivos y su actividad es necesaria para un silenciamiento
postranscripcional de los mismos dentro del gamentofito femenino. Estos
resultados indican que la regulacién via silenciamiento por pequefios ARNs es
crucial para el destino celular dentro del 6vulo de Arabidopsis y muestra la
posibilidad de una regulaciéon epigenética del control de la sexualidad y la

apomixis en las angiospermas.

Otro trabajo que busca modificar los mecanismos involucrados en el proceso
sexual con el fin de que a través de la manipulaciéon de los mismo se pueda
cambiar el modo reproductivo de sexualidad a apomixis es el realizado por
Spillane et al. (2004). En Arabidopsis thaliana identificaron un gen (Ods-1) que
controla la entrada en la segunda divisién meiotica. Se combinaron mutaciones
de este gen con otras dos mutaciones, una elimina la recombinacion y el
apareamiento cromosémico (Atspol 1-1) y la otra modifica la segregacién de las
cromatidas (Atrec§). La combinaciéon de la mutacion en los genes Atspol 1-1,
Atrec§ y ODS-1 permitié obtener una mutante denominada MiMe (del inglés
mitosis instead of meiosis) en la cual la meiosis es completamente reemplazada
por mitosis sin afectar los mecanismos siguientes del proceso sexual. En
consecuencia, este genotipo produce gametos masculinos y femeninos diploides

viables (d"Erfurth et al. 2009). Este trabajo es de gran interés ya que, como el
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trabajo de Ravi et al. (2008), demuestra que se puede provocar la apomeiosis en
plantas. A pesar de que para que un individuo se reproduzca por apomixis
ademdas de la apomeiosis debe haber partenogénesis y desarrollo del
endosperma, estos trabajos son un paso muy importante para el entendimiento

del proceso apomictico.

Poliploidia

La poliploidia se puede definir como la existencia de méas de dos complementos
gendmicos completos en el nacleo celular. La poliploidizacién es habitual en el
reino vegetal y es el mejor instrumento conocido que resulta en la evolucién de
los genomas. Se estima que en angiospermas la proporcién de especies
poliploides es de aproximadamente el 70% (Masterson 1994). Sin embargo,
investigaciones recientes han revelado que muchas especies de plantas
diploides poseen origenes poliploides (Gaut y Doebley 1997, Blanc y Wolfe
2004b, Paterson et al. 2004, Yu et al. 2005, Cui et al. 2006), demostrando la
frecuencia de la poliploidia a lo largo de la historia de las plantas. Esta
ubicuidad de la poliploidia implica que ésta debe conferir ventajas selectivas
sobre la diploidia, las cuales son, de hecho evidentes, ya que se manifiestan a
menudo como aumento del vigor de los fenotipos poliploides, aumento de la
resistencia a la sequia, la aparicion de apomixis, resistencia a plagas y
enfermedades, cambios en el tiempo de floracién, en el tamafio de 6érganos y en
la proporcion de biomasa (Osborn et al. 2003, Leitch y Bennett 1997, Adams et al.
2003, Blanc y Wolfe 2004a, Adams y Wendel 2005, Comai 2005, Chen y Ni 2006,
Udall y Wendel 2006).

Los nuevos poliploides pueden originarse por reproduccién sexual, si estdn
involucradas gametas 21, o mediante duplicacion somaética de cromosomas.
Tradicionalmente se consideran dos formas de poliploidia: la alopoliploidia (alo =

distinto) y la autopoliploidia (auto = propio). Estos términos describirian el grado
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de homologia entre los genomas duplicados que forman los poliploides. Los
alopoliploides estarian formados por la reunién de al menos dos genomas
divergentes en el mismo ntcleo y serian originados a partir de hibridizacion
entre especies distintas. Los autopoliploides, en cambio, tendrian
complementos gendémicos (casi) idénticos y tipicamente se originarian a partir
de hibridizacién intra-especifica o auto-fertilizaciéon a partir de gametas 2n o
por duplicacién somatica de sus cromosomas. Los alo y autopoliploides han
sido reconocidos habitualmente por el modo de apareamiento y herencia de sus
cromosomas. Los alopoliploides se distinguirian por mostrar apareamiento
bivalente y herencia disémica, mientras los autopoliploides exhibirian
apareamiento multivalente y herencia polisémica (Stupar et al. 2007). Sin
embargo esta clasificaciéon en alopoliploides y autopoliploides es por demas
simplista, ya que en la naturaleza existen numerosos casos intermedios donde
algunos sectores del genoma divergen mdas que otros, y donde aparecen
comportamientos mixtos entre herencia polisémica y disémica. A estos casos se
los ha de llamar “alopoliploides segmentales”, “autoalopoliploides” y otras
denominaciones, de acuerdo a cudl se cree que es el origen del poliploide

(Ramsey y Schenke 2001).

Diversos estudios han demostrado que la poliploidizacién involucra un estrés o
choque genémico que afecta la estructura del genoma a través de la ganancia y
eliminacién de secuencias (Osborn et al. 2003). Esto estaria relacionado a un
fenémeno general de estabilizacion del nuevo poliploide. La evidencia general
apunta a la presencia de una mezcla entre eventos genéticos y epigenéticos que
incluirian el rearreglo del genoma, la modulacién de la actividad de
retrotransposones y el silenciamiento de genes que se encontrarfa afectando al

recién formado poliploide (Pessino y Martelotto 2006).

En alopoliploides resintetizados de especies de Brassica (Song et al. 1995) y trigo

(Ozkan et al. 2001, Liu et al. 1998) se informé que ocurren cambios genéticos
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grandes y rapidos luego de la poliploidizacién. Estos cambios estarian
acompafiados de reestructuraciones epigenéticas y de cambios en la expresion
de genes. Se han detectado varios mecanismos involucrados en estos cambios
rapidos, entre ellos la activaciéon de transposones (Kashkush et al. 2003) y la
recombinacién homeodloga no reciproca (Gaeta et al. 2007). En general, los
estudios realizados hasta el momento indican que la rapida deleciéon de
secuencias es la mayor causa de variacion del genoma en alopoliploides
sintéticos de trigo (Ozkan et al. 2002). La eliminacién pareceria ser no al azar y
altamente reproducible y la direcciéon del cambio estaria determinada por la

combinacion de los anfiploides (Shaked et al. 2001).

En autopoliploides también se demostré la ocurrencia de cambios genémicos
rapidos luego de la poliploidizacién. En un trabajo realizado en los materiales
utilzados para esta tesis se informaron polimorfismos genéticos ante cambios de
ploidia (Mecchia et al. 2007). Mas adelante se detallan estos materiale, pero en
resumen se trata de una serie de plantas de Eragrostis curvula donde se alter6 la
ploidia, de tipo “4x-2x-4x”, que consiste en un tetraploide natural (T), su
derivado dihaploide (D) (obtenido por cultivo de tejidos), y dos tetraploides (C
y M) obtenidos por tratamiento con colchicina a partir del dihaploide. Un 28%
de los loci detectados demostraron polimorfismos durante los eventos de
poliploidizacién. Curiosamente, la mayoria de los polimorfismos fueron del
tipo “revertiente”, donde un perfil especifico de bandeo fue caracteristico de un
nivel de ploidia dado. La reversion representaria un proceso especifico, ya que
sorprendentemente la mayoria de las modificaciones totales (90,85%) fue
completamente reproducible y reversible. Esto implicé que las formas alélicas
del progenitor perdidas durante la dihaploidizacién fueron luego recuperadas
al restaurar el nivel de ploidia original (Mecchia et al. 2007). Por otra parte,
Martelotto et al. (2007), analizaron la respuesta del genoma a la poliploidizacion
utilizando un sistema de P. notatum, formado por un genotipo diploide y su

colchiploide (autotetraploide) derivado. Alrededor del 9,55% de las bandas
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resultaron polimoérficas entre los genotipos de P. notatum. La frecuencia de
pérdida de marcadores para el genotipo tetraploide (1/0: 83,16%) fue
significativamente mds alta que la frecuencia de bandas ganadas por el mismo
(0/1: 16,84%). La btasqueda de homologias en bases de datos indicé que las
secuencias polimorficas involucrarian sectores no codificantes y varias veces
repetidos en localizaciéon en el genoma de arroz (de 9 a 11 veces). Estas
alteraciones genéticas serfian inmediatamente seguidas por un re-arreglo parcial
del transcriptoma. Ademas, los datos informados por Martelotto et al. (2007),
sugieren que el incremento en el nivel de ploidia daria como resultado una

alteracion de las secuencias en regiones metiladas.

La frecuente pérdida de bandas observada durante la poliploidizacion,
inicialmente sugiere que al menos un ndmero consistente de modificaciones
genéticas podrian involucrar eliminacién de secuencias. Una explicaciéon
alternativa podria ser la insercién de novo de elementos repetitivos en tandem,

que serian movilizados por un evento de “choque o estrés genémico”.

La duplicaciéon de los genomas, tanto en alo como autopoliploides, afecta el
namero de copias de los genes (Wendel 2000). La cantidad de producto
expresado es a menudo critica para el correcto funcionamiento celular y, con
todos los genes en mayor ntimero de copias, se veria alterada de diversas
maneras la compleja red regulatoria (Kellog 2003). Se ha demostrado que el
cambio de ploidia podria afectar el silenciamiento de transgenes en Arabidopsis
(Mittelsten-Scheid et al. 1996). Se han realizado varios estudios de la respuesta
del transcriptoma a los cambios en el nivel de ploidia. Mediante andlisis de
expresion se han informado cambios epigenéticos y silenciamiento de genes en
un alotetraploide de Arabidopsis thaliana (Comai et al. 2000, Lee y Chen 2001).
También en trigo se analizaron los eventos que afectan la estructura de los
genes y la expresion en los estadios tempranos de la alopoliploidia, donde pudo

observarse una rapida pérdida de genes, tanto en hibridos intergenéricos de la
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F1 como luego de la duplicaciéon de los cromosomas, silenciamiento de genes,
asociado en parte con la metilacién de citosinas, y activacién transcripcional de

retroelementos (Kashkush et al. 2002).

En Paspalum notatum se realiz6é un analisis completo del transcriptoma de la flor
utilizando la técnica de display diferencial, donde se compararon citotipos
diploides y sus derivados tetraploides (Martelotto et al. 2005). Luego de un
andlisis exhaustivo, se encontraron genes diferencialmente expresados
relacionados con la modificaciéon de la estructura del ADN/cromatina, la
regulacion de la transcripciéon, protedlisis, plegamiento de proteinas,

metabolismo de lipidos y carbohidratos y transduccion de sefales.

Un estudio de los patrones de expresion en la especie Solanum phureja,
utilizando una serie isogénica 1x - 2x - 4x, permiti6é determinar que alrededor de
un 10 % de los genes evaluados (de un total de ~9000) mostraba alteraciones en
su expresion luego del cambio de ploidia, concluyendo que los autopoliploides
recién sintetizados de papa sufririan mucho menos cambios en la expresiéon de
genes que los alopoliploides, ya que poseen duplicados los alelos de una misma
especie (Stupar et al. 2007). Sin embargo este 10 % es suficiente para explicar los
cambios dramaticos en el fenotipo que se observan en algunas especies al

autopoliploidizarlas (Quarin et al. 2001).

Poliploidia y su relacion con la apomixis

El hecho de que la apomixis gametofitica se exprese principalmente en
individuos poliploides complica més la caracterizaciéon del control genético de
este caracter. Es comtn que dentro de un mismo género (y a veces también
dentro de una misma especie) se puedan encontrar individuos diploides que
son sexuales, mientras que los poliploides tienden a reproducirse a traves de

apomixis gametofitica (Pessino et al. 1999). En general, las especies apomicticas
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forman complejos agdmicos o grupos en los cuales biotipos sexuales y
apomicticos se encuentran a distintos niveles de ploidia. En la mayoria de los
casos, los citotipos diploides son sexuales y los poliploides son apomicticos. Por
esto, salvo raras excepciones, la apomixis gametofitica se encuentra siempre
asociada a la poliploidia (Quarin 1992, Savidan 2000). Se considera que estos
complejos agamicos son estructuras reproductivas complejas y evolucionadas
donde la sexualidad permite la generacion de nuevos genotipos y la apomixis la
propagacion clonal muy eficiente de las combinaciones geneticas superiores.
Daurelio et al. (2004) presenta evidencias que sugieren que la diversidad
generada a niveles de ploidia bajos puede ser impulsada hacia los niveles

poliploides por eventos sucesivos de hibridaciones 2n+n.

Los estudios pioneros de Nogler (1982) en Ranunculus auricomus demostraron
que individuos diploides obtenidos por desarrollo partenogenético de
ovocélulas reducidas de tetraploides apomicticos o por cultivo de anteras
(dihaploides), eran capaces de reproducirse por apomixis. Resultados similares
fueron obtenidos también en otras especies (Bicknell 1997, Kojima y Nagato
1997). Sin embargo, la presencia de apomixis gametofitica en diploides ha sido
verificada en muy pocas especies en la naturaleza. Algunos ejemplos de
apomixis gametofitica en estado diploide han sido reportados para algunas
especies de los géneros Paspalum (Norrmann et al. 1989), Potentilla (Asker y
Jerling 1992), Boechera (Kantama et al. 2007) y Brachiaria (Naumova et al. 1999).
En dichos trabajos se encontraron sacos apomeiéticos, aunque no se habria
recobrado ninguna semilla proveniente de apomixis en estos diploides
(Naumova et al. 1999). Estudios realizados por Bicknell et al. (2000) en Hieracium
piloselloides indicaron que la apomixis podia trasmitirse tanto por gametas
haploides como diploides, pero la existencia de una letalidad post-cigética
causaria la ausencia de apomixis a nivel diploide. Sin embargo, recientemente,
Siena et al. (2008) realizaron un estudio en la especie Paspalum rufum y

demostraron la existencia de sacos apospoéricos funcionales en 6vulos de esta
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especie a nivel diploide. Estas observaciones estarian confirmando la existencia
de potencial apomictico en el estado diploide, afirmando que el/los factor/es
responsables de la aposporia estaria/n ocasionalmente expresdndose a este
nivel de ploidia. En el trabajo de Siena et al. (2008), de un total de 95 plantas de
una F1 generada a partir de autopolinizaciéon de un individuo diploide de
P.rufum que posefa algunos sacos apospdricos, se obtuvieron 5 plantas con
marcadores moleculares idénticos a los de la planta madre. Por otra parte, en
cruzamientos con otros genotipos no se obtuvo ninguna progenie materna. Esto
sugiere que el individuo de origen funcionaria generalmente de manera sexual
cuando se encontrara disponible una fuente de polen diferente, pero admitiria
una frecuencia promedio de agamospermia de aproximadamente un 7,3% en

las autopolinizaciones.

Como se puede apreciar, ain no se han elucidado las bases genéticas de la
relaciéon entre la apomixis gametofitica y los niveles de ploidia, pero se han
propuesto dos modelos posibles para tratar de explicarla. Uno de ellos es el
modelo de la “regulacién por ploidia” (Quarin et al. 2001), esta hipétesis postula
que los alelos de algunos genes involucrados directa o indirectamente en la
reproduccién se expresan diferencialmente dependiendo del nivel de ploidia.
Segun esta hipétesis, aun cuando el alelo determinante de la apomixis (A) esté
presente a nivel diploide, el mismo no puede expresarse en forma efectiva, ya
que para ello se requiere de la existencia de un “entorno” poliploide. Nada
parece indicar que el alelo A se requiera en mas de una dosis, de hecho esta
repetidamente probado que el caracter apomixis es dominante y que plantas
poliploides de constituciéon genética Aaaa son apomicticas. Lo que sucederia es
que simplemente A no puede expresarse a niveles diploides porque: a) esta bajo
el control genético de un locus secundario B, el cual esta regulado por ploidia; o
b) esta él mismo bajo el control de factores genéticos o epigenéticos regulados
por ploidia. Este modelo se basa en los resultados experimentales obtenidos en

P. notatum (Quarin y Bovo 1995, Quarin et al. 2001) y en P. hexastachyum (Quarin
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y Hanna 1980), donde se demostr6 que el/los alelos determinantes de la
apomixis estaban presentes en las plantas sexuales a nivel diploide, sin
embargo, la apomixis s6lo se expres6 en sus contrapartes autotetraploides
obtenidas por duplicacién con colchicina. Por otro lado, el modelo de la
“asincronia” (Carman 1997) postula que la hibridacién de dos ecotipos con
conductas reproductivas divergentes generaria un alopoliploide con expresion
asincronica de los genes especificos de la meiosis y gametogénesis, que
eventualmente conduciria a una expresion ectépica de la gametogénesis sin la
participacion de la meiosis. Sin embargo, Savidan (2000) critica las evidencias
en las que Carman (1997) bas6 el modelo y sugiere que se deberian realizar
nuevos experimentos para generar nuevos hibridos artificiales que expresen la
apomixis y demostrar que el cardcter sea heredable. Sin embargo, un trabajo

realizado recientemente en la especie Boechera holboellii avala este modelo

(Sharbel et al. 2009).

El género Eragrostis

El género Eragrostis es uno de los mas grandes y difundidos de la familia
Gramineae (Poaceae), el msmo estd integrado por mas de 350 especies que se
distribuyen principalmente en las regiones tropicales y templado-calidas de
todo el mundo, especialmente en Africa, lo cual sugiere que ha tenido su origen
en dicho continente. La caracteristica del género es una panoja con numerosas
espiguillas con lemas enteras y glabras (Fig. 1.2). Todas las especies de
Eragrostis, excepto E. walteri (Voigt et al. 2004), poseen anatomia tipo Cs que es
caracteristica de varias especies de plantas herbaceas tropicales que les permite
una mayor eficiencia de fotosintesis en condiciones de alta temperatura. La
mayor concentracion de especies de este género se encuentra en Sudafrica. Las
especies de mayor importancia econémica son la especie objeto de esta tesis,
Eragrostis curvula, y un cereal, Eragrostis tef, originario de Etiopia y destinado a

la alimentacién humana y del ganado a través de la produccién de forraje. Otras
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especies de este género se cultivan también como forrajeras o estan en
experimentaciéon como tales, otras son malezas de relativa importancia en
cultivos estivales, como Eragrostis cilianensis, la gramilla hedionda, de origen
europeo y naturalizada en nuestro pais. Asimismo son de importancia algunas
especies que integran pastizales naturales, tales como Eragrostis lugens en la
Reptblica Argentina, Eragrostis superba en Sudafrica y algunas otras afines a
Eragrostis curvula, que son de origen africano, como Eragrostis chloromelas y
Eragrostis lehmaniana, especies que puede resultar dificil separar de Eragrostis

curvula debido a la existencia de plantas con caracteristicas intermedias.

[ Raquilla primaria
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Figura I.2: a) Detalle de una panoja del género Eragrostis. b) Detalle de una
espiguilla. ¢) Foto de un cultivar de Eragrostis curvula a campo. d) Foto de un
cultivar de Eragrostis curvula en invernaculo.
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Eragrostis curvula (Pasto lloron, weeping lovegrass)

La especie estudiada, Eragrostis curvula (Schrad.) Nees (Fig. 1.2), conocida
vulgarmente como “pasto llorén” o weeping lovegrass (en inglés), es una especie
forrajera que, pertenece a la familia Gramineae (Poaceae), subfamilia
Chloridoideae (Watson y Dallwitz 1992). Esta graminea de origen sudafricano,
es extensamente cultivada en la zona semidrida templada de Argentina,
cubriendo una superficie aproximada de 700.000 hectéreas (Ferndndez et al.
1991). Si bien el cultivo de esta especie se extiende desde Jujuy hasta Rio Negro,
el &rea de mayor concentracién se encuentra abarcando casi la totalidad de la
provincia de San Luis, el sur de la provincia de Cérdoba, el este de la provincia
de La Pampa y el oeste de la provincia de Buenos Aires. En la actualidad solo
en la region pampeana abarca una superficie que alcanza las 500.000 has. La
superficie potencial de expansion del cultivo en la regiéon semidrida templada
de la argentina se estima en no menos de 5.000.000 has, en muchos casos en

forma excluyente (Covas y Cairnie 1991).

E. curvula es una especie morfologicamente diversa (Poverene 1988) que ha sido
dividida en tipos agronémicos (Leigh 1960) y que posee un amplio potencial
genético para mejorar las caracteristicas de resistencia a sequia, frio,
productividad y palatabilidad (Voigt y Oaks 1985, Echenique 1987, Covas 1991).
Desde el punto de vista citogenético se trata de un complejo polimérfico, ya que
es un grupo poliploide (Streetman 1970, Jones et al. 1978) donde la mayoria de
sus miembros se reproducen en forma apomictica (Voigt 1971, Voigt y Bashaw
1972). El nimero basico de cromosomas de la especie es x=10, conteniendo 0,35
pg de ADN por genoma haploide (Bennett y Smith 1976). En principio fue
considerada una especie con sistema de reproduccién apomictico obligado
(Brown y Emery 1958, Leigh 1960), como se observa frecuentemente en
gramineas de clima templado (Streetman 1970), pero luego fueron descriptas

plantas sexuales (Voigt 1971, Voigt y Bashaw 1972) y apomicticas facultativas
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(Voigt y Bashaw 1973, 1976, Brix 1974) lo que indica que el sistema reproductivo
del pasto lloron presenta una complejidad superior a la comprobada
inicialmente. Aparentemente la mayor parte de las lineas serian apomicticas
facultativas con una muy baja frecuencia de reproducciéon sexual (Voigt y
Burson 1983), sin embargo algunos estudios citolégicos y de progenie afirman
la presencia de plantas apomicticas obligadas. La variabilidad reproductiva de

esta especie estaria bajo el control genético (Brix 1974).

La apomixis en Eragrostis

Como se menciona anteriormente, los primeros estudios sobre el sistema
reproductivo del pasto llorén lo describen como apomictico obligado (Brown y
Emery 1958, Leigh 1960). Streetman (1963) estudi6 detalladamente la
reproduccion de E. curvula, E. chloromelas y E. lehmanniana, concluyendo que el
tipo de apomixis presente en estas especies es diplospodrica, con sacos
embrionarios de tipo Antennaria (embrionario no reducido y octanucleado). La
polinizacién es necesaria para la formacién de la semilla, prueba de ello es que
los embriones no desarrollan hasta varias horas luego de la antesis, siendo la
diplosporia seguida de pseudogamia (Streetman 1963). Voigt (1971) y Voigt y
Bashaw (1972) hallaron plantas con reproduccién sexual en una linea diploide
de E. curvula var. conferta. Mediante pruebas de progenie demostraron que esta
linea se reproducia sexualmente, con una alta proporcién de fecundacion
cruzada. También hallaron plantas sexuales tetraploides, una de las cuales al
cruzarse con plantas apomicticas cercanas, originé una proporcion igual de
descendientes apomicticos y sexuales (Voigt y Bashaw 1972). El descubrimiento
de apomixis facultativa en E. curvula (Voigt y Bashaw 1973, 1976, Brix 1974)
demostré que el sistema reproductivo del pasto llorén es sumamente complejo.
Voigt y Burson (1992) consideran que probablemente la mayor parte de las
lineas son apomicticas facultativas, con una baja frecuencia de reproduccion

sexual. En un estudio citolégico y de progenie del cv. Kromdraai se encontraron
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plantas apomicticas obligadas y facultativas, y se sugiri6 que la expresion de la
apomixis obligada y facultativa también estarfa controlada genéticamente (Brix

1974).

La formacion del saco embrionario en pasto llorén ha sido descripta por varios
autores (Streetman 1963, Voigt y Bashaw 1972, 1976, Brix 1974, Stalker y Wright
1975, Vorster y Liebenberg 1984). La célula arquesporial se diferencia a partir de
una célula hipodérmica de la nucela, tanto en plantas sexuales como
apomicticas. El desarrollo puede proseguir luego de dos maneras. El desarrollo
del saco embrionario sexual es del tipo Polygonum (Vorster y Liebenberg 1984) y
el apomictico diplospoérico presenta peculiaridades que lo hacen distinto a otros
por lo que se considera como un modelo particular, tipo Eragrostis (Crane 2001),
aunque previamente se lo habia clasificado como de tipo Antennaria (Streetman
1963). En el proceso sexual (Fig. 1.3a), la célula arquesporial se diferencia a
partir de una célula hipodérmica de la nucela que se agranda poco a poco para
dar paso a la primera division meidtica. Inmediatamente le sigue la segunda
division meidtica, donde la célula calazal y la micropilar se dividen
transversalmente dando una tétrada lineal, o bien, excepcionalmente, la célula
micropilar se divide perpendicularmente formando une tétrada en T. Poco
después de la formacién de la tétrada las tres megasporas micropilares
degeneran, quedando sé6lo la megaspora calazal, que dara origen al saco
embrionario. El saco sexual finaliza su formacion tras tres divisiones mit6ticas
dando una célula huevo, dos sinérgidas, dos nicleos polares y tres antipodas.
Estas ultimas pueden dividirse y formar un promedio de 15 células en el polo
calazal. En el desarrollo del saco embrionario diplospérico la célula
arquesporial también se diferencia a partir de una célula nucelar, que a
diferencia del proceso sexual, no se divide meidticamente. Esta célula
inmediatamente comienza a agrandarse, siendo la vacuola calazal la que mas
crece, volviéndose dominante y forzando al nicleo hacia el polo micropilar. El

crecimiento de esta vacuola continua hasta que el tamafio del saco embrionario
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es similar al saco embrionario sexual bi o tetranucleado. Luego, esta megaspora
funcional elongada, tras dos divisiones mitéticas sucesivas, forma el saco
embrionario tetranucleado, que se compone de una ovocélula, dos sinérgidas y
un nuacleo polar (Fig. 1.3b). Ocasionalmente se encuentran sacos penta a
heptanucleados (Streetman 1963, Vorster y Liebenberg 1984, Poverene y
Curvetto 1991). Rabeau et al. (1986) encuentran dos tipos de sacos diplospdricos:
el tipo més frecuente consiste en un saco monopolar tetranucleado y el segundo
tipo, en un saco bipolar con seis a siete ntcleos. En ningtin caso se ha observado
actividad de las células nucelares, por lo que se ha descartado la aposporia
como mecanismo reproductivo en pasto llorén (Streetman 1963, Voigt y Bashaw
1972). Poverene et al. (1987) hallaron plantas mellizas con cierta frecuencia en
varios cultivares, lo cual es una posible evidencia de la existencia de embriones

multiples en esta especie.

Esporogénesis Gametogénesis  Doble fertilizacion
a Sexual
@ Meiosis @ M1t051s @J @
Iyll
EE n
== On
b Apomictica = 3q
— »
Mitosis
CMM @
Saco embrionario Pseudogamia

Figura 1.3: Diferencias entre la reproduccién sexual (a) y la apomictica (b) en
Eragrostis curvula. Los ovalos en gris representan el tejido nucelar dentro del

6vulo. > indica la cantidad de divisiones.
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Obtencion de los materiales vegetales de E. curvula

El material vegetal utilizado para la realizacién de los estudios de expresion fue
desarrollado por nuestro grupo de trabajo en el laboratorio de Biotecnologia y
Genética Vegetal (CERZOS- Departamento de Agronomia, Universidad
Nacional del Sur). Una de las lineas de investigaciéon que se desarrolla en este
laboratorio es la aplicacion de herramientas biotecnolégicas para el
mejoramiento del pasto llorén, Eragrostis curvula, con el objetivo de ampliar el
area potencial de expansion del cultivo y aumentar su calidad nutricional y su
palatabilidad. Como consecuencia de una evaluacién de materiales obtenidos
por cultivo in vitro a partir de inflorescencias inmaduras se identificé una planta
proveniente del cultivar tetraploide apomictico Tanganyika, que presentaba
notables diferencias morfolégicas con respecto a la planta donante de explanto
(Fig. 1.4). El analisis citologico de este individuo revelé que contaba con la mitad
del namero de cromosomas por célula (2n=2x= 20) que los miembros ordinarios
del cultivar (2n=4x=40), o sea que se trataba de un material dihaploide
(denominado UNST1122) (Cardone et al. 2006). La inducciéon de la
autopolinizacién de esta planta generé muy pocas semillas, pero se logré
obtener una poblacién Rj, por polinizacién libre entre varias diploides réplicas
(obtenidas por propagaciéon vegetativa de UNST1122), que produjeron
progenies Rp. Una serie de observaciones provenientes de varios niveles de
evaluaciéon de la progenie Ri1 de UNST1122 y de las R permiti6é afirmar la
manifestacion de un proceso de sexualidad y de posible autoincompatibilidad
en dicha planta (Cardone et al. 2006). Este descubrimiento coincide con lo
informado en trabajos anteriores que demuestran que los diploides que
provienen de lineas poliploides apomicticas de una especie son sexuales

(Quarin 1992).

Las semillas de una R; de la planta diploide (UNST1122) fueron tratadas con

colchicina (500mg/1) con la finalidad de restaurar el nivel inicial de ploidia
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(tetraploide) (Fig. 1.4). Se generaron de esta manera cuatro plantas de un total
de 500 individuos que presentaban caracteristicas morfologicas
correspondientes a las tetraploides. El nivel de ploidia se establecié por
citometria de flujo y se confirmé por recuentos cromosémicos en los apices de
raiz. Dos de éstas plantas (denominadas UNST1112 y UNST1131) se estudiaron
por andlisis de progenies para determinar el modo de reproduccién,
demostrandose que las mismas eran altamente sexuales (Cardone et al. 2006).
Asi como las lineas T (Tanganyika) y UNST1122 (diploide derivada de T) fueron
analizadas morfologicamente observandose notables diferencias fenotipicas
entre dichas plantas (Cardone et al. 2006), del mismo modo se analizaron las
lineas UNST1112 y UNST1131, con respecto a T y UNST1122 (Mecchia et al.
2007).

Breve descripcion de los materiales vegetales

El somaclén UNST1122 (inscripta en el INASE bajo el nombre de “Victoria”, y
denominada “D” en esta tesis) se caracteriza por su gran vigor, con una peculiar
pubescencia en las hojas que son, ademads, més anchas y con ligula mas pequefia
en comparacion con el cultivar de origen, Tangnayika (denominado “T” en esta
tesis) (Fig. 1.4). También se caracteriza por un tamafno de semillas menor al de
Tanganyika. El conteo de cromosomas de &pices de raices de la regenerante
primaria (Ro UNST1122) permiti6 determinar que la misma posee un
complemento de 2n = 2x = 20, exactamente la mitad que el cv. Tanganyika (2n =
4x = 40). La planta UNST1122 mostré una meiosis sin irregularidades, con
apareamiento en bivalentes y producciéon de polen normal y viable en un
96,50%. Los conteos cromosémicos de 26 plantas de la progenie Ri (obtenida
por polinizacién libre) determinaron la presencia de plantas diploides (81%) y
hexaploides (19%) (Cardone et al. 2006). La apariciéon de plantas hexaploides fue
un indicio de variabilidad en la progenie Ri. Los estudios citoembriolégicos

indicaron un desarrollo sexual del megagametéfito. En coincidencia con esto,
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los tests de progenie con datos morfolégicos determinaron mayor variabilidad
en la progenie R; respecto de la poblacion proveniente de semilla apomictica.
Los resultados de los tests de progenie utilizando isoenzimas y marcadores de
RAPDs indicaron también una progenie R; derivada de reproducciéon sexual

detectando que el 87,7% de 28 plantas R; diferian del patrén materno.

En cuanto a las plantas colchiploides, utilizando citometria de flujo se
seleccionaron 10 plantas entre las 72 rescatadas del tratamiento con colchicina
que mostraron evidencias de haber duplicado su dotacién cromosémica. Los
conteos cromosémico comprobaron que s6lo dos de esas plantas poseian el
ndmero cromosémico buscado, 2n = 4x = 40, denominadas UNST1112 y
UNST1131 (Fig. 1.4). Las dos plantas tetraploides obtenidas responden al tipo
agronémico "curvula" (llorén), con una morfologia similar al cv. Tanganyika, con
hojas angostas y glabras, y el mismo tamafio de semillas (Fig. 1.4). El analisis del
modo reproductivo de la planta UNST1131 (inscripta en el INASE bajo el
nombre de “Bahiense”, y denominada “C” en esta tesis) por test de progenies
utilizando RAPDs en ensayos duplicados evidencié que se trata de un genotipo
altamente sexual. Las progenies se obtuvieron por polinizacion libre. Se
analizaron 7 plantas hijas presentando la totalidad de ellas un patrén de
amplificacion diferente al del genotipo materno, con desaparicion de bandas y
aparicion de bandas nuevas. Los primeros 12 marcadores probados ya
permitieron discriminar la totalidad de la progenie como provenientes de
reproduccién sexual. Cuando se realizé el mismo test sobre la otra planta
tetraploide UNST1112 (denominada “M” en esta tesis) también se detectaron
patrones diferentes al materno en la totalidad de las plantas analizadas (8), pero
fue necesario utilizar 64 marcadores de RAPDs para discriminar claramente a la

totalidad de la progenie (Cardone et al. 2006).
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0000

Cultivo in vitro : | Tratamiento de
de inflorescencias semillas con
inmaduras colchicina SEX | SEX

UNST1112
2n=4x=40

' Tanganyik
2n=4x=40

Figura 1.4: a) Diferencias morfolégicas (ancho de hoja, tamafio de ligula y
tamafio de semilla) halladas entre Tanganyika (T), UNST1122 (D), UNST1131 (C)
y UNST1122 (M). b) Esquema de la obtencién de dichos materiales (modificado
de Cardone et al. 2006 y Mecchia et al. 2007).
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Hipdtesis

La hipétesis que se plantea para esta tesis es que es posible identificar y clonar
genes relacionados con la expresion de la diplosporia en E. curvula mediante un
andlisis del transcriptoma de una serie euploide de esta especie (igual
transfondo genético, diferentes modos reproductivos y niveles de ploidia)

empleando bibiotecas de ADNCc y display diferencial (DD).
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Objetivos

Objetivo general

Para demostrar esta hipotesis se propone realizar un andlisis global del
transcriptoma derivado de ovarios diplospéricos y meiéticos de una linea
isogénica de pasto llorén, de manera de aislar los transcriptos diferenciales por
modo reproductivo y por cambios de ploidia. Estos andlisis permitiran realizar
asociaciones genéticas y funcionales sobre el/los factores determinantes de la

diplosporia en la especie, especialmente el factor ploidia.

Objetivos particulares

A fin de lograr este objetivo general se proponen los siguientes objetivos
particulares:

J Construccién de bibliotecas de ADNc

J Secuenciacion de ESTs de las bibliotecas de ADNc

J Analisis de ESTs de las bibliotecas de ADNc

J Estudios de Display Diferencial (DD)

J Secuenciacion y andlisis de los transcriptos diferenciales por ploidia y

modo reproductivo obtenidos por DD
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Capitulo 1 - Construccién y secuenciacién de blibliotecas de ADNc

Introduccion

Durante las ultimas dos décadas, la secuenciaciéon de bibliotecas de ADNc ha
proporcionado un método simple y eficiente para la identificacion de muchos
genes de diferentes organimos (Adams et al. 1991). El analisis a gran escala de
“etiquetas de secuencia expresadas” (ESTs, Expressed Sequence Tags) es
ampliamente utilizada tanto para el estudio de expresion e identificacion de
genes candidatos para procesos biolégicos (Hatey et al. 1998) como para el
estudio de procesos evolutivos (Van der Hoevent et al. 2002). Las secuencias
EST son generadas tomando clones al azar de una biblioteca de ADNc y
realizando una sola reaccion de secuenciacién que abarca 300-500 pb del clon.
Las diferencias en la expresién de genes pueden ser identificadas considerando
el nimero de veces en que aparece representada una secuencia en particular.
Sin embargo, las EST a menudo se generan a partir de bibliotecas de ADNc que
han sido normalizadas para ecualizar la abundancia de clones que
corresponden a los diferentes transcriptos. Las EST secuenciadas a partir de
estas udltimas pueden ser comparadas para identificar transcriptos que se
expresan en una biblioteca y estdn completamente ausentes en otra, pero si se
pretende obtener datos cuantitativos exactos que describan abundancia relativa
se debe recurrir indefectiblemente a bibliotecas de ADNc no normalizadas. La
posibilidad de detectar diferencias en la expresion de genes a través de la
comparacion de la abundancia de secuencias en las bases de datos de EST se
incrementa con el crecimiento de estas bases. La combinacién de la informacion
generada por las EST (nivel y localizacion espacio/ temporal de la expresion
génica) y la de los proyectos de secuenciacion de genomas (secuencias
completas de los genes y sus promotores) permite realizar asociaciones de
expresion y homologia estructural que en muchos casos facilitan la inferencia
de la posible funcién de los genes identificados. Por supuesto, esto constituye
una instancia inicial en la identificacion de la funciéon de cada gen. Para

determinar su actividad precisa deben hacerse estudios particulares dirigidos
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en general a bloquear o aumentar su expresién por ingenieria genética y a
modificar estructuralmente la molécula de manera de alterar la actividad de los

diferentes dominios de la proteina que codifica (Pessino y Martelotto 2004).

Las ESTs son también una valiosa fuente de marcadores genéticos, como los
microsatélites (SSRs, simple sequence repeats) (Lazo et al. 2004, Thiel et al. 2003,
Eujayl et al. 2002, Gao et al. 2004) y los polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) (Garg et al. 1999, Yu et al. 2006). Estos
marcadores son muy utiles para el mapeo genético, en los cuales los genes se
pueden asociar con multiples efectos pleiotrépicos (Ma et al. 2002, Rostoks et al.
2005, Xu et al. 2004, Ravel et al. 2005). Se ha demostrado que los microsatélites
son uno de los sistemas de marcadores genéticos mas ttiles en biologia. Se trata
de secuencias de ADN que consisten en repeticiones en tandem de un serie de
nucleétidos (de 1 a 6 pb), ampliamente distribuidas a lo largo de todo el
genoma eucariota (Téth et al. 2000), y que han sido hallados en todos los
genomas procariotas y eucariotas estudiados hasta el momento (Katti et al.
2001). Los SSRs son altamente polimérficos debido a las mutaciones que afectan
la cantidad de repeticiones en tdndem. Esta hipervariabilidad entre organismos
relacionados hace de los microsatélites un sistema de marcadores moleculares
altamente informativo para un amplio espectro de aplicaciones, entre ellas el
mapeo genético de alta densidad, la identificaciéon de genotipos, el etiquetado
molecular de genes, el andlisis de diversidad genética, la exclusiéon de
paternidad, la asignacién de fenotipos y el mapeo de genes y seleccion asistida
por marcadores (MAS, del inglés: marker-assisted selection) (Tautz 1989,

Powell et al. 1996).

Objetivos

El objetivo planteado en este capitulo fue la construccion de cuatro bibliotecas

de ADNCc a partir de las inflorescencias y hojas de la serie isogénica euploide
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descripta previamente (4x apo (T) (hojas e inflorescencias), 2x sex (D) y 4x sex

(©)) y la secuenciacién de ESTs a partir de estas cuatro bibliotecas de E. curvula.

También se plante6 como objetivo la anotacién funcional de los genes de E.
curvula, la obtencién del indice génico para esta especie y el desarrollo de

marcadores microsatélites y SNPs para la construcciéon de un mapa genético.

Materiales y Métodos

Extraccion del ARN total

Las espiguillas y las hojas utilizadas para extracciéon de ARN se molieron con
nitrégeno liquido y se utilizaron 30 mg de tejido para cada una de las

extracciones. El ARN fue aislado utilizando el SV Total RNA Isolation Kit

(Promega) de acuerdo a las instrucciones provistas en el manual del usuario.

Construccion de las bibliotecas de ADNc

Se parti6 del ARN total proveniente de inflorescencias inmaduras de los
siguientes genotipos: T (E. curvula, cv. Tanganyika, tetraploide apomictico), D (E.
curvula, diploide sexual obtenido por cultivo in wvitro de inflorescencias
inmaduras de T), C (E. curvula, autotetraploide apomictico obtenido por
tratamiento con colchicina de D). También se construyé una biblioteca a partir
de ARN total aislado de hojas de T (E. curvula, cv. Tanganyika, tetraploide
apomictica) (Cardone et al. 2006). En la Tabla C1.1 se observa un detalle del

material empleado para la construccion de las bibliotecas.
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Tabla C1.1: Caracteristicas de las bibliotecas de ADNc construidas.

Denominacion .. . .y Tipo de
de la biblioteca Tejido Origen Ploidia reproduccién
ECO1 Inflorescenmas UNST1122 dihaploide sexcual
inmaduras (D)
ECO2 Inflorescenmas Tanganyika tetraploide apomixis
inmaduras (T) diplospoérica
: Tanganyika . apomixis
ECO03 Hoja (M) tetraploide diplospérica
EC04 Inflorescenaas UNSTLIS1 autotetraploide sexual
inmaduras ©)

Sintesis de la primera cadena de ADNc

Para la reaccién de sintesis de la primera hebra se utilizé6 el SMART® PCR
Synthesis Kit (Clontech). Esta se llevo a cabo en un tubo de 0,5 ml conteniendo 1
nug de ARN total de cada genotipo. Este kit se basa en la sintesis de ADNc
utilizando la transcriptasa reversa Superscript 1I de Clontech (200
unidades/reaccion) que puede sintetizar ADNc de mayor tamafio que la
correspondiente enzima de tipo silvestre (obtenida del virus de la leucemia

murina de Molones, MMLV).

Este kit se usa para favorecer la obtencién preferencial de los ADNcs completos
mediante la utilizacién de un cebador oligo (dT) modificado (el 3" SMART CDS
Primer II A) que se une a la secuencia del poli A para comenzar la sintesis de la
primera cadena. Cuando la transcriptasa reversa alcanza el extremo 5" del
ARNm, esta misma, debido a su actividad de transferasa terminal, agrega

nucleétidos adicionales, principalmente dC, al extremo 3°de la hebra de ADNCc.
El oligonucleétido SMART CDS, que contiene algunas bases G en su extremo 3°

terminal se aparea con la regiéon dC del ADNc creando un molde mas largo. La

transcriptasa reversa cambia entonces de molde y continta replicando el
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extremo del oligonucledtido. De esta manera el ADNc contiene el extremo

5’completo.

Amplificacion del ADNc por LD-PCR (long distance-PCR)

Dos pl de la reaccion anterior fueron utilizados para la subsecuente reaccion de
PCR. El protocolo utilizado (Clontech, Palo Alto, CA) fue disefiado para lograr
un balance entre mantener la representacion génica y reducir la amplificacion
de productos inespecificos, no deseados. Lo ideal para lograr este objetivo es
realizar el menor nimero posible de ciclos de PCR. Se utiliz6 el Advantage® 2
PCR Kit (Clontech) que posee una mezcla de Tag ADN polimerasa Titanium ™y

otra polimerasa que permite corregir errores en la sintesis.

El cebador utilizado en la reacciéon también fue provisto por el kit (5° PCR

Primer 11 A, 10 uM) que tiene la siguiente secuencia:

5- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -3°

Para la PCR se utiliz6 el siguiente programa:

Temperatura Tiempo
95°C 1 minuto
95°C 5 segundos
65°C 5 segundos X Ciclos
68°C 6 minutos
4°C co minutos

La cantidad de ciclos se basé en el siguiente esquema:
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ARN total (ug) N° de ciclos de PCR
1-2 13-15
05-1 15-18
0,25-0,5 18 -21
0,05-0,25 21-24

En funcién de la figura C1.1, donde se siembran 5 pl de cada muestra de
reaccion, se elige el ntiimero de ciclos apropiados. Es necesario establecer un
balance entre la cantidad de ADN requerido y evitar la redundancia de
productos. Para ello se elige un niimero de ciclos que se encuentre entre los dos
extremos. Para el caso de la figura C1.1, un namero de 11 ciclos es suficiente. En
nuestro caso particular, el nimero 6ptimo de ciclos utilizados fue de 15 para la

biblioteca EC01, 15 para la EC02, 18 para la EC03 y 15 para la EC04.

Marcador 9 10 11 12

Figura C1.1: Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio utilizado para
determinar el nimero de ciclos de amplificacion del ADNc por PCR. Se parte
de 1 pg de ARN total para la sintesis de la primera hebra de ADNc. Luego se
toman 2 pul de ADNc de simple cadena para la sintesis de la segunda hebra por
PCR, considerando distintos niimeros de ciclos (9, 10, 11 y 12), finalmente se
siembran 5 pl del producto de amplificacion.
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Limpieza de los fragmentos

La limpieza se realizé utilizando Genclean Kit (QBiogene), siguiendo las

especificaciones del manual del usuario (http://www.gbiogene.com). Los

cDNAs se colectaron en 20 ul de H2O4. Esta limpieza tiene como fin purificar y
desalar los fragmentos de ADNCc, dejandolos listos para la reaccién de agregado

de extremos cohesivos para su unién al vector.

Extension de los ADNcs con poli A

Previo a la ligacién en el pGEM-T Easy vector (Promega) (Fig. C1.2), cuyos
extremos contienen dTs, y con el fin de asegurar una mayor eficiencia en la
ligacién, se adicionaron dAs a los extremos de los cDNAs. Para ello, en un
volumen final de 30 pl se mezclaron 18 pl de los cDNAs purificados; 10 pl del
10X Dynazyme 1I buffer (Finnzyme); 0,6 pl de 10 mM dATP; 2,5 ul Dynazyme 11
DNA polymerase (2U/ml) (Finnzyme) y 59 pl de H2O4. Los tubos fueron
incubados durante 30 minutos a 70 °C en el termociclador. Una vez finalizada la

reaccion se enfriaron en hielo y se adicionaron 70 pl de H2O4.
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cal 1850 2710
f1 o il 1 start

Apa | 14
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r Sohl 26
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pGEM®-T Easy lac BstZ1 | 43
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Sacll 419
(3018bp) EcoR| | 52
Spel 64
EcoR | 70
Nat | 77
BstZ | 77
) Pstl 88
ori Safl aD
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BstX | 118
Nsi |l 127
141

T spe

Figura C1.2: Mapa de restriccién del vector pGEM-T Easy de Promega
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Fraccionamiento por tamafios de los ADNcs

A fin de eliminar fragmentos de bajo peso molecular y oligonucleétidos
remanentes no deseables se procedié al fraccionamiento molecular. Para ello se
utiliz6 una columna Chroma Spin 1000 Column (Clontech). Las fracciones
apropiadas, es decir aquellas que contenian fragmentos de pesos moleculares
elevados, se seleccionaron de acuerdo a la figura C1.3. Para ello las fracciones
colectadas fueron sembradas en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. Se tomaron tres fracciones, considerando una menos de la posicion
donde comienza a verse un chorreado en el gel. En el ejemplo de la figura C1.3,

se toman las fracciones 6, 7 y 8.

En funcién de trabajar con baja redundancia y alta representatividad se
eligieron para la biblioteca EC01 las fracciones 6, 7 y 8, para las bibliotecas EC02
y ECO3 las fracciones 7, 8 y 9, y para la biblioteca EC04 las fracciones 5, 6 y 7.
Estas fracciones fueron combinadas y limpiadas utilizando una columna Bio

101 donde el ADNCc se eluy6 con 10 pl de agua filtrada con filtros milli-Q.

kb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura C1.3: Fraccionamiento por tamafio del ADNc. Se siembran 5 pl de cada
fraccién en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. En este caso
se consideran las fracciones 6, 7 y 8 porque contienen los fragmentos de ADN
de mayor tamafio.
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Ligacion de los fragmentos al vector

Se utiliz6 el protocolo de ligado rapido para el cual se tomaron 1ul de vector
pGEM-T Easy (50 ng), 3ul del ADNc obtenido en el paso anterior y 3
unidades/ul de T4 ADN ligasa, en un volumen total de reaccién de 10 pl en el
buffer especifico para la enzima T4. La reaccion de ligado tuvo lugar durante 1

hora a 24°C.

Transformacion de las células competentes

Se utiliz6 la cepa de E. coli XL10-Gold® Ultracompetent, de Stratagene, derivada
de la cepa de alta eficiencia XL2-Blue MRF".

La capacidad que poseen estas células de aceptar insertos més largos permite
obtener bibliotecas donde se encuentra mejor representada la poblaciéon de
ADNc. Contiene ademés el gen lac192A15 sobre el episoma F’, que permite la
seleccion de los plasmidos recombinantes en base a la coloracién blanco/azul
de las colonias, conocida como o-complementaciéon. Para poder seleccionar por
este método se utilizan vectores que contienen las secuencias regulatorias y la
secuencia codificante para los primeros 146 aminoécidos del gen de la (-
galactosidasa (lacZ) de E. coli. En esta secuencia codificante se ubica el sitio de
clonado multiple (polylinker), que no interrumpe el marco de lectura. Estos
vectores se usan en células huéspedes (Lac+), que codifican para la porcién
carboxiterminal de la B-galactosidasa. Los fragmentos proteicos son inactivos,
s6lo cuando se asocian forman la proteina activa. Las colonias bacterianas
portadoras del vector no recombinante en presencia del sustrato cromogénico
para la B-galactosidasa (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosido ¢ X-gal)
son de color azul. La insercién de un fragmento de ADN en el sitio de clonado
multiple resulta en la sintesis de un fragmento amino terminal que no es capaz
de complementarse. Por lo tanto, aquellas bacterias que tengan un fragmento
insertado en el sitio de clonado multiple daran colonias blancas en presencia del

sustrato (X-gal).
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Las células ultracompetentes, almacenadas a -80°C, se descongelaron
sumergidas en hielo y se mezclaron agitando suavemente. De esta suspension
de bacterias se tomaron 100 ul que se colocaron en un tubo Falcon preenfriado
de 15 ml. Por cada 100 pl de suspension de bacterias se agregaron 0,04
volumenes (4 ul/100 pl) de B-mercaptoetanol. El mercaptoetanol tiene la
capacidad de hacer la superficie celular mas porosa, la cual incrementa la
eficiencia de transformacién. El contenido del tubo se mezcl6 por agitacion
suave y las células se incubaron en hielo por 10 minutos, agitando el tubo cada
2 minutos. Concluido este periodo se agregaron 2 pl de la mezcla de ligacion y
se agitd suavemente, incubando luego en hielo durante 30 minutos. En ese
momento se agregaron los suplementos (12,5 ml/1 de MgCl, 1M, 12,5 ml/1 de
MgSO4 IM y 10 ml de glucosa 2M) al medio NZY* (5 g/1 de NaCl, 5 g/1 de
extracto de levadura, 10 g/1 de hidrolizado de caseina) y el mismo se colocé a
42°C para ser utilizado més adelante. El pulso de calor se realizé colocando el
tubo con las células y plasmidos en un bafo de agua a 42°C durante 30
segundos, luego de lo cual se sumergié inmediatamente en hielo, donde se lo
mantuvo por 2 minutos. Transcurrido ese tiempo se agregaron 0,9 ml del medio
NZY+* precalentado a 42° C y se incub6 por 1 hora a 37°C, agitando a 250 rpm.

Alicuotas de 25-50 pl de la mezcla de transformacién se plaquearon sobre el
medio LB agar suplementado con ampicilina (100 pg/ml), IPTG (isopropil tio-p-
galact6sido) (se disuelven 250 pl en 50 ml de agua (100 mM)), de alli se toman
0,5 ml para tener una concentracién final de 0,5 mM) y X-Gal (5-bromo-4-cloro-
3-indolil B-D-galactésido) (se disuelve el polvo en dimetil formamida al 100% a
fin de tener una concentracion final de 50 mg/1). Se agregan directamente al
medio de cultivo junto con el antibiotico. Las placas se incubaron durante toda
la noche a 37°C. El remanente de la biblioteca se almacen6é a 4°C hasta el

momento de realizar la amplificacion.
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Amplificacion de las bibliotecas de ADNc

A la biblioteca nativa, que se encontraba almacenada a 4°C, se le agregaron 4 ml
de NZY* y se incubd por 3 horas a 37°C, agitando a 250 rpm. Transcurrido ese
lapso se agregaron 5 ml de glicerol estéril al 50%, se mezcl6é suavemente y se

alicuot6 de a 200 pl en microtubos de 1,5 ml, los cuales se almacenaron a - 80°C.

Titulacion

Se tomo un tubo de cada biblioteca amplificada y se descongel6 sumergido en
hielo. Una vez descongelado se tomaron alicuotas de 50, 75 y 100 pl que
plaquearon en medio LB que contenia ampicilina (100 pg/ml), IPTG y X-gal.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C y al dia siguiente se
examinaron las placas, contando el niimero de colonias blancas sobre el total de
colonias obtenidas. El titulo se calculé como el porcentaje de colonias con

insertos (blancas) sobre el total de colonias.

Aislamiento del ADN

El dia previo al aislamiento de ADN plasmidico se realizé un procedimiento
similar al mencionado en el punto anterior a fin de colectar las colonias blancas
para hacerlas crecer en medio LB con ampicilina. Cada colonia, picada con un
palillo de madera (escarbadientes), fue colocada en una de las 96 celdas que
componen uno de los 4 bloques que se colocaron en el robot para el aislamiento
del ADN. Por ello, a fin de minimizar el riesgo de sobrecrecimiento de las
bacterias y formacion de colonias satélites, las placas se retiraron de la estufa
temprano en la mafiana. Una vez crecidas las colonias, las placas se
mantuvieron en heladera por hasta 3 dias. Una vez picadas completamente, las

placas se eliminaron.
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El picado de las colonias y la siembra en los bloques se llevé a cabo en el
gabinete de flujo laminar. A cada celda del bloque (previamente colocado bajo
luz ultravioleta por 10 minutos) se le agregaron 1,3 ml de medio LB
conteniendo 5 ml/1 de ampicilina (10 mg/ml). Las colonias blancas se picaron
una a una y cada escarbadientes fue colocado en una celda del bloque de
cultivo. Luego de unos minutos los palillos fueron retirados y el bloque cubierto
con la tapa se incubo por aproximadamente 26 horas a 37°C, con agitacién a 300

rpm.

Las bacterias se colectaron por centrifugaciéon del bloque a 1750xg durante 20
minutos a fin de obtener el pellet de bacterias en el fondo de cada celda. El
liquido remanente se eliminé invirtiendo el bloque luego de la centrifugacion.
Si no se lo utilizaba inmediatamente para aislar el ADN, el mismo era
conservado a -20 °C hasta el momento de introducirlo en el Biorobot 9600
(Qiagen) para aislar el ADN plasmidico utilizando un QIAprep 96 Turbo
Miniprep Kit.

El método de aislamiento consiste en una miniprep donde el producto de cada
bloque es recogido en una placa de 96 celdas donde la posicién de cada celda es
designada por una letra y un ndmero, a fin de poder identificar
fehacientemente la posicion de cada clon secuenciado. Los pldsmidos se
recogen en agua MilliQ.

A fin de constatar la presencia de los pldsmidos en las placas se realiz6 una
electroforesis en un gel tefiido con bromuro de etidio con la forma de las

mismas de manera de correr 96 ADNs al mismo tiempo (Fig. C1.4).
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Figura C1.4: Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio con los 96
ADNs a secuenciar.

Determinacién del tamafo de los insertos de la biblioteca

Se tomaron muestras de 12 plasmidos al azar de cada biblioteca a fin de estimar
el tamafio promedio de los insertos. Para separar el ADN plasmidico del ADNc
se realiz6 una digestion con la enzima EcoRI, para lo cual se incubaron 2pl
ADN del vector (250 ng/pl) con 2ul de buffer de la enzima 10X, 0,5 pl de la
enzima Eco RI (10 U/pl) y 15,5 ul de agua deionizada estéril durante de 30 min.
a 37°C, luego los fragmentos se visualizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Secuenciacion de ESTs

Los insertos de ADNc de las bibliotecas de E. curvula fueron secuenciados
utilizando el primer de secuenciacion SMART (5'-
TAACAACGCAGAGTACGCGG-3") con un secuenciador Megabace 4000
usando el kit BigDye Terminator (Applied Biosystems) con ADN polimerasa
Ampli-Tag FS (PE Applied Biosystems). Se secuenciaron ESTs (Expressed
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Sequence Tags) que consisten en secuencias parciales de los ADNc y no el clon

completo.

Procesamiento y andlisis de las secuencias ESTs obtenidas

Las secuencias obtenidas a partir de las bibliotecas de ADNc de inflorescencias
y hojas fueron procesadas en primera instancia por el servicio de secuenciacion
del Plant Biotechnology Centre, La Trobe University, Victoria, Australia, que
gener6 archivos de secuencias con formato FASTA utilizando el programa

Phred (Ewing y Green 1998; www.phrap.org) considerando los parametros de

base del mismo. Para liberar a las secuencias de la contaminacién, por regiones

flanqueantes del vector, se utiliz6 el programa Crossmatch.

Las secuencias se encuentran depositadas en la base de datos del Parkville
Bioinformatics Consortium (PBC) que es un consorcio constituido por el
Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne Branco Walter y Eliza Hall
Institute for Medical Research CSIRO Division of Molecular Science, Parkville

Laboratory.

Posteriormente, las secuencias fueron reprocesadas a través de la plataforma
automatizada de procesos XGI (Nacional Center Genome Research,
www.ncgr.org), montada en un servidor IBM serie x 225 (INTAO1, Instituto de
Biotecnologia, CICVyA, INTA Castelar). Los pasos de edicién y anotacion de las
secuencias consistieron en la producciéon de archivos de secuencia en formato
FASTA asociados a archivos de calidad de trazas del electroferograma original,
usando los parametros de base del programa Phred (Ewing y Green 1998;
www.phrap.org); la eliminacion de secuencias con un largo menor a 100 pb; la
eliminacion de regiones de baja calidad; y el ensamblado de secuencias
relacionadas de cada biblioteca mediante el armado de “contigs” y “singletons”

utilizando el programa CAP3 (Huang y Madan 1999), con una rigurosidad alta
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(identidad de secuencia P = 90) y superposicion de la longitud de secuencias (O
= 40). Se calcul6 el ntmero real de unigenes y el nivel de redundancia tanto
para cada biblioteca de manera independiente, como teniendo en cuenta la
combinacién de las cuatro. Este proceso se llevo a cabo de la siguiente manera:
1) el perfil de agrupamiento de genes para cada biblioteca por separado y las
cuatro combinadas se obtuvo utilizando el programa ESTstat (Wang et al. 2004)
ajustada para bibliotecas de ADNc parciales 5" y error de correccién Tipo III por
agrupamientos y 2) se estim6 el ntmero real de unigenes y el nivel de
redundancia con el programa ESTstatCF (Wang et al. 2005). También se calcul6
el nimero de genes nuevos a ser encontrados y el nivel de redundancia
simulando la adicién de una muestra proporcional de ESTs (S: 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0-
referidos al namero inicial de ESTs) para cada biblioteca y para las cuatro

combinadas.

Las secuencias editadas se compararon utilizando BLASTX, Basic Local
Alignment and Search Tool (Altschul et al. 1994), que compara una secuencia de
nucleétidos traducida en todos sus marcos de lectura con una base de datos de
secuencias de proteinas. En este caso se consideraron aquellas depositadas en la
base de datos SwissProt, base de datos distribuida por European Molecular

Biology Laboratory (EMBL), (www.expasy.ch/sprot).

La caracterizacion funcional de las bibliotecas se bas6 en la nomenclatura y el

esquema de clasificacion de Gene Ontology (www.geneontology.org)

utilizando el programa Blast2GO (Conesa et al. 2005).

Las secuencias editadas también se compararon contra los indices de genes (GI)
de trigo (Triticum aestivum-TaGI), maiz (Zea mays-ZmGlI), Avena (Avena
sativa-OGI), cebada (Hordem vulgare-HvGI) y Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana-AtGI) de TIGR (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/tgipage.html)
utilizando el algoritmo BLASTN (Altschul et al. 1994).
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Las secuencias fueron depositadas en el GeneBank (con la nomenclatura:

EH183417 a EH195711).

Desarrollo y deteccién de marcadores moleculares

Microsatélites derivados de las ESTs (EST-SSRs)

Para el desarrollo de los marcadores EST-SSR se utilizaron las 12.295 secuencias
consenso de alta calidad producto de la secuenciacién de las cuatro bibliotecas.
Se utiliz6 el programa SSR Discovery (Robinson et al. 2004) para identificar los
microsatélites dentro de las ESTs y el disefio de primers. Para la selecciéon de los
EST-SSRs se tuvieron en cuenta los siguientes criterios: minimo de seis
repeticiones para dinucledtidos, de cinco repeticiones para trinucleétidos, de
cuatro repeticiones para tetra y pentanucleétidos, productos de amplificacion
de 200 a 500 pb, temperatura de annealing entre 56 y 62 °C, contenido de CG
entre 40 y 60% y primers entre 18 y 25 pb. Se sintetizaron 60 primers de los
seleccionados (AlphaDNA, Canadd) para determinar la eficiencia de
amplificacion y el patrén de amplificacién utilizandose ADN del cv. Tanganyika.
Para la amplificacion se utiliz6 el siguiente protocolo: buffer 1X, 2,5 mM Cl-Mg,
0,125 mM (c/u) dNTPs, 10 mM primer, 1,6 U Taq polimerasa Invitrogen, 50 ng
ADN. El programa de amplificacion fue tipo touchdown (la temperatura baja
de a 1°C en los primeros ciclos de amplificacion): 94°C 47, 18 ciclos de 94°C 307,
68°C 30" (-1°C/ciclo), 72°C 17, 30 ciclos de 94°C 307", 50°C 30, 72°C 17, 72°C
107, en ciclador MJ Research 100. Los productos de amplificacién se separaron

en geles de acrilamida al 6% y se tifieron con plata.

Se extrajo ADN gendémico de 9 cultivares de E. curvula (DW: Don Walter, DJ:
Don Juan, DP: Don Pablo, DE: Don Eduardo, K: Kromdraii, DA: Don Arturo, M:
Morpa, E: Ermelo, T: Tanganyika) y de los materiales UNST1122 (D: Victoria),
UNST1131 (C: Bahiense) y UNST1112 (M). Se utilizé un protocolo de extraccion

rdpida a partir de material fresco. E1 ADN genémico se extrajo utilizando el
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siguiente buffer o soluciéon reguladora: 50 mM Tris-HCl 1M pH 8, 10 mM EDTA
0,5M pH 8, 100 mM CINa 5 M, 10% SDS y 10 mM p-mercaptoetanol. Para la
extraccion se parti6 de material fresco (aprox. 50 pg) de plantas de
aproximadamente tres meses de edad. Se cortaron hojas en pequefias porciones
y se colocaron en un mortero tubular de vidrio esmerilado y se
homogeneizaron con el buffer. El producto obtenido se transfiri6 a un tubo
Eppendorf de 1,5 ml y se incub6 durante 20 min. a 65 °C con agitacion lenta
(estufa con agitador vertical). Posteriormente se agregaron 200 pl de acetato de
potasio 5 M (pH 4,8) y se incub6 en hielo durante 20 min. Pasado ese tiempo se
centrifugaron los tubos en una centrifuga Eppendorf (20 min. a 13.000 rpm)
para eliminar restos de tejido. El paso anterior se repiti6 para lograr un
sobrenadante mas limpio. El mismo se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de
1,5 ml y se agregaron 700 pl de isopropanol para precipitar el ADN. Los tubos
se incubaron durante 10 min. a -20 °C. El ADN se precipit6é por centrifugacion a
13.000 rpm durante 4 min. El precipitado se lavé con 600 pl de alcohol 70% y se
centrifugé durante 4 min. a 13.000 rpm. Este lavado se repitié una segunda vez.
Luego el pellet se sec6 a estufa a 37°C o en flujo laminar durante
aproximadamente 30 min. Y se resuspendi6 en 50 pl de buffer TE 1X. La
concentracion de ADN se determiné en un fluorimetro BioRad, utilizando como
estindar ADN de timo de ternera en varias concentraciones para establecer una
curva de calibrado. Se utiliz6 como colorante fluorescente Hoechst 33258

(BioRad).

Trece de los primers que dieron mejores patrones de amplificaciéon fueron
utilizados para evaluar los polimorfismos existentes entre distintos cultivares
de pasto llorén. Para ello se utiliz6 ADN de los cultivares mencionados
previamente, un programa de amplificacién tipo touchdown y geles de

acrilamida al 6% con tincién de plata.
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Polimorfismos de nucleétido simple derivados de las EST (EST-SNPs)

Los SNPs se identificaron en las ESTs utilizando el programa SNP Discovery
(Barker et al. 2003). Para cada SNP candidato se calcularon dos mediciones de
confianza, la redundancia de los polimorfismos en el locus y la co-segregaciéon
del SNP candidato con los otros SNPs en el alineamiento. Las ESTs de las cuatro
bibliotecas fueron alineadas y solo se consideraron los SNPs con una

redundancia minima de 10 y una segregacién de 5.

Resultados y Discusion

Caracterizacion de las bibliotecas de ADNc

La Tabla C1.2 describe las principales caracteristicas de cada biblioteca,
incluyendo el origen del ARN, el titulo, el tamafio promedio de los insertos, y el
largo promedio de lectura para las ESTs. El tamafio de inserto obtenido en las
cuatro bibliotecas fue similar y se encontré en un rango de 500 a 3500 pb. La
longitud de lectura promedio por biblioteca cay6 en un rango de 354 y 544 pb.
Aunque la tecnologia SMART utilizada para la creaciéon de las bibliotecas
permite la generacion de insertos de gran tamafio, la lectura parcial lograda
permite realizar un muestreo rapido y exhaustivo de los transcriptos presentes

en las distintas bibliotecas a un costo razonable.

Tabla C1.2: Titulo, tamafio de inserto y largo promedio de las ESTs de las
bibliotecas de ADNCc de E. curvula.

Titulo Tamaiio de Largo
Biblioteca Tejido (colonias con inserto promedio de
inserto/ml) promedio (pb) las ESTs (pb)

Inflorescencias

ECO01 ) 7.635 1.568 480
inmaduras

EC02 Inflorescencias 8.720 1.922 544
inmaduras

EC03 Hoja 13.680 1,562 456

EC04 Inflorescencias 7152 1427 354
inmaduras
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Una estrategia similar de construccién y andlisis de ESTs ha sido usada por
otros autores como Sawbridge et al. (2003a y b) y Ji et al. (2006) La accesibilidad
a grandes colecciones de insertos de ADNc permite la caracterizacion de
aquellos transcriptos diferencialmente expresados en relacion al nivel de ploidia
y modo reproductivo de esta especie. A fin de evaluar esta expresion diferencial
entre estos estadios de desarrollo y garantizar la representatividad de los
transcriptos en las diferentes bibliotecas de ADNc estas fueron construidas,
como se mencionara anteriormente, evitando cualquier paso de normalizacién

y/ 0 enriquecimiento.

Analisis de las ESTs y generacion de los unigenes

Luego de la limpieza para eliminar las secuencias de baja calidad y la secuencia
del vector de clonacién, 12.295 ESTs fueron obtenidas de las 12.425 originales
generadas a partir de las cuatro bibliotecas de ADNCc. Estas secuencias incluyen
3.650 de la biblioteca EC01; 3.644 de 1la EC02; 1609 de la EC03 y 3392 de la EC04.
Luego del ensamblado y agrupamiento, se obtuvieron 8.884 wunigenes,
incluyendo 1.490 contiguos y 7.394 singletons (Tabla C1.3). La proporcién de
singletons, calculada en relaciéon al namero total de ESTs en cada biblioteca, fue
similar para cada una de las cuatro bibliotecas: 66,04% para la EC01 (2427 ESTs),
74,09% para la EC02 (2700 ESTs), 65,69% para la EC03 (1057 ESTs), 63,92% para
la EC04 (2157 ESTs) y 60,01% (7394 ESTs) combinando las cuatro bibliotecas.
Para cada biblioteca se generé un perfil de agrupamiento individual y otro
grupal tomando en cuenta todas las secuencias de Eragrostis curvula, utilizando
el programa ESTstat (Wang et al. 2004). El namero de ESTs por contig vario de 2
a 19 para la biblioteca EC01, de 2 a 17 para EC02 y EC04, y de 2 a 43 para la
ECO03. En la Tabla C1.3 se pueden observar las principales caracteristicas de
cada biblioteca, tales como ntimero de ESTs, unigenes, singletons, contigs, ESTs

por contig y nivel de redundancia.
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Tabla C1.3: Caracteristicas de las bibliotecas de ADNc de E. curvula: namero de
ESTs, singletons, contigs, unigenes and nivel de redundancia.

Bibliotecas de ADNc
EC01  EC02  ECO03 EC04 Bibliotecas
combinadas
ESTs 3.650 3.644 1.609 3.392 12.295
Unigenes 2.924 3.053 1.188 2.590 8.884
Singletons 2.427 2.700 1.057 2.157 7.394
Contigs 527 353 131 433 1.490
ESTs en contigs 1.248 944 552 1.235 4.926
Redundancia* 1,25 1,19 1,34 1,34 1,38

*Nivel de redundancia: estimado segtiin Wang et al. (2005)

Los ocho unigenes con mds prevalencia estuvieron representados por 14 - 46
ESTs. Entre ellos, el gen de la enzima RuBisCO (46 ESTs y 1.678 pb),
involucrada en la fijacion de CO2; enzimas del metabolismo energético:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa citosdlica (23 ESTs y 1.238 pb), B-
galactosidasa (15 ESTs y 564 pb), ATP sintasa (14 ESTs y 1.417 pb); genes
asociados a la sintesis de proteinas: factor de elongacién 1-alfa (18 ESTs y 1.582
pb) y proteina ribosomal 60s (22 ESTs y 1.353 pb) y dos genes involucrados en
la divisién celular como la cadena -2 de tubulina (25 ESTs y 1.354 pb) y la
proteina checkpoint 1 (CHK1) (30 ESTs y 1,066 pb). Varios de los genes antes
mencionados son tipicamente expresados en tejidos y o6rganos en activa

divisiéon y crecimiento, tales como hojas jévenes e inflorescencias.

Para evitar realizar secuenciaciones extra, es importante estimar el namero de
nuevos genes que pueden descubrirse considerando el nivel de redundancia
que se alcanzarfa luego de agregar un nuevo set de ESTs. Esta es una
consideracion importante para guiar la seleccién del nimero de clones a ser
incluidos en el muestreo de diversas bibliotecas de cDNA, maximizando la tasa
de descubrimiento de genes. El nivel de redundancia, calculado de acuerdo a
Wang et al. (2005), fue bajo para cada biblioteca, lo que indica que con una

nueva ronda de secuenciacién se podrian hallar nuevos genes (Tabla C1. 3).
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Como puede deducirse en funcién del ntimero de singletons, el valor mas bajo
de redundancia se obtuvo para la biblioteca EC02. Si un genoma tipico de
plantas contiene entre 30 y 40.000 genes (Bennetzen et al. 2004), cada biblioteca
por separado y la combinacion de los 8.884 unigenes, representarian del 5 al 10
y el 22% del genoma de E. curvula, respectivamente. Por ello consideramos que
se deberia realizar una nueva ronda de secuenciacién sobre las mismas o
utilizar nuevas tecnologias que permitan obtener un mayor ndmero de

transcriptos.

La Tabla C1.4 muestra el nimero de supuestos nuevos genes que podrian ser
descubiertos teniendo en cuenta la adicién de un grupo proporcional de ESTs.
Duplicando el namero de EST (2S) se lograria la identificacion de 3.699 nuevos
genes de la biblioteca EC01, 4.519 de la biblioteca EC02, 1.752 de la biblioteca
ECO03 y 3.607 de la biblioteca EC04. En todos estos casos el nivel de redundancia
seraia similar al actual. Esto significa que, independientemente de la situacion
actual de cada biblioteca, serd posible identificar hasta 12.243 nuevos genes del
namero total de ESTs, alcanzando un total de 21.127 genes y una cobertura de,
aproximadamente, el 53% del genoma de E. curvula, manteniendo atn un bajo

nivel de redundancia.
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Tabla C1.4: Ntmero posible de genes de E. curvula que podrian ser descubiertos secuenciando nuevas ESTs.

Bibliotecas de ADNc

S ECO01 (3,675)” ECO02 (3,644)~ ECO03 (1,609)~ ECO04 (3,392)~ Bibliot. combinadas (12,320)*

NGS NR. NGS NR NGS NR NGS NR NGS NR

0.5 1.124b 1,36¢ 1.258 1,26 497 1,41 1.016 1,41 3.475 1,49
(1.086-1.156)  (1,35-1,37) (1.251-1.341) (1,25-1,27)  (495-516)  (1,40-1,43) (977-1.048) (1,39-142)  (3.390-3.524) (1,49-1,51)

1.0 2.099 1.46 2.452 1,32 953 1,48 1.944 1.49 6.628 1,59
(2.016-2169)  (1,44-1,49) (2.381-2.525) (1,31-1,34)  (901-993)  (1,46-1,52) (1.860-2.013) (1,47-1,52)  (6.421-6.728) (1,58-1,61)

1.5 2.951 1,56 3.527 1,38 1.370 1,55 2.804 1,57 9.536 1,67
(2.817-3.079)  1,53-1,60)  (3.400-3.648) (1,36-1,41) (1.287-1.436) (1,51-1,60) (2.656-2.910) (1,54-1,61)  (9.205-9.693) (1,66-1,70)

2.0 3.699 1,66 4.519 1,44 1.752 1,62 3.607 1,64 12.243 1,75

(3510-3.895)  (1,62-1,71)

(4.315-4.700) (1,41-1,48)

(1.638-1.851) (1,57-169) (3.381-3.751)

(1,60-1,70)

(11.771-12.446) (1,73-1,79)

aNuamero total de ESTs

b cIntervalo de confianza del 95%.
S: Proporcion de ESTs agregadas en relacion al total de ESTs por biblioteca. NGS: Nuevos genes secuenciados (genes a ser descubiertos).

NR: Nivel de redundancia.
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Anotacion funcional de los unigenes de E. curvula

El algoritmo BLASTX fue utilizado para el andlisis de homologia de los
unigenes de E. curvula contra de las secuencias de proteinas depositadas en las
bases de datos publicas SW/Trembl. La caracterizaciéon funcional de los
unigenes se basé en la nomenclatura y el esquema de clasificacion de Gene

Ontology (www.geneontology.org).

En el proceso de anotacién, cuando se registraban mdaltiples “hits”, se
seleccionaba el de menor e-value. De los 8.884 unigenes cuyos productos
mostraron homologia (e-value < 1x10-%) con secuencias presentes en las bases de
datos publicas mencionadas, 3.358 (37,80%) mostraron homologia significativa
con proteinas y se le asignaron posibles funciones (Fig. C1.5). El 22% de los
genes categorizados fueron clasificados en relacion a funciones moleculares, el
23% a procesos biologicos y el 21% a componentes celulares. La mayor
proporciéon de los unigenes caracterizados funcionalmente se agrupé en seis
categorias: actividad catalitica, unién de nucleétidos, metabolismo de proteinas,
union, transporte y vias energéticas, con una alta actividad nuclear, tipica de los
tejidos jovenes (Fig. C1.5). La funcién biolégica de otros 3671 (41,32%) unigenes
fue asignada teniendo en cuenta la bases de datos SW/Trembl, pero no fue
posible clasificarla a través de la anotaciéon GO (Tabla C1.5). La combinacién de
ambas anotaciones result6 en un total de 7029 (79,11%) unigenes
funcionalmente clasificados. Sin embargo, 1855 (20,88%) unigenes no mostraron

homologia significativa con las bases de datos anteriormente mencionadas.
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Nitmero de genes

Procesos Biologicos

Componente Celular Funcién Molecular

Figura C1.5: Grupos funcionales en los que fueron clasificados los unigenes de pasto lloron de acuerdo a la anotacién Gene

Ontology (e-value <1 x 10-).
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Tabla C1.5: Unigenes de E. curvula que mostraron identidad en la base de datos
TIGR de trigo, avena, maiz, cebada y arabidopsis.

Indice génico (GI) Tamaiio del GI Genes anotados de E. curoula
Trigo 391.939 3.823 (43,03%)
Avena 89.147 4.508 (49,25%)
Maiz 58.582 4.130 (53,52%)
Cebada 50.453 3.846 (43,21%)
Arabidopsis 81.826 1.983 (22,32%)

Con el fin de buscar genes conservados dentro de los unigenes de Eragrostis en
relacién con otras especies de plantas se compararon estos con los indices de
genes disponibles (Gl) de maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), avena
(Avena sativa), cebada (Hordeum wvulgare) y Arabidposis thaliana utilizando el
algoritmo BLASTN (Tabla C1.6). Cuarenta y tres por ciento de los genes de
Eragrostis encontraron homologia con secuencias de trigo (391.939 genes
anotados) y cebada (50.423 genes anotados), 49,25% con genes de avena (89.147
genes anotados) y 46,48% con genes de maiz (58.582 genes anotados). A pesar
de que el nimero de genes disponible de estas gramineas es muy diferente
entre ellas, el porcentaje de unigenes de E. curvula representado en estas
especies es muy cercano al 50%, alcanzando el valor mas elevado cuando la
btsqueda de homologia se realiz6 contra el GI de maiz, lo cual es 16gico ya que
es la especie taxonémicamente mds relacionada con Eragrostis (Yeoh y Watson
1986). Sin embargo, s6lo el 22,32% de los genes de E. curvula puso de manifiesto
cierto grado de similitud de secuencia con los genes de Arabidopsis. Asi como
aproximadamente el 50% de los genes de E. curvula estan representados en el
indice de genes (GI) de cereales, otro 28% representan genes tnicos de E.
curvula o especies estrechamente relacionadas, lo que los hace genes candidatos
para caracteres que no estdn presentes en las especies mencionadas, como
aquellos condicionantes de la apomixis. Es interesante observar que la
representacion de genes es independiente del tamafio del GI de cereales
utilizado. La falta de correlacion entre el ntiimero de genes en el GI y las

homologias con las secuencias de Eragrostis podria deberse a diferentes factores,
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tales como: 1) el namero de genes en la GI puede estar sobreestimado. De
acuerdo a Bennetzen et al. (2004), el ntimero total de genes en genomas de
monocotiledéneas podria estar sobreestimada debido a la presencia de
retrotransposones, 2) la funcién desconocida de genes de Eragrostis 3) que

algunas secuencias podrian corresponder a transcriptos no funcionales.

Tabla C1.6: “Singletons” y “contigs” con “hits” positivos en SW o Trembl que
no se incluyeron en la clasificacion “GO”

Base de datos
Unigenes SW Trembl Total?
Singletons 171 2.504 2.675
Contigs 643 353 996
Total 814 2.837 3.671

1 Nimero total de unigenes.
2Singletons y contigs con identidad en SW/Trembl.

Desarrollo de microsatélites

Se detectaron 254 microsatélites en las bibliotecas de unigenes de pasto llorén,
de esos 219 se hallaron sobre secuencias tnicas (singletons) y 35 sobre
secuencias agrupadas en contiguos (contigs). A diferencia de lo que se ha
encontrado en otras gramineas, incluso en Eragrostis tef (Yu et al. 2006), en pasto
llorén los microsatélites con repeticiones de dos y tres nucledtidos estan
igualmente representados en las 254 EST-SSRs, con porcentajes del 38,95 y
40,16% respectivamente. Los tetra y penta-nucle6tidos muestran valores
significativamente menores (12,04 y 8,33%, respectivamente). No obstante, las
proporciones de EST que contienen SSRs, como asi también la frecuencia de la
deteccién in silico de SSRs, incluso para la misma especie es muy variable en la
literatura (Peng y Lapitan 2005). Al igual que en otras especies (Nicot et al.
2004), los motivos di-nucleétidos mas abundantes fueron (GA)n y (AC)n,
representado un 63,37 y un 27,72% del total, respectivamente. Como en el caso
del trigo (Nicot et al. 2004), los motivos GC estan pobremente representados

(1,98%). Aunque se cree que los microsatélites (AT)n son muy abundantes en el
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genoma de las plantas (Lagercrantz et al. 1993, Morgante y Olivieri 1993), en E.
curvula sélo representaron un 4,95%. Resultados similares fueron hallados por
Nicot et al. (2004) en trigo. Estos autores sugieren que la autocomplementacién
existente en los microsatélites (AT)n dificulta su detecciéon. Los motivos di-
nucleétidos pueden representar multiples codones dependiendo del marco de
lectura y traducirse en diferentes aminoacidos. Por ejemplo, los motivos (GA)n
o (CT)n, segin que hebra del ADN sea codificante, pueden traducirse en los
aminoacidos Arg, Glu, Ala y Leu. Ala y Leu, estando presentes en las proteinas
con frecuencias del 8 y 10%, respectivamente (Lewin 1994). Kantety et al. (2002)
sugieren que esta podria ser una de las razones de la alta frecuencia de los
motivos (GA)n en las bibliotecas de ESTs. Entre las combinaciones de
trinucledtidos, los tipos predominantes fueron (CCG)n y (CCT)n, representado
el 25,71 y 23,81% del total de microsatélites, respectivamente. En trigo y arroz
estos motivos representan el 83 y 79% del total (Kantety et al. 2002). La Rota et
al. (2005), informan que en trigo, cebada y arroz la relaciéon ente los di-, tri-,
tetra- y penta-nucleétidos varia en relacion a la longitud de las repeticiones. En
este estudio, s6lo en arroz la relacién entre los di- y tri-nucleétidos fue similar,
pero solo en aquellos casos donde la longitud de las secuencias fue mayor a 30
pb. Esta diferencia con nuestros resultados puede depender del ntimero de
unigenes detectados en ambos casos, 8.884 en E. curvula, contra la secuenciacion
completa del genoma de arroz. Como se mencionara en Materiales y Métodos,
se disefiaron primers para 60 de los 254 EST-SSRs encontrados (AlphaDNA,
Canadda) que fueron amplificados para su validaciéon utilizando ADN del cv.
Tanganyika (Zappacosta 2009). De ellos, 35 (58%) fueron efectivamente
amplificados en las condiciones experimentales mencionadas previamente (ver
Materiales y Métodos) (Fig. C1.6). Como se menciona en el trabajo de Nicot et al.
(2004), la falta de amplificacion puede deberse a varias razones: 1) uno de los
primers disehados a partir de las ESTs puede quedar entre dos exones, 2) el
amplicon puede contener un intron demasiado largo dando un producto de

PCR que no puede ser visualizado en el perfil electroforético, 3) error en la
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secuenciacion o problemas durante la sintesis de los primers y 4) como se usaron
secuencias consenso obtenidas de la compilacién de varias ESTs, algunas de
ellas pueden resultar de la adicion de diferentes copias del mismo gen
(homedlogos o paralégos). Con algunos de los primers se obtuvieron patrones
de amplificaciéon con mdultiples bandas, similares a los obtenidos al utilizar
marcadores RAPDs (Zappacosta 2009). Con SSRs se espera un menor namero
de bandas amplificadas y los resultados obtenidos pueden deberse al tipo de
programa utilizado en la amplificacién (touchdown), que puede generar bandas
inespecificas (debido a las bajas temperaturas que permiten la unién de primers
a regiones inespecificas) o a la presencia de varios sitios de unién de los primers,
ya que para el desarrollo de los mismos sélo se cont6 con la secuenciaciéon de

una pequefia porcién del genoma del pasto llorén.

DW D DP DE K DA MP E T M C D

—

i

o —

— -

Figura C1.6: Patrones de amplificacion obtenidos con SSRs en diferentes
materiales de pasto llorén. Las letras corresponden a los siguientes genotipos:
DW: Don Walter, DJ: Don Juan, DP: Don Pablo, DE: Don Eduardo, K: Kromdraai,
DA: Don Arturo, MP: Morpa, E: Ermelo, T: Tanganyika, M: colchiploide
UNST1112, C: colchiploide UNST1131 (Bahiense) y D: dihaploide UNST1122
(Victoria). Modificada de Zappacosta 2009.

Desarrollo de SNPs

La identificacion de los SNPs se realizé utilizando las secuencias de las cuatro

bibliotecas. Se detectaron un total de 190 SNP en 18 contigs.
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Capitulo 2 - Analisis de expresion de genes utilizando las bibliotecas de ADNc

Introduccion

Siempre se ha asociado la expresion de la apomixis gametofitica con la
poliploidia. La fuerte correlacion de la apomixis con la poliploidia es interesante
y puede sugerir la existencia de mecanismos mediante los cuales los procesos
sexuales estdn desregulados consecuencia de un aumento en el ntimero de
complemento genémico (Spillane et al. 2004). En Paspalum spp., la
autopoliploidizacién de diploides sexuales pueden generar linajes tetraploides
aposporicos (Quarin et al. 2001). El aumento de la ploidia puede desencadenar
tanto alteraciones genéticas como epigenéticas que conducen a una
remodelacion estable de la expresion de genes que pueden contribuir a la

aparicion de la apomixis (Spillane et al. 2004).

En este capitulo se presenta un andlisis de expresiéon de genes con las ESTs
generadas a partir de las bibliotecas de ADNc ya descritas (ver Cap 1.),
tendiente a elucidar las relaciones de expresion entre genotipos muy
relacionados genéticamente pero con diferente nivel de ploidia y modo

reproductivo.

Objetivo

El objetivo planteado en este capitulo fue averiguar las bases moleculares de la
apomixis diplosporica y su relaciéon con los cambios de ploidia en E. curvula
utilizando las bibliotecas de la serie euploide generada por nuestro grupo de

trabajo y descritas en el capitulo anterior.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

Las plantas de la serie euploide se obtuvieron como se describio anteriormente

en la introduccién de esta tesis.

Construccion y secuenciacion de las bibliotecas de ADNc

Se construyeron cuatro bibliotecas de ADNc de E. curvula, tres de ellas a partir
de inflorescencias inmaduras: una del individuo dihaploide (D, 2n = 2x = 20,
sexual, EC01) una del cv Tanganyika (T, 2n = 4x = 40, apomictico, EC02), y una
del individuo colchiploide (C, 2n = 4x = 40, sexual, EC04), en un estadio de
desarrollo premeidtico. La cuarta biblioteca se construyé a partir de hojas
plantas de 12 dias del cv. Tanganyika (T, 2n = 4x = 40, apomictico, EC03). La
toma de muestras fue estandarizada cuidadosamente, teniendo en cuenta el
tamafio y aspecto exomorfolégico de las espiguillas y también por observacion
al microscopio de ovarios y anteras. Se tomaron todas las precauciones posibles
para minimizar el riesgo de deteccion de falsos positivos, para ello todas las
plantas se colocaron en un mismo sector, en las mismas condiciones de
invernaculo y se colectaron las muestras a la misma hora del dia para todos los
individuos (4 pm, época de floracién, afio 2003). El procedimiento realizado
para la construccién y secuenciacion de las cuatro bibliotecas se detalla en el

Capitulo 1.

Andlisis de ESTs

Como se describe en el Capitulo 1, las ESTs se limpiaron de secuencias de
vector y de colas poly A utilizando el programa Seqclean (TIGR, the Institute
for Genomic Research, Rockville, MD, USA), las secuencias con més de 100 pb y
una calidad Phred mayor a 20 (Ewing et al. 1998) se almacenaron en formato

FASTA y estas secuencias se ensamblaron utilizando el programa CAP3
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(Huang and Madan 1999) con una alta rigurosidad (identidad de secuencia P =
90) y superposicion de la longitud de secuencias (O = 40). Las secuencias
editadas se compararon utilizando BLASTX, Basic Local Alignment and Search
Tool (Altschul et al. 1994), contra la base de datos SwissProt/ Trembl

(www.expasy.ch/sprot) con un e-value <1 x 10-5.

Sustraccion de las ESTs de las bibliotecas

Se realiz6 un estudio de hibridacién electrénico utilizando BLASTN para
sustraer las bibliotecas de a pares. Se llevé a cabo una selecciéon, avalada
estadisticamente, de los genes diferencialmente expresados siguiendo la
metodologia propuesta por Audic y Claverie (1997) con un intervalo de

confianza de 0.95 0 0.9.

Validacion de genes diferencialmente expresados

Se eligieron al azar 10 genes expresados diferencialmente entre las bibliotecas
de las plantas diplospéricas y sexuales de E. curvula para su validaciéon por PCR
en tiempo real a partir de las muestras de ADNCc. Para ello el ARN total de las
muestras de las plantas de la serie euploide se extrajo en el mismo estadio

utilizado para la construccion de las bibliotecas.

Las reacciones de PCR en tiempo real se prepararon en un volumen final de 25
pl conteniendo 500 nM del par de primers especificos, 1X SYBR Green Master
Mix (PE Biosystems) y 12 ng de ADNc (el ADNc se obtuvo por
retrotranscripcion del ARNm utilizando la enzima Superscript 11, Invitrogen en
conjunto con cebador poli T). Los primers especificos para la validacion de los
genes diferencialmente expresados y para el control interno (gen con igual
expresion en las distintas bibliotecas, Contig 1075 RuBisCO unidad mayor) se
disefiaron utilizando el programa Primer3

(http:/ /frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3code.html). Los mismos fueron
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disefiados para amplificar fragmentos de entre 90 a 150 pb de longitud. Las

secuencias de los primers utilizados se muestran en la Tabla C2.1.

Tabla C2.1: Secuencias de los primers utilizados para la validacién por PCR en

tiempo real.

Contig Forward* Reverse®

Contig1389  CTCGCACATTGCTGTCAAGT CGCTCTTGATGACTCCAACA
Contig 1171 TAATCGCTGGTTTTCCTGCT GCTTCATCAAGGGATTGGAA
Contig1219 TACCGCATCATGGATACGAA GCAGCTGTTCCAGCTCTACC
Contig1362 GACCCTGCGAACAAAAGTGT CCCATTGGAAACATCCAAAC

Contig455 CACGCCGACAAGATCAAGGA  AACAGGCTGAATCCCATGTC
Contig1217 AGGCCTAAGGGAATGAGGAA = CAGACTCACCTCAAGCACCA
Contig1438  GTCCAATCCTCGGTTTCAGA CACCACAGTCGTTGCTGAGT
Contig1468  ACCGTCGTTTGTCCAAAAAG GTCGCACTCCACGGTAAAAT

Contig 857 GCTTGAGAACACGGAGAAGG  CATAAACAGCGGCAGAGTCA
Contig282  CTGGCGTAATAGCGAAGAGG AGGGAAGAAAGCGAAAGGAG
Contigl075° CTTGAATGCGACTGCAGGTA GAAGAAGTAGGCCGTTGTCG

a b [a secuencia de los primers se indican en direccion 5a 3" de izquierda a
derecha.
¢ Contig usado como control interno en la validacién por PCR en tiempo real.

Se controlé que la eficiencia de amplificaciéon sea equivalente para todas las
muestras y para el control interno. También se incluy6 en la preparacién de las
reacciones de PCR un control negativo de la RT y un control donde no se
incluy6 el ADN molde. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler
Realplex?, con el siguiente programa: 3 min a 95°C, 45 ciclos de 15 s a 95°C, 30 s
a 57°Cy 20 s a 72°C; seguido de 5 min a 72°C. Al final se realiz6 una curva de
disociacion para verificar los productos de amplificacion (86 ciclos de 10s desde

65 a 90°C, incrementando 0.3°C por ciclo a partir del ciclo 2).
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El ciclo de corte o Ct se calcul6 utilizando el programa Eppendorf Mastercycler
Realplex2. La expresion relativa entre las bibliotecas se analizé mediante el
método 2-8ACt (Livak and Schmittgen 2001). Las diferencias de medias se
compararon mediante la prueba t de student para muestras apareadas. Se
consideré como significativo un valor P < 0,05. Se calcul6 el valor ACt para cada
muestra mediante la sustracciéon del Ct de cada gen diferencialmente expresado
con el Ct del control interno. El AACt se calcul6 mediante la sustraccion del ACt

de cada muestra con el ACt del genotipo T (Tanganyika, 4x, apomictico).

Mapeo in silico de los unigenes de las bibliotecas

La posiciéon de los unigenes sobre el genoma de arroz se determind con el
algoritmo BLASTN mediante el uso de la herramienta BlastView de pagina web

de Gramene (http://gramene.org/). Se tomaron en cuenta los unigenes que

presentaban homologia de alineamiento con un e-value < a 0.001, utilizando la
opcién “exact matches”. La bondad del ajuste de los unigenes en el genoma de

arroz se probo con la prueba x2? con un valor de significancia del 5%.

Resultados

Comparacion general entre bibliotecas

Las secuencias correspondientes a las bibliotecas EC02 (4x apo), EC04 (4x sex) y
ECO01 (2x sex) fueron sustraidas de a pares in silico para identificar genes
diferencialmente expresados entre ellas (EC01 vs. EC02, EC01 vs. EC04 y EC02
vs. EC04) siguiendo la metodologia descrita por Audic y Claverie (1997). Como
se mencionara en el capitulo 1, se obtuvo un total de 8.884 unigenes entre las
tres bibliotecas. En la Tabla C2.2 se observa el nimero de ESTs analizadas y los
genes diferencialmente expresados en cada comparacién. Varios de los genes en
la lista que muestran un intervalo de confianza del 90% muestran homologia

con secuencias asociadas a cambios de ploidia en Paspalum notatum (Martelotto
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et al. 2005) y también con secuencias asociadas a la reproduccién apospérica en
la misma especie (Laspina et al. 2008). Es por esto que se decidi6 incluir no solo
las secuencias que presentaban un intervalo de confianza del 95%, sino también

las que presentaron un intervalo de confianza del 90% para este anélisis.

Tabla C2.2: Comparaciéon de los niveles de expresion de genes entre las
bibliotecas.

Bibliotecas comparadas N°de ESTs comparadas Transcriptos diferenciales*

ECO01 vs. EC02 3.650 vs. 3.644 40
ECO01 vs. EC04 3.650 vs. 3.392 88
ECO02 vs. EC04 3.644 vs. 3.392 79

EC01: 2x sexual; EC02 4x apomictico; EC04: 4x sexual. * Unigenes expresados
diferencialmente entre las bibliotecas, seleccionados siguiendo el método de Audic y
Claverie (1997) con un intervalo de confianza de 0.95 y 0.90.

Identificaciobn de genes relacionados con la expresiéon de la
diplosporia

Un grupo de genes que mostré un patron de expresiéon diferencial entre las
bibliotecas EC01 (2x sex) vs. EC02 (4x apo) y EC04 (4x sex) vs. EC02 (4x apo)
(Grupo 1) se lo consider6é como potencialmente asociado a la apomixis en esta
especie. Los genes de este grupo se encuentran reprimidos o sobre-expresados
en apo. vs. sex., mas alld del nivel de ploidia de la planta sexual. Estos genes,
expresados diferencialmente con niveles significativos se detallan en la Tabla
C23. De los 11 genes diferencialmente expresados, nueve se encuentran

reprimidos y dos sobre-expresados en las lineas sexuales.

Un grupo adicional de genes (Grupo 2) se detect6 como diferencialmente
expresados entre las bibliotecas EC02 (4x apo) y EC04 (4x sex), pero no
diferencialmente expresados entre las bibliotecas EC02 (4x apo) y EC01 (2x sex).
Los genes dentro de este grupo también son genes diferencialmente expresados

entre el genotipo diplospérico y el sexual, pero con el mismo nivel de ploidia
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(tetraploide). En la planta diploide sexual, estos transcriptos presentan un nivel
de expresion intermedio, por lo que no son detectados como diferencialmente
expresados cuando se los compara con una herramienta estadistica. Este grupo
particular de genes se lista en la Tabla C2.4. De un total de 15 genes, seis estan

sobre-expresados y nueve reprimidos o silenciados en el genotipo sexual.
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Tabla C2.3: Genes diferencialmente expresados en lineas sexuales y diplosporicas independientemente del nivel de ploidia

(Grupo 1).
N° del EC02» EC04>» ECO01> ECO03® D Descripcién Cr. de Score Valor
Contigz  4xapo 4xsex 2xsex Hoja arroz ¢ E
45%* 14 0 6 0 P62614 AMP synthase beta chain 8 70 6,7e47
290 0 5 4 0 Q42699 methyltransferase (methionine 1 109 9 8144
synthase)

391 5 12 15 14 N/A N/A 1* 380 0,0
524 4 0 0 0 035964 SH3-containing GRB2-like Proteina 1 - - -
615** 5 0 0 1 P93276 Posible proteina mitocondrial 1* 590 0,0
657** 5 0 0 0 Q94DD0 Posible hidrolasa 12 61 1,9e24
690** 5 0 0 0 022424 Proteina Ribosomal 40 S 2 137 1,5e158
760** 9 2 0 1 P17784 Fructosa-bifosfato aldolasa 12 60 3,3e49
922 6 1 1 0 Q2QLX5 Cisteina sintasa 4 631 0,0
977 4 0 0 1 Q0ZIX7  Proteina Ribosomal L2 4 712 2,5e77
1000** 15 1 6 32 P19163 RuBisCO-Subunidad grande 10 300 0,0

a Contigs diferenciales con un intervalo de confianza de 0.95 se marcan con doble asterisco (**). El resto de los genes fueron diferenciales

usando un intervalo de confianza de 0.90.

b Se indica el ntimero de veces que se encontr¢ el transcripto en cada biblioteca.
¢ La ubicacién en el mapa de arroz se averigud6 utilizando el algoritmo BLASTN del sitio web Gramene (con un valor E < 0.001). Unigenes
que mapean en el cromosoma 1 y/o 5 se marcan con un asterisco (*).
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Tabla C2.4: Genes diferencialmente expresados en las lineas sexual y diplospdrica con el mismo nivel de ploidia (tetraploide),
que presentan expresion intermedia en la linea diploide sexual (Grupo 2).

N°del EC02> EC04> ECO01® ECO03P .. Cr. de

. . ID Descripcion Score Valor E
Contigz 4xapo 4xsex 2xsex hoja arrozc
1106 4 0 1 2 N/A N/A 4 1067 0,0
1164** 0 5 1 0 Q10QZ6  Elongation factor 1-alpha 3 436 0,0
1330** 0 5 1 0 Q28EK6  CHKI1 checkpoint homolog 9 564 0,0
1389** 0 4 2 1 Q10QZ4  Elongation factor 1-alpha 3 371 2,4e-210
1458 0 4 1 0 Q10A30  Fructose-bisphosphate aldolase 5* 267 3,5e-148
1465 0 4 1 0 Q9AXB2  Disease resistance protein-like 1* 168 9,1e-15
195 4 0 1 0 Q3BCU2  Zinc finger protein 2 114 9,4e-109
216** 5 0 2 0 Q2VC18  Ribosomal protein S14 2 89 6,8e-42
204** 5 0 1 7 Q5M9Z9  Hypothetical protein 3 1016 0,0
439 0 4 1 0 QI91XL3  UDP-glucuronic acid decarboxylase 1 3 50 1,3e-18
44 4 0 3 0 Q9M583  Hypersensitive-induced response protein 9 104 1,3e-111
444 10 1 4 0 P00827 ATP synthase beta chain 1* 174 1,7e-92
570 6 0 3 0 Q2HTU3  Ubiquitin 6 707 0,0
598 8 0 3 1 Q10A26 Enolase 10 58 8,8e-69
944 4 0 1 0 Q10P65 Proline-rich protein 3 65 2,1e-27

a Contigs diferenciales con un intervalo de confianza de 0.95 se marcan con doble asterisco (**). El resto de los genes fueron diferenciales
usando un intervalo de confianza de 0.90.

b Se indica el niimero de veces que se encontr¢ el transcripto en cada biblioteca.

¢ La ubicacién en el mapa de arroz se averigu6 utilizando el algoritmo BLASTN del sitio web Gramene (con un valor E < 0.001). Unigenes
que mapean en el cromosoma 1 y/o 5 se marcan con un asterisco (*).
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Curiosamente, un conjunto grande de 50 genes (Grupo 3) presenté una
expresion diferencial tanto en las comparaciones EC02 (4x apo) vs. EC04 (4x
sex) como en ECO01 (2x sex) vs. EC04 (4x sex) (Tabla C2.5). Es decir, para estos 50
genes, la expresion en el genotipo diploide sexual se correlacion6
completamente con la expresion en el genotipo tetraploide apomictico. Del total
de 50 genes en comun, 44 se hallaban silenciados y seis sobre-expresados en el

diploide sexual y el tetraploide apomictico.

Identificacion de genes expresados diferencialmente por nivel de
ploidia

Aquellos genes que mostraron una expresiéon diferencial en las comparaciones
ECO01 (2x sex) vs. EC04 (4x sex) y ECO1 (2x sex) vs. EC02 (4x apo) (Grupo 4,
Tabla C2.6), se consideraron potencialmente modulados por el nivel de ploidia
en esta especie, ya que mostraban una diferencia de expresion entre el nivel
diploide y el tetraploide, mas alla del modo reproductivo de los genotipos
tetraploides. Se detectaron 20 genes diferencialmente expresados entre las
lineas tetraploides y el diploide. Estos genes se hallaban silenciados en los

tetraploides.

Un conjunto adicional de genes (Grupo 5) mostré diferencias de expresion entre
las bibliotecas EC01 (2x sex) y EC04 (4x sex), pero no se los detecté6 como
diferenciales entre EC01 (2x sex) y EC02 (4x apo) (Tabla C2.7). Estos genes estan
expresados diferencialmente entre la planta diploide y tetraploide, con el
mismo modo de reproduccion (sexual). En la biblioteca tetraploide apomictica,
estos transcriptos revelaron un nivel de expresién intermedio, por lo que no son
detectados como diferencialmente expresados cuando se los compara con una
herramienta estadistica. De un total de 16 genes, cinco estaban sobre-expresados

y once silenciados en el genotipo tetraploide.
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Por dltimo, un grupo sustancial de genes, expresados diferencialmente,
detectados al comparar las bibliotecas EC01 (2x sex) vs. EC04 (4x sex), también
fueron detectados como diferenciales en la comparacién EC02 (4x apo) vs. EC04
(4x sex). Estos genes integran el Grupo 3, y ya habian sido detectados también
en la basqueda de genes relacionados con la reproduccién diplospérica y

detallados previamente en la Tabla C2.5.
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Tabla C2.5: Genes diferencialmente expresados en las lineas sexual y diplospérica con el mismo nivel de ploidia (tetraploide),
que también presentan expresion diferencial entre las lineas tetraploide y diploide sexual (Grupo 3).

N°del EC02» EC04> EC01> ECO03b .. Cr. de

. . ID Descripcion Score Valor E
Contig?z 4xapo 4xsex 2xsex hoja arroze¢
1002 0 4 0 1 P34893 10 kDa chaperonin (Protein CPN10) 7 105  4,5e-99
1064 0 4 0 2 N/A N/A 4 442 54e-25
1156 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1157 0 4 0 0 Q10DEC1 Myb-like DNA-binding domain containing protein - - -
1171 0 6 0 0 Q9C802  Hypothetical protein - - -
1178 0 4 0 0 N/A N/A 12 41  3,9e-13
1181** 0 5 0 0 Q16AX5  Glutamyl-tRNA synthetase - - -
1185 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1215 0 4 0 0 N/A N/A 1* 40  7,7e-13
1217** 0 5 0 0 Q5NBS32  COP9 signalosome complex subunit 1* 57 8,5e-23
1219** 0 5 0 0 Q7XEV8  Serine/threonine-protein kinase NAK 3 154  7,9e-82
1224 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1233 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1234 0 4 0 0 Q10EF8  HEAT repeat family protein 3 78  7,9e-56
1235 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1251 0 4 0 0 Q10H67  Alpha-1,4-glucan-protein synthase 3 194  3,7e-11
1255 0 4 0 0 Q8LC75  Nuclear transport factor 2, putative - - -
1258** 0 6 0 0 QI9SKB9  Acetolactate synthase - - -
1322 0 4 0 0 QI9FHY9  GTPase activ prot of Rab-like small GTPases 9 330  9,5e-18
1326 0 4 0 0 Q2F9%62 Cytochrome c biogenesis Fn 11 60 1,1e-24
1335 0 4 0 0 Q1SIBO Ribosomal protein L1 8 163  6,3e-16
1362** 0 5 0 0 QILI34 Putative importin-alpha re-exporter - - -
1393** 0 5 0 0 N/A N/A 9 42 1,5e-13
1404** 0 5 0 0 QI93WA3 Putative serine/threonine-specific kinase 1* 63 4,4e-42
1409 0 4 0 0 N/A N/A - - -
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1420 0 4 0 0 N/A N/A - - -
1425 0 4 0 0 N/A N/A 3 67  3,6e-55
1430 0 4 0 0 Q75GC3  RNA pol II accessory factor - - -
1435 0 4 0 0 N/A N/A 12 108  2,1e-53
1437 0 4 0 0 Q10KCO  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 7 178  94e-22
1438** 0 5 0 0 Q4324 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - - -
1442 0 4 0 0 Q9ZRQ1  2-oxoglutarate dehydrogenase E2 subunit 4 73 3,8e-32
1450 0 4 0 0 Q5N749  Putative microtubule bundling polypept. TMBP200 1* 76  5,5e-44
1466 0 4 0 0 Q8LMT3 Putative retroelement - - -
1467 0 4 0 1 Q9sV36 Kinesin-like protein 4 52 9,3e-20
1468** 0 5 0 0 Q7F8U2  Put. phosphatidylinos-phosphatidylchol transfer prot - - -
1488 0 4 0 0 049600 Importin alpha-like protein 1* 29  4,0e-06
1495 0 4 0 0 Q1RY71  Transcription elongation factor S-II - - -
1500 0 4 0 0 Q10LV9 Eukaryotic translation initiation factor 2 beta subunit 3 98 2,5e-58
1508 0 4 0 0 Q5N8C9 P protein-like 1* 74 3,4e-88
1512 0 4 0 0 Q10Q06  Digalactosyldiacylglycerol synthase 2 3 157 1,7e-82
257** 8 4 9 0 Q6ENV3  Photosystem I assembly protein ycf4 3 243 5,3e-26
282%* 7 0 8 0 Q84NX8  Putative ribosomal protein L19 - - -
338** 0 10 2 2 Q6RI9A5  Hypothetical protein 12 594 0,0
345%* 5 0 4 1 064937 Elongation factor 1-alpha 3 355 0,0
45** 14 0 6 0 Q7VG78  GMP synthase 8 125  2,9e-63
455** 9 2 10 1 P35135 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 8 253 14e-24
461 4 0 4 0 QO0ZA68  Peroxidase 1* 111 1,7e-21
60** 8 2 15 0 Q2TFP1  Tubulin B4 1* 366 0,0
857+ 2 7 0 0 Q2HUA?7  Longin-like 3 38 1,9-11

a Contigs diferenciales con un intervalo de confianza de 0.95 se marcan con doble asterisco (**). El resto de los genes fueron diferenciales
usando un intervalo de confianza de 0.90.

b Se indica el ntimero de veces que se encontr¢ el transcripto en cada biblioteca.

¢ La ubicacién en el mapa de arroz se averigu¢ utilizando el algoritmo BLASTN del sitio web Gramene (con un valor E < 0.001). Unigenes
que mapean en el cromosoma 1 y/o 5 se marcan con un asterisco (*).
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Tabla C2.6: Genes diferencialmente expresados entre lineas diploide y tetraploides, idependietemente del modo reproductivo
(Grupo 4).

N° del EC02° EC04> EC01» ECO03b .. Cr. de
Contig 4x dx sex  2x se hoia ID Descripcion arroz Score Valor E
8 apo X SeX )
111 0 0 5 0 P46690 Gibberellin-regulated protein 4 6 191 4,9e-61
precursor

200 0 4 0 0 Q307Z3  Fructokinase-like 8 146 5,2e-76
251** 0 0 7 0 Q10LR6  60S ribosomal protein L19-1 3 216 1,3e-194
256 0 0 4 0 QI9JKB8  Pre-mRNA-splicing factor 18 7 236 3,7e-146
26** 0 0 6 0 Q10F32  Ribosome inactivating protein - - -
281 0 0 4 0 Q8WO0S9 Putative beta-1,3-glucanase - - -
295 0 0 4 0 P11884  Aldehyde dehydrogenase 6 74 1,0e-44
30 0 0 4 0 QI10NX7 Beta-galactosidase 3 173 1,8e-70
336 0 0 4 0 Q710Q4  Putative microtubule-associated protein 7 55 9,9e-45
370 0 0 5 0 Q6RI9A5 Hypothetical protein 1* 224 5,7e-211
395** 0 0 6 0 Q948T6  Lactoylglutathione lyase 3 171 1,8e-150
456 0 0 4 0 Q21B43 Cellulose synthase 1 1* 194 2,9e-228
468 0 0 5 2 Q33C08  Ribosomal protein S12 4 493 0,0
475 0 0 4 0 P08965 Meiosis protein mei2 2 45 1,0e-15
49** 0 0 7 0 Q1RY26  Type III polyketide synthase 10 122 5,0e-70
54 0 0 4 0 Q10FR4  Cytochrome P450 family protein 4 65 1,3e-27
66 0 0 4 0 N/A N/A 3 41 2,3e-13
74 0 0 4 2 QI9FMK4 Topoisomerase-like protein 8 171 1,0e-179
9 0 0 4 0 Q5NKI1  MYB18 protein 5* 220 5,2e-120
993 0 0 4 1 QISIB0  Ribosomal protein L1 8 163 2,9e-149

a Contigs diferenciales con un intervalo de confianza de 0.95 se marcan con doble asterisco (**). El resto de los genes fueron diferenciales
usando un intervalo de confianza de 0.90.

b Se indica el nimero de veces que se encontro el transcripto en cada biblioteca.

¢ La ubicacién en el mapa de arroz se averigu¢6 utilizando el algoritmo BLASTN del sitio web Gramene (con un valor E < 0.001). Unigenes
que mapean en el cromosoma 1 y/o 5 se marcan con un asterisco (*).
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Tabla C2.7: Genes diferencialmente expresados en las lineas diploide y tetraploide con el mismo modo reproductivo (sexual),
pero que presentan expresion intermedia en la linea tetraploide apomictica (Grupo 5).

N° del EC02 EC04> ECO01> ECO03P e e Cr de
Contie X 4xsex 2xsex hoia ID Descripcion arroz < Score Valor E
g apo X sex 2x sex j

1090 21 24 14 8 N/A Expressed protein 1* 1103 0,0
1114** 4 8 2 1 Q28EK6  Tubulin alpha-3 chain 11 441 0,0
1228** 2 5 0 0 Q0Z9W3 N/A 5* 35 1,8e-10
1239 1 4 0 0 N/A Expressed protein 11 39 4,1e-12
1349** 2 5 0 0 022347  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydr. 8 75 2,9e-57
141 1 0 4 0 P23686 S-adenosylmethionine synthetase 1 1* 456 2,2e-26
2471** 1 0 5 5 N/A N/A 1 312 0,0
346** 1 0 5 0 P00722  Lactoylglutathione lyase 8 65 2,0e-27
398** 3 1 8 2 Q851X8  ATP synthase beta Chain 3 1089 0,0
403 2 0 4 0 Q2TFP1  Tubulin B-1 1* 456 6,3e-26
426** 1 0 5 1 Q6H8J2  Ubiquitin-conjugating enzyme E2-17 kDa 1* 61 8,3e-42
639** 5 2 11 0 Q6ENQ9 Elongation factor 1-alpha 3 613 0,0
666** 2 0 6 0 Q9ZPN9 Chloroplast 30S ribosomal protein S3 5* 472 0,0

7 1 0 4 0 Q20Q0QX0 Protein kinase 4 108 7,7e-53
828 10 4 14 2 Q28EK6  Expressed protein 9 859 0,0
897 2 0 4 0 Q1SL98  Ribosomal protein L10E 5% 286 1,1e-16

a Contigs diferenciales con un intervalo de confianza de 0.95 se marcan con doble asterisco (**). El resto de los genes fueron diferenciales
usando un intervalo de confianza de 0.90.

b Se indica el ntiimero de veces que se encontro el transcripto en cada biblioteca.

< La ubicacién en el mapa de arroz se averigu6 utilizando el algoritmo BLASTN del sitio web Gramene (con un valor E < 0.001). Unigenes
que mapean en el cromosoma 1 y/o 5 se marcan con un asterisco (*).
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Validacion de la expresion por PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo para aquellos genes,
elegidos al azar, que presentaban una diferencia de expresion significativa en
los ensayos de sustracciéon de las diferentes bibliotecas (EC01, D; EC02, T; y
ECO04, C). Se amplificaron en total 10 genes de expresién diferencial y un gen de
control interno (rubisco). Uno de los primers disefiados para esta validacion
(contig 282) fall6 en la amplificaciéon para los tres genotipos. Los otros nueve
pares de primers amplificaron correctamente todas las muestras, pudiéndose
validar ocho genes (Figura C2.2), confirmando los resultados mostrados en las
Tablas C2.4 y C2.5 (Contigs 1389, 1171, 1219, 1362, 1217, 1438, 1468 y 857). El
contig 455 (Tabla C2.5) tuvo una confirmacién parcial, validando la diferencia
de expresion entre 4x apo vs. 4x sex. Las diferencias entre 4x apo vs. 2x sex no

fueron estadisticamente significativas.
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Figura C2.1: Validacion por PCR en tiempo real de los genes diferencialmente
expresados en las lineas isogénicas de E. curvula. El eje Y representa cuantas
veces un gen es expresado con respecto al genotipo T (4x apo).
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Mapeo in silico de los genes diferencialmente expresados en el

genoma de arroz

A fin de identificar posibles secuencias candidatas en la iniciacién de la
diplosporia los genes que mostraron una expresion diferencial entre las
bibliotecas fueron asignados in silico a secuencias del genoma de arroz. La tnica
informacién disponible de la posible localizacién de la region sinténica con el
locus de la diplosporia en arroz fue informada en el estudio realizado por
Leblanc et al. (1995). Estos investigadores mostraron que la diplosporia en
Tripsacum dactyloides co-segrega fuertemente con sondas que mapean en los
cromosomas 6L y 8L de maiz. Un andlisis comparativo utilizando el sitio web

Gramene (http:/ /www.gramene.org/) dio como resultado que los cromosomas

1 y 5 de arroz presentan una sintenia conservada con las regiones del
cromosoma 6L y 8L de maiz. Se determiné cual, de cada una de las secuencias
diferencialmente expresadas, mapeaba en la region asociada a la diplosporia
(supeditada al grado de conservacion entre las especies). El ntimero de
homologias con un e-value < a 0.001 y la distribucién en los cromosomas de
cada uno de los transcriptos se muestran en las Tablas C2.5 a C2.7. Con
asterisco se encuentran marcados los clones que mapean en la regién
cromosdmica de arroz sinténica al locus de la diplosporia (Tablas C2.5 a C2.7).
La distribucién general sobre los cromosomas de los transcriptos que tienen
homologia significativa con secuencias de arroz se muestran en la Figura C2.2.
Un total de 92 contigs fueron mapeados sobre los doce cromosomas de arroz,
mostrando que los genes diferencialmente expresados se distribuyen a lo largo
de todo el genoma de esta graminea. Sin embargo, la prueba de x? mostr6é una
elevada concentracion de genes sobre los cromosomas 1y 3, 17 (P = 0.0028) y 20
(P = 0.0455) genes respectivamente, mientras que el valor esperado era de 7,66.
Los cromosomas 7, 9 y 11 mostraron el menor ntimero de transcriptos con

homologia: 4 (P = 0.0497), 2 (P = 0.0130) y 2 (P = 0.0130), respectivamente.
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Figura C2.2: Numero de genes diferencialmente expresados segin el modo
reproductivo y/o cambio del nivel de ploidia, agrupados en los cromosomas de
arroz de acuerdo a la homologia con secuencias del genoma de esta graminea.
Los cromosomas 1 y 3 contienen el grupo més grande de genes activados/
silenciados segtin sus diferencias por nivel de ploidia y/o modo reproductivo.
(Estadisticamente validado con la prueba de x2).

Discusion

El trabajo presentado en este capitulo de tesis permitid, mediante la técnica de
secuenciacion de ESTs, realizar una caracterizaciéon general de los perfiles de
expresion de genes que se encuentran controlados tanto por cambios en el nivel
de ploidia como por el modo reproductivo en inflorescencias inmaduras de E.
curvula. El andlisis de ESTs es una de las dos técnicas utilizadas en esta tesis
para la identificacién y caracterizacion de genes. La secuenciaciéon de las
bibliotecas construidas no ha sido concluida atin, ya que existe la posibilidad de
continuar con esta tarea. Los genes identificados hasta el momento serian
aquellos que presentan elevada expresion. Por ello se eligié ademas otra técnica
que, en contraste, es efectiva en la deteccion tanto de transcriptos con elevada

expresion como aquellos con baja expresion. Se trata del display diferencial (ver
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Capitulo 3). Por otro lado, el andlisis de ESTs detecta diferencias cuantitativas
en expresiéon, mientras que la técnica de display diferencial revela
principalmente las diferencias cualitativas, es decir, las del tipo presencia -

ausencia.

Mediante este andlisis se logré identificar un grupo de genes que estaban
expresados de forma diferencial entre los individuos 2x sex y 4x sex, que
también estaban expresados diferencialmente entre las plantas 4x apo y 4x sex.
Curiosamente, este grupo particular de genes muestra una expresion muy
similar entre el genotipo 2x sexual y el genotipo 4x apo. Estos resultados

pudieron ser confirmados y validados por PCR en tiempo real.

Dos hipétesis son posibles para explicar la presencia de este grupo de genes: 1)
que un incremento en el nivel de ploidia requiera la activacién o silenciamiento
de un particuar grupo de genes, pero que por alguna razén esa activaciéon /
silenciamiento falla en la planta apomictica diplosporica 2) que el tratamiento
con colchicina utilizado para generar la linea colchoploide C (4x sex) haya
provocado alteraciones genéticas o epigenéticas del genoma que dan como
resultado los patrones de expresion en esta linea en particular. Cada hipétesis, o

una combinacién de ambas pueden explicar los resultados obtenidos.

Es sabido que la poliploidizacién plantea un desafio para la continuidad tanto
de una meiosis estable como para la homeostasis del sistema de regulacion de
genes. La redundancia en el genoma que involucra la poliploidizacion
contribuye directamente a la pérdida del balance en la expresion génica. Un
mecanismo conocido generalmente como “diploidizacién genética” da lugar a
nuevos patrones estables de actividad genética durante la poliploidizacién, para
lograr mantener la homeostasis (Wendel 2000, Ma and Gustafson 2005). Es
tentador hipotetizar que el reordenamiento o remodelamiento de la expresion

de algunos genes durante el proceso de diploidizacién genética no se logra en la
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planta apomictica diplospoérica (grupo de genes que también mantienen el
mismo nivel de expresion en la planta diploide), y que la diplosporia podria ser

la causa de esa falla.

Sin embargo, cualquier especulacion posible requeriria una evaluacién
cuidadosa del efecto de la colchicina sobre la expresiéon del genotipo
colchiploide (C, 4x sex), a través del desarrollo y procesamiento de los
correspondientes controles (es decir, plantas sometidas a un mismo tratamiento
con colchicina pero que no hayan duplicado su dotacién cromosémica).
Estudios actuales (Martelotto et al. 2005; Osborn et al. 2003; Ozkan et al. 2001;
Liu et al. 2001) postulan que la técnica de cultivo de tejidos y tratamientos con
colchicina usados en generacion de poliploides no producen alteraciones en la
constitucion genética de los genotipos, sin embargo modificaciones epigenéticas
y variaciones fenotipicas pueden ser detectadas (Hao et al. 2004, Peredo et al.
2006). El analisis de la variacién de las secuencias de ADN en plantas generadas
de callos embriogénicos de pomelo, almacenadas in vitro por el método de
crecimiento lento, no detect6 la presencia de polimorfismos en marcadores
RAPDs con 102 primers utilizados (siempre que el nivel de ploidia se mantenia
constante) (Hao et al. 2004). Sin embargo, con andlisis de polimorfismos
sensibles a metilacion (MSAP, methylation sensitive amplification
polymorphism) (Xiong et al. 1999) se informaron cambios en la metilacion del
ADN entre las muestras almacenadas comparadas con los controles (Hao et al.
2004). Un analisis de las variaciones genéticas y epigenéticas en plantas de
lapulo regeneradas de subcultivos sucesivos de callos organogénicos no
mostraron bandas polimérficas en los estudios de AFLPs de dichas plantas
(Peredo et al. 2006), sin embargo, cambios epigenéticos si fueron detectados con
estudios de MSAP (Peredo et al. 2006). La caracterizacion genética de la misma
serie euploide de E. curvula usada en esta tesis mostré que el cultivo de tejidos
seguido por tratamiento con colchicina no genera polimorfismos genéticos entre

los genotipos, ya que los dos colchiploides obtenidos por duplicaciones
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individuales (UNST1131, denominado C y UNST1112, denominado M)
mostraron casi la misma estructura genética (Mecchia et al. 2007). Sin embargo,
en concordancia con los resultados obtenidos en lapulo y citrus, los analisis de
MSAP mostraron que los genotipos presentan diferencias en los patrones
generales de metilacion (Ochogavia et al. 2009). Por lo que variaciones en los
patrones de metilacion inducidos por colchicina pueden eventualmente

modificar la expresién génica.

El analisis y asignacién in silico de los genes sobre las regiones cromosémicas
del genoma de arroz mostraron que, aunque las secuencias expresadas
diferencialmente en relacion al modo reproductivo o nivel de ploidia se
distribuian a lo largo de todos los cromosomas, un grupo significativo lo hacia
sobre los cromosomas 1 y 3. Como se menciona anteriormente, el cromosoma 1
de arroz contiene regiones sinténicas con el locus de la diplosporia en
Tripsacum. Los genes identificados en este trabajo y asignados a dicha regiéon
cromosOmica serdn investigados funcionalmente en un futuro como posibles

candidatos para la reproduccién diplospoérica.

Hay estudios que proponen que la diplosporia implica una falla heterocrénica
en el desarrollo de las vias sexuales, sin que haya una interrupcién de las vias
en si mismas (Grimanelli et al. 2003). En este trabajo se demuestra que la falla
heterocrénica esta eventualmente asociada a una falla parcial en el modelado de
la expresion de genes durante la poliploidizacién en la planta diplosporica.
Consideramos que es necesario realizar mas estudios para determinar si es esa
la razén por la que la apomixis necesita de la poliploidizacién para su
expresion. La identificacion de varios genes candidatos que se estan expresando
durante el desarrollo diplospérico (algunos de ellos en regiones sinténicas con
el locus de la diplosporia en otras especies) contribuird a la dilucidacién de este
fenémeno y, en un futuro, posibilitara la manipulacion del caracter para el

beneficio de la agricultura.

104



CAPITULO 3 - “4nailisis de expresion de genes

utilizando la técnica de display diferencial”



Capitulo 3 - Analisis de expresién de genes utilizando la técnica de display diferencial

Introduccion

En el capitulo anterior se realizé un analisis comparativo de la expresion de
genes basado en ESTs de la serie euploide descripta anteriormente, en el cual se
encontraron 112 genes que podrian estar asociados a una regulacién por ploidia
o modo reproductivo. Sin embargo, no fue posible realizar una cobertura
completa del transcriptoma ya que solo se obtuvieron 12.000 secuencias. Los
112 candidatos obtenidos por el andlisis de las ESTs reflejan solo aquellos genes
que se estdn expresando a niveles elevados en los tejidos analizados. En este
capitulo se muestra un andlisis complementario del transcriptoma de hoja e
inflorescencias inmaduras mediante la técnica de display diferencial (DD). Con
esta técnica la obtencién de un cierto producto de amplificacion depende de la
combinacién de primers al azar utilizados, por lo que incluso los transcriptos
que estan en menor proporciéon pueden ser amplificados si la secuencia de estos
tiene homologia con el primer utilizado (Matz and Lukyanov 1998). Es por ello
que con este analisis se espera complementar el analisis de ESTs realizado

previamente, detectando los transcriptos que escaparon al primer analisis.

Objetivo

El objetivo planteado en este capitulo fue investigar las bases moleculares de la
apomixis diplospérica y su relacion con los cambios de ploidia en E. curvula
mediante un analisis completo del transcriptoma. Para ello se utiliz6 la técnica
de display diferencial en hojas e inflorescencias inmaduras de la serie euploide

generada por nuestro grupo de trabajo y descritas en el Capitulo 1.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

Las plantas de la serie euploide se obtuvieron como se describi6é anteriormente

en la introduccién de esta tesis.

Para la realizacion de los experimentos de DD las muestras de inflorescencias se
tomaron en Diciembre de 2006. Todas las muestras fueron tomadas a la misma
hora del dia (4 pm) de plantas que se encontraban en invernaculo creciendo
bajo las mismas condiciones. Las muestras de inflorescencias se tomaron
cuando estas se encontraban emergiendo de la hoja bandera. Como se describié
anteriormente, el desarrollo de la espiguilla es asincrénico (ver Cap. 2). El
estadio en el que se encontraba la espiguilla se control6 bajo el microscopio. De
esta forma se garantizé que en las muestras para extraccion de ARN solo se
hallaran estadios de célula arquesporial o anteriores. Los estadios de desarrollo
del saco embrionario dentro de la espiguilla se evaluaron de la siguiente
manera: las espiguillas fueron inmediatamente fijadas en FAA (10% formol, 5%
acido acético, 50% alcohol y 35% agua destilada) donde se conservaron hasta el
momento de su utilizacién. Luego se procedi6 a la inclusién de las espiguillas,
por separado, en parafina (Paraplast), montado y corte en micrétomo en
secciones de 10 um de espesor y se siguid la tincion tipica con safranina-fast

green. Todo el proceso se realizé de acuerdo a la técnica de Johansen (1940).

Para los experimentos de DD de hoja se colectaron hojas jovenes, de 10cm de
longitud, a partir de plantas totalmente desarrolladas. Cada muestra consistio

de cinco hojas tomadas de diferentes macollos.

Extraccion de ARN

Las extracciones de ARN total para los experimentos de DD se realizaron como

fuera descripto previamente (ver Cap. 1).
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Ensayos de Display diferencial (DD)

Los experimentos de DD se realizaron utilizando el protocolo general
informado por Liang & Pardee (1992) con algunas modificaciones menores
(Pessino et al. 2001). Se utilizaron cuatro oligonucleétidos anclados llamados
DDT1, DDT2, DDT3 y DDT4, que corresponden a las secuencia
5T(12)(ACg)X3’, donde X representa A, C, G o T, respectivamente. Se usaron
116 decameros arbitrarios provenientes del Proyecto de Sintesis de Cebadores
para RAPD de la British Columbia University (serie 3 y 4) en combinacion con los
oligonucle6tidos ancla para crear pares de cebadores. La transcripcién reversa
se realiz6 usando la enzima Superscript 1l (Invitrogen Life Technologies)
siguiendo el protocolo indicado por los fabricantes. Las reacciones de PCR
fueron realizadas por duplicado en un volumen final de 25 ul conteniendo 1X
Taq activity buffer (Promega); 1,5 mM MgCly; 50 uM dNTPs; 0,70 pM cebador
arbitrario; 2,5 uM cebador ancla; 2 U de GoTag DNA polimerase (Promega) y 2,5
ul de la reaccién de transcripcion reversa (previamente diluida 1/20). Los
controles negativos se realizaron utilizando ARN total no sometido a
transcripcion reversa con el fin de verificar la ausencia de ADN genémico
contaminante en las preparaciones de ARN total. Para las amplificaciones se
utilizé el termociclador MyCycler (Bio-rad). El programa consisti6 en un paso
inicial de 3 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20
segundos a 42°C y 30 segundos 72°C, con una etapa de elongaciéon de 5 minutos
a 72°C. Las muestras fueron mezcladas con buffer de siembra STR 3X (10 mM
NaOH; 95% v/v formamida; 0,05% p/v azul de bromofenol y 0,05% p/v de
xylene-cyanol) en una proporciéon 3:1, desnaturalizadas durante 5 minutos a
95°C y separadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5% p/v
(acrilamida:bis-acrilamida (19:1); 0,5X TBE; 7,5 M urea). Para la electroforesis se
utiliz6 un equipo de secuenciaciéon modelo SequiGene sequencing cell (Bio-
Rad), la corrida se realiz6 a 60 W por 22 horas (1 hora sin las muestras y 1%2
horas con las muestras) usando los buffers 0,5X y 1X TBE pH 8,0 en los

reservorios superior e inferior, respectivamente. Los productos de amplificaciéon
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fueron tefiidos con nitrato de plata siguiendo el procedimiento del DNA Silver
Staining System (Promega). Brevemente, el gel se incubé durante 20 minutos en
solucion fijadora (acido acético glacial 10% v/v), seguido de 3 lavados en H.O
destilada (H204) de 3 minutos cada uno e incubaciéon en solucién de tincion (1
g/l AgNOs; 0,1% v/v formaldehido) por 30 minutos. Luego se lavé por 10
segundos en HxOq4 pre-enfriada y se reveld con solucion desarrolladora (30 g/1
carbonato de sodio; 0,1% v/v formaldehido; 2 mg/1 tiosulfato de sodio) pre-
enfriada, deteniéndose la reaccién con agregado de solucion fijadora. Los geles
se lavaron exhaustivamente con agua y se tomaron los datos directamente sobre
el vidrio luego del secado en estufa a 37°C por al menos 2 horas. La
documentacion se hizo mediante digitalizacion directa usando el escdner Astra

3400 (UMAX).

Andlisis de agrupamiento y componentes principales

Los datos de los experimentos de DD fueron agrupados y convertidos en una
matriz binaria en la cual “1” indica la presencia de banda, “0” su ausencia y “5”
un dato perdido debido a una falla en la reaccién de amplificacion o a la
carencia de definicion de una determinada banda. Las matrices se analizaron y
se determind el coeficiente de similitud entre individuos (coeficiente de

Jaccard), segtn la siguiente férmula:

J=a/(a+bc)

donde “a” es el numero de bandas comunes a ambos individuos, “b” el
nimero de bandas presentes en uno de los individuos analizados y ausente en
el otro y “c” es el nimero de bandas presentes en éste tltimo que se encuentran
ausentes en el primero (Jaccard 1908). El analisis de agrupamiento se realizé por

el método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean)

usando el paquete computacional Infostat (http://www.infostat.com.ar, FCA-
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UNC, Argentina). Las relaciones entre individuos en base a las matrices se
analizaron mediante el andlisis de componentes principales (ACP). Se
elaboraron tres matrices, una con los datos de inflorescencias inmaduras, la
segunda con datos de hojas y una tercera matriz combinando los datos de
ambos tejidos. Sélo para la construccion de la tercera matriz se tomoé el mismo
ndimero de transcriptos para ambos tejidos. Se tom6 como dato el nimero de
marcadores amplificados de panoja (4.242) y se le asignaron a hoja nameros
relativos basados en los porcentajes obtenidos en las diferentes categorias de
polimorfismos mostrados en la Tabla C3.2. Esto se realiz6 con el fin de hacer

compatible los datos para la generacion de la tercera matriz.

Recuperacion de las bandas diferenciales

Los fragmentos de gel conteniendo las bandas diferenciales fueron cortados
cuidadosamente en secciones pequefias y el ADN fue eluido en 50 pl de un
buffer conteniendo acetato de amonio 0,5 M y EDTA 1 mM pH 8, incubado a
37° C durante toda la noche. La precipitacion se realizé durante 30 min a -80 °C
agregando 0,05 volamenes de CINa 5M y 2,5 volimenes de etanol absoluto.
Posteriormente se centrifugé a 13.000 rpm por 10 minutos y se lavo
cuidadosamente el pellet dos veces con etanol 70% v/v. Luego de centrifugar
nuevamente a 13.000 rpm, el pellet se sec6 en estufa a 37°C hasta que no se
observaron vestigios de alcohol y se resuspendié en 15 ul de agua bidestilada
estéril. Los fragmentos fueron re-amplificados bajo las mismas condiciones de
PCR descritas anteriormente para DD, empleando los cebadores
correspondientes. La presencia de la banda amplificada se observé en un gel de
agarosa al 1,5% en TAE 1X. La existencia de bandas contaminantes se controlé
en un segundo gel de poliacrilamida. Los fragmentos obtenidos fueron entonces
clonados en el vector pGEM®-T Easy Vector System (Promega), siguiendo las

especificaciones del fabricante.
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Analisis de las secuencias

La secuenciaciéon de los clones de ADNc fue realizada por Ibiotec (INTA
Castelar, Argentina). Los analisis de homologia de secuencia fueron hechos
usando los algoritmos BLASTN y BLASTX 2.2.20 (Altschul et al. 1997, Zhang et
al. 2000) que se encuentran disponibles en el la pagina web del National Center

for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /).

Se utiliz6 también el programa tBLASTX del Arabidopsis Information Resource,

TAIR, (http://www.arabidopsis.org/) con el fin de obtener las anotaciones

funcionales de las secuencias diferenciales de E. curvula en las bases de
secuencia de  Arabidopsis  thaliana 'y el programa  MapMan
(http:/ /gabi.rzpd.de/projects/mapman) para ubicar las secuencias en las vias

metabdlicas (Thimm et al. 2004; Usadel et al. 2005).

Validaciéon de la expresion diferencial de genes

La técnica de PCR en tiempo real fue utilizada para validar la expresion
diferencial de doce genes candidato elegidos al azar (seis candidatos de hoja y
seis de inflorescencias inmaduras). Las reacciones se prepararon como se
describe en el capitulo anterior. En esta oportunidad los primers utilizados se
disefiaron usando el programa Primerquest, de la pagina web de IDT Scitools

(http:/ /www.idtdna.com/Scitools/ Applications/Primerquest/), y sintetizados

también por IDT (http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx). La secuencia

de los primers utilizados se muestra en la Tabla C3.1. En esta oportunidad el
gen de igual expresién entre los distintos genotipos que se utilizé como control

interno fue el gen de actina.
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Tabla C3.1: Secuencias de los primers usados para la validaciéon por PCR en

tiempo real.

Secuencia Forward® Reverse?
33.P.2.264.DC TATGGACCCGAACCTGGGTGATIT TAGCTCTGGGTTCGAGTGGCATTT
12.P.2.218.DC AAGCTTGCCTCAGCTGTCTACCTT CAGCAAATGCCCAGTTCGCATACA
20.P.2.222.D ACGCCCGAGGAAAGATCATTAGCA  TGCTCGGATTGTATGAGGACAGCA
42.P.2.269.TC ACAAGACAGCCAAGGAGTGAAGGA ACCAGTTCAGTTTACCACCACCGA
52.P.2.275.TC TCGATTAGCGAAGGACAAGGTGGA TGGCAAGACCATCACTTTGGAGGT
82.P.3.248.TC GAATTACAAGCAAGCCCGCAAGGT GCAATAGCATTTGCCGGCTGAGAA
71.H.2.251.D TGGTGCTGCAAAGGAACTAGAGAG TGCCTITTCCGCCCACTAAACTTCT
23.H.2.237.T TTGTCAATTGGCAGACGGTACGGA TAAGTGCACGGCCAAACTTCTCCA
27.H.2.270.TC AACCTCGAGACGCTGTCGGTTITA AGATGTAGGTGAGGTTGGAGCAGT
43.H.2.275.TC AAAGAGTCCACCCTGCACCTTGTT ACCTCCAAAGTGATGGTCTTGCCA
49.H.2.287.D  TTCCTCAGCTCTCCCAACTTGTGT AATCGTGTCGATGCGGTCATCAGT
97.H.2.304.D GCCCATGCATTGTTTGGTGACCTT ACAAGCACCTTCTGGTCTCAACGA
Actinac AAGATCAAGGTGGTTGCTCCTCCA ATCTGCTGGAATGTGCTGAGGGAT

a. b a secuencia de los primers se indica en direccién 5°-3” (de izquierda a derecha)
¢Gen usado como control interno en la validacién por PCR en tiempo real.

La metodologia fue la misma que la utilizada para las validaciones de la ESTs
(Ver Cap. 2), salvo que en esta oportunidad las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System (BioRad) y el programa
utilizado para calcular el valor de Ct fue el iQ5 Real Time Detection System

(BioRad).

Mapeo in silico

Las secuencias expresadas diferencialmente obtenidas por DD y aquellas
obtenidas por secuenciacion de ESTs fueron mapeadas in silico en el genoma de
maiz. Este andlisis se realiz6 con la herramienta provista por la pagina web

“Maizesequence” (http://maizesequence.org/). La posicién de las secuencias

sobre los cromosomas de maiz se determin® mediante el anélisis de BLASTN

con la herramienta BLAST provista por la pagina web “Maizesequence”
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(http:/ /maizesequence.org/). Sélo las secuencias con un valor E < 0.001 fueron

mapeadas. Para ello se utilizé la opcion “exact matches”. La secuencia del
marcador RFLP csu68 (GeneBank gi: 409635), asociada con el locus de la
diplosporia en Tryspsacum (Leblanc et al. 1995, Savidan et al. 2008), se utiliz6
como sonda para calcular la distancia fisica entre la region asociada a la
diplosporia y las secuencias con expresién diferencial obtenidas por anélisis de

ESTs y DD.

Resultados

Expresion de genes en inflorescencias inmaduras y hojas

En la figura C3.1 se indican los estadios de desarrollo del gametofito masculino
y femenino en los que se tomaron las muestras para los ensayos de DD. Como
se comentara anteriormente, el desarrollo de la panoja de E. curvula es
tipicamente heterocrénico. Dentro de la panoja, las raquillas superiores
presentan estadios mds avanzados en el desarrollo que las de la base de la
panoja. Dentro de la raquilla las espiguillas superiores estdn menos
desarrolladas que las basales. Por dltimo, dentro de cada espiguilla, las flores

basales se encuentran mas desarrolladas que las superiores.

Las muestras de ARN fueron tomadas de espiguillas en el estadio de
arquéspora. Este estadio de desarrollo coincide con la presencia de células

madres del polen dentro de las anteras (Fig. C3.1)

En los ensayos de Display Diferencial de inflorescencias inmaduras se realiz6
un total de 116 combinaciones de primers que dieron buena amplificacion y
generaron 4.242 bandas. Para los experimentos realizados con ADNc de hoja, se
hicieron 111 combinaciones que generaron 7.622 bandas. En la figura C3.2 se
muestran porciones tipicas de geles de display diferencial de inflorescencias y

de hojas. Para el conteo de bandas solo se utiliz6 la region central del gel, donde
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la resolucién del mismo y los perfilados de bandas eran 6ptimos y totalmente

reproducibles.

Figura C3.1: Corte de espiguilla tefiido con safranina fast-geen. a) antera. b)
6vulo. CMP: célula madre del polen. Arq.: Arquespora.

a b

g D C T D (¢
(4x Apo) (2x8ex) (4xSex) (4x Apo) (2xSex) (4xSex)

- —— —

Inflorescencia Hoja

Figura C3.2: Porcién tipica de los geles de DD en el que se representa una
porcién del transcriptoma de E. curvula. a) Inflorescencia. b) Hoja. Las flechas
indican algunos de los polimorfismos encontrados.
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Aquellos transcriptos que mostraron una clara diferencia de sefial entre las
lineas 2x y 4x fueron aquellos regulados por ploidia, mientras que los regulados
por modo reproductivo mostraron una clara diferencia entre las lineas sexuales
y la diplospérica. Las bandas que mostraron un patron presencia-ausencia
fueron cortadas y eluidas del gel, y luego reamplificadas con el mismo
programa de PCR utilizando la misma combinacién de primers. La Tabla C3.2
resume el nimero de alteraciones encontradas en los geles de poliacrilamida.
Las bandas obtenidas del gel se encontraban en un rango de 200 a 800 pb. De las
4.242 bandas totales obtenidas de inflorescencias, se identificaron 554 bandas
diferenciales (14,05%), mientras que de las 7.622 bandas de hoja, 739 (9,70%)

bandas mostraron expresion diferencial.

Tabla C3.2: Tipo y porcentaje de bandas detectadas en los geles de DD de
inflorescencias y hojas.

Tipo? Genotipo Descripcién Inflorescencias Hojas
T D C N°de P N° de P
4xApo 2xSex 4xSex bandas (%) bandas (%)
1/1/1 1 1 1 Monomoérficas 3688 86,95 6883 90,31
1/0/1 1 0 1 Polimorficas 284 277
0/1/0 0 1 0 por ploidia 218 1184 235 674
1/0/0 1 0 0 Polimérficas 11 125
0/1/1 0 1 1 por mod.o 19 0,71 43 2,17
reproductivo
0/0/1 0 0 1 Polimorficas 6 05 23 078
1/1/0 1 1 0 inesperadas 16 ! 36 !

a1 indica presencia y 0 indica ausencia de banda, en los correspondientes genotipos (T, D, C)

Del total de las bandas diferenciales, el 11,84% de inflorescencias y el 6,74% de
hojas fueron diferenciales en relacién al nivel de ploidia, y el 0,71% y 2,17% lo
fueron en relacion al modo reproductivo en inflorescencia y hoja,
respectivamente. Un pequefio porcentaje de bandas (0,5 y 0,78%) mostraron un
patrén al que se denominé “patrén inesperado”, ya que mostré similitud entre
el genotipo tetraploide apomictico y el diploide sexual. Este patron particular
de expresion estuvo presente tanto en inflorescencias como en hojas, y también

fue detectado anteriormente en el anélisis de ESTs.
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La figura C3.3 muestra los dendrogramas del analisis de similitud y los graficos
del andlisis de componentes principales correspondientes a los datos de
expresion de inflorescencias, hojas y la combinaciéon de ambos tejidos. Los
genotipos T y C agruparon juntos a una distancia de 0,013 y 0,031 en
inflorescencias y hojas, respectivamente, mientras que el genotipo D qued6
excluido del agrupamiento, a una distancia de 0,125 y 0,083 con respecto a los
tetraploides (Fig. C3.3a y b). El tercer grafico muestra claramente las diferencias
entre los patrones de expresion del diploide y los tetraploides y sugiere que la
ploidia es incluso mas importante que el tipo de tejido para definir la estructura
del transcriptoma (Fig. C3.3c). Estos resultados coinciden con los obtenidos a
partir de los analisis de ESTs. Por otra parte, en el trabajo de Mecchia el al.
(2007), también se observé utilizando marcadores moleculares (RAPDs y
AFLPs) que, a nivel del genoma también existe una mayor similitud entre los
tetraploides, que difieren del diploide, con la presencia de bandas que revierten
luego de un cambio en el nivel de ploidia desde 2x a 4x, restaurando la
estructura presente en el tetraploide original. Esto sugiere que la estructura
genética de las plantas tetraploides es similar y difiere de la de la planta sexual
diploide. Esta reversion también fue observada en los patrornes de metilaciéon
de citocinas en esta misma serie euploide (Ochogavia et al. 2009). Es decir que a

nivel epigenético las plantas tetraploides también son més semejantes entre si.
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Figura C3.3: Dendrogramas y analisis de componentes principales (ACP). Los
graficos corresponden a los datos de expresion de inflorescencias y hojas de la
serie euploide de E. curvula (T (4x Apo), D (2x Sex) and C (4x Sex). a) Datos
inflorescencia. b) Datos de hoja. c) Combinacién de los datos de ambos tejidos.

Caracterizacion molecular de los transcriptos aislados

Las bandas polimoérficas del gel que presentaban buena definiciéon fueron
cortadas, eluidas y re-amplificadas. Sesenta (60) bandas de inflorescencias y 42

de hoja fueron clonadas y secuenciadas con éxito. Este niimero representa un
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10,83% y 5,68% del total de bandas diferenciales de inflorescencias y hojas,

respectivamente.

De los 60 transcriptos secuenciados, 39 (65%) mostraron homologia significativa
con genes de funciéon conocida (Tabla C3.3). Los 21 clones restantes (35%)
representaron secuencias nuevas. Los andlisis de secuencias se llevaron a cabo
mediante comparacion contra la base de datos del GeneBank usando el
algoritmo BLASTX. De los 42 transcriptos secuenciados a partir de hojas, 14
(33,33%) mostraron homologia con genes de funcién conocida y 28 (66,66%)
representaron nuevas secuencias (Tabla C3.4). Se encontré un transcripto en
comun de funcién desconocida, expresado tanto en hojas como inflorescencias
del genotipo diploide (125.P.3.225.D de inflorescencias y 31.H.2.295.D de hojas).
Se hall6 otro transcripto, expresado en ambos tejidos (52.P2.275.TC de
inflorescencias y 43.H.2.275.TC de hojas) de los genotipos tetraploides, que
presenté homologia con la proteina ubiquitina. El resto de los transcriptos
analizados presentaron expresion especifica para cada tejido. Sin embargo, es
importante considerar que solo se secuencié un ntmero limitado de bandas,
por lo que una cantidad mayor de secuencias podria revelar mas genes en

comun expresados en ambos tejidos.
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Tabla C3.3: Genes diferencialmente expresados en inflorescencias de la serie euploide
de E. curvula con distinto nivel de ploidia y modo reproductivo.

Nombre de la T4x D2x C4x .. e el Scor Valor
. N° de accesion  Descripcién

secuencia Apo Sex Sex e E

Relacionados a diplosporia

38P2264DC 0 1 1 ABR260041 ~ NEWOWANSposon 55 - gq 57
protein
Plasma membrane

12.P.2.218.DC 0 1 1 BAA06629.1 i ATPoc 126 5e-28
Putative

129.P3245DC 0 1 1 BAC79202.1 phospholipase D 179  6e-45
beta 1

127.P.3.240.T 1 0 0 BADG77741 ~ Lhosphogluconate 45 g, g
dehydrogenase

Inesperados

126.P.3.228.C 0 0 1 YP_514664.1 IL{;bosomal protein 53 5e.57

4P1.A3.C 0 0 1 ABA96267.1 Expressed protein 144  2e-33

20.P.1.289.C 0 0 1 YP_0015186141  Serine/threonine 7 g5 g
protein kinase

142.P.3.240.C 0 0 1 EAZ04360.1 Hypothetical 593  2e7
protein

3.P.1.A3.C 0o 0 1 FAZ291301 ~ ypothetical 174 2e-42
protein

5P1.A4.C 0 0 1 EAZ39836.1 Hypothetical 843  3e-15
protein

16.P.1.289.C 0o 0 1 BABo2e61 L ypothetical 175 le-42
protein

1P.A1C 0 0 1 N/A N/A N/A N/A

8.P.B5.C 0 0 1 N/A N/A N/A N/A

Relacionados a ploidia

7.P.1.B4D 0o 1 0 AAL760011 ~ Dutativesagpol gy p oo o
polyprotein

9.P.1.B5.D 0 1 0 ABG68041.1 Protein kinase 894 8.107e )

12.P.1.268.D 0 1 0 AAP46lo71 ~ Lutativegagpol 5, n g0
polyprotein

13.P.1.268.D 0 1 0 YP 8193621 |ranscriptional 135 1e-30
regulator
Put. calcium-

17.P.1.278.D 0 1 0 BAD27978.1 transporting 262 6e-69
ATPase

18.P.1.295.D 0 1 0 AF466646 9 L utative gag-pol 184 2e45
polyprotein

21.P.1.289.D 0 1 0 EAZ4d5051  Liypothetical 137 4e31
protein

20.P.2222.D 0 1 0 BAD192641 | ufativeleucine 277 2e-73
aminopeptidase

39.P.2.266.D 0 1 0 ABA99626.1 Protein kinase 232 6e-60

43.P.2.269.D 0 1 0 ABR2S7441  ©0Sribosomal 793 3e-13
protein 112

19.P.3.249.D 0 1 0 EAY84737.1 Hypothetical prot. 152 2e-35
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Putative prot

41.P3302.D 0 1 0 BAD45137.1 A 489  le-4

50.P.3.304.D 0 1 0 EAZ29192.1 gﬂfgﬁ‘e“‘:al 111 223

49.P.3.304.D 0 1 0 EAY93458.1 Hypothetical prot. 69.7  7e-11

94.P.3.262.D 0 1 0 ABR26094.1 Efg;’itrrlamposon 797 7e-14

2P.A1D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

10.P.C1.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

19.P.300.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

16.°.2.219.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

23.P.2222D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

67.P.2.290.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

35".P.3.300.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

125P.3.225.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

138.P.3.202.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

139.P.3.240.D 0 1 0 N/A N/A N/A N/A

18.P.1.230.TC 1 0 1 AAV43g57]  Putativeserine 763  8e-13
carboxypeptidase II

17P2.220.TC 1 0 1 BAC57277.1 gf;gsomal Profein 454 2e-36
Put.

21.P.2.222.TC 1 0 1 BAC83627.1 hydroxyproline- 813  2e-14
rich glycoprot

41P2269.TC 1 0 1 BAD454381  ~incfinger POZ 182 2e-44
domain

42.P.2.269.TC 1 0 1 AAF07182.1 E;Z:z;e H2A 766  2e-12

52.P.2.275.TC 1 0 1 AAX406521  Polyubiquitin 201 7e-50

16.P3239TC 1 0 1 BAC208981 Ut franscription 5, 5009
repressor HOTR

59.P.3.234.TC 1 0 1 EAY93458.1 Hypothetical 118 2025
protein

§2P.3.248TC 1 0 1 ABA9se212  MATEeffluxfamily 550 5 59
protein

98.P.3.264.TC 1 0 1 AAQs6285.1  Lutative gag-pol 106 7e-22
protein

110.P.3269.TC 1 0 1 AAO00671 ~ Put-cleavageand oy g g
polyadenylat prot

13L.P3245TC 1 0 1 ABAO5797.1  ReWOansposon g6 509
protein
Pyruvate

136.P.3.202.TC 1 0 1 AAC72195.1 dehydrogen. E1 165  1e-39
alpha sub.

4P2202.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

25.P.2.251.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

29.P.2.261.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

35.P.2.264.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

45.P.2.269.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

51.P.2.275.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

15.P.3.239.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

111.P3269.TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A

133.P3.248TC 1 0 1 N/A N/A N/A N/A
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Tabla C3.4 Genes diferencialmente expresados en hojas de la serie euploide de E.
curvula con distinto nivel de ploidia y modo reproductivo.

Nombre. dela Tax D2x  Cdx N° de accesién  Descripciéon Score  Valor E

secuencia Apo  Sex Sex

Relacionados a diplosporia

23.H.2.237.T 1 0 0  ABRo7A061  letrotransposon 103 3,0e-21
protein

88.H.2.300.T 1 0 0 AAX949701  LULTEUOWAnsPoson g gge g
protein

95.H.2.303.T 1 0 0 ABA9/ey1  Putretrolmamsposon 5,400
protein

2.H2219.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

3.H.2.219.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

14.H.2.230.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

19.H.2.230.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

38.H.2.266.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

42.H.2.275.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

55.H.2.300°.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

56.H.2.300".T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

66.H.2.248.T 1 0 0 N/A N/A N/A N/A

Inesperados
Clathrin-coat

63.H.2.245.C 0 0 1 BAD05450.1 L 164 1,0e-39
assembly protein-like

86.H.2.350.C 0 0 1 BAD44833.1 Put. protein kinase 98.2 2,0e-19

98.H.2.304.C 0 0 1 BAB89591.1 Lustrin A-like 380 2,0e-104

52.H.2.287.C 0 0 1 N/A N/A

Relacionados a ploidia

97.H.2.304.D o 1 0 ABA9S7121  P-ARC domain 388 1,0e-106
containing protein

13.H.2.230.D o 1 0 ABA97273p ~ Froteinkinase 624  10e-8
domain containing

49.H.2.287.D 0o 1 0 AAVa39571 ~ Lubserine 269 4,0e-71
carboxypeptidase II

51.H.2.287.D 0 1 0  T02955 Put. cytochrome PA30 1404 0 37
monooxygenase

71.H.2.251.D 0 1 0 AAP53939.1 Put. retrotransp. prot. ~ 82.4 9,0e-15

87.H.2.350.D 0o 1 0 ABF95633.1  Lspartyl protease 678  2,0e-10
family protein

15.H.2.230.D 0 1 0 N/A N/A

16.H.2.230.D 0 1 0 N/A N/A

28.H.2.270.D 0 1 0 N/A N/A

41.H.2.275.D 0 1 0 N/A N/A

68.H.2.248.D 0 1 0 N/A N/A

83.H.2.341.D 0 1 0 N/A N/A

27.H.2.270.TC 1 0 1 NP_189066.1 Put. protein kinase 115 1,0e-24

43.H.2.275.TC 1 0 1 ABR25718.1 Polyubiquitin 202 6,0e-51

8.H.2.225.TC 1 0 1 N/A N/A

22.H.2.237.TC 1 0 1 N/A N/A

26.H.2.270.TC 1 0 1 N/A N/A

33.H.2.295.TC 1 0 1 N/A N/A

54.H.2.296.TC 1 0 1 N/A N/A
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78.H.2.319.TC 1 0 1 N/A N/A
79.H.2.319.TC 1 0 1 N/A N/A
82.H.2.337.TC 1 0 1 N/A N/A
84.H.2.341.TC 1 0 1 N/A N/A
85.H.2.350.TC 1 0 1 N/A N/A
90.H.2.302TC 1 0 1 N/A N/A
99.H.2.304.TC 1 0 1 N/A N/A

Validacion de la expresion por PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo para genes elegidos al
azar que presentaban una diferencia de expresién significativa en los ensayos
de DD en ambos tejidos. Se amplificaron 12 genes de expresion diferencial (6 de
inflorescencias y 6 de hojas) y un gen constitutivo como control interno (actina).
Nueve genes fueron validados exitosamente (Fig. C3.4), confirmando los
resultados mostrados en la Tabla C3.2. Tres genes no pudieron validarse. Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de una expresiéon diferencial
debida a diferentes alelos que no se haya podido detectar con los primers
disefiados para PCR en tiempo real. La técnica de PCR en tiempo real usada no
garantiza que realmente se puedan distinguir distintos alelos o incluso distintos
genes dentro de una familia génica. El hecho de que con esta técnica se
amplifiquen necesariamente fragmentos pequefios de ADNc (entre 90 y 150pb)
incrementa la posibilidad de obtener la misma curva de disociacién para todos

los amplicones originados por diferentes alelos o genes relacionados.
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2-AACE

b ]

Transcriptos validados

Figura C3.4: Validaciéon por PCR en tiempo real de los genes diferencialmente
expresados en las lineas isogénicas de E. curvula. El eje Y representa cuantas
veces un gen es expresado con respecto al genotipo T (4x apo). Las diferencias
entre valores medios para pares de muestras se analizaron con la prueba ¢ de
Student (P < 0.05).

Mapeo in silico de los genes diferencialmente expresados en el

genoma de maiz

Los genes que mostraron una expresion diferencial en los ensayos de DD
fueron asignados in silico a secuencias ortélogas del genoma de maiz a fin de
identificar posibles transcriptos candidatos para la iniciacion de la diplosporia.
Un total de 48 transcriptos (36 de inflorescencias y 12 de hojas) fueron
exitosamente mapeados in silico sobre el genoma de maiz. Los transcriptos
mapeados se distribuyeron sobre todo el genoma, lo que indica que los genes
que codifican los transcriptos expresados diferencialmente se distribuyen
uniformemente en todo el genoma de maiz. La figura C3.5 muestra la
distribucién de los transcriptos mapeados sobre el genoma de maiz. Los
mismos se agruparon en transcriptos regulados por los cambios de ploidia, por
el modo reproductivo y como transcriptos inesperados. Como se mencionara
anteriormente, el grupo de transcriptos inesperados fueron aquellos que
mostraron igual expresion en los genotipos 2x sexual y 4x apomictico, y una

expresion contraria en el genotipo 4x sexual.
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Cromosomas de maiz

Figura C3.5: Numero de genes diferencialmente expresados en la serie euploide
de E. curvula mapeados in silico sobre el genoma de maiz.

Al conocerse que la region asociada a la diplosporia en Tripsacum (regiéon
“DIP”) es sinténica con un fragmento distal del brazo largo del cromosoma 6 de
maiz (Leblanc et al. 1995), y esta duplicada en los cromosomas 8L y 3L (Savidan
et al. 2008), la posibilidad de identificar genes expresados diferencialmente en
esa regiéon gendémica es de especial interés, dado que permitiria la deteccion de

posibles candidatos que estén relacionados con la iniciacién de la diplosporia.

Los marcadores RFLP Csu68 y mc28 (informados como ligados a la diplosporia
en Tipsacum) estan localizados en la region distal del cromosma 6 (cerca del
telomero) a 0 cM uno del otro, y presentan una fracciéon de recombinacién de

0,18 con la regién DIP (Leblanc et al. 1995).

La Tabla C3.5 muestra la localizacién exacta de los transcriptos diferenciales
sobre el cromosoma 6 de maiz. Las secuencias usadas para el mapeo in silico
sobre el cromosoma 6 fueron las originadas por el andlisis de display diferencial
y las obtenidas por el anélisis de ESTs descriptas en el capitulo anterior.
Diecinueve (19) transcriptos originados por DD y 10 ESTs pudieron ser

mapeados exitosamente en base a la homologia con secuencias de maiz. Para el
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disefio de la tabla se utiliz6 el marcador csu68 indicando la regiéon DIP y se
colocaron todas las secuencias de expresion diferencial en relacién a su
distancia al mismo. Todas las secuencias, excepto el contig 44 (proteina de
respuesta inducida hipersensible, grupo inesperado), se posicionaron entre el

marcador csu68 y el centroémero.

Es interesante notar que de los 29 transcriptos que mapearon sobre el
cromosoma 6, solo 3 se encontraron diferencialmente expresados en relacion al
modo reproductivo, 16 pertenecen al grupo modulado por ploidia y 10 al grupo

de los inesperados.

La figura C3.6a muestra la regiéon de 50,1 Mpb que incluye a la sonda csu68.
Podria decirse que la region esta predominantemente modulada por ploidia, en
donde algunos transcriptos fallan en la respuesta a los cambios de ploidia en el
genotipo diplospérico. Un pequefio grupo particular de genes ubicados en
dicha region se encuentan especificamente silenciados o activados durante el
desarrollo diplospérico. De los 17 genes mapeados en esa regioén, solo uno esta
asociado con el modo reproductivo (silenciado en el genotipo apomictico), ocho
estan asociados a la regulaciéon por el nivel de ploidia y ocho pertenecen al
grupo de expresion inesperada. Los genes que pertenecen al grupo inesperado
dentro de esa region estdn principalmente silenciados en los genotipos
tetraploide apomictico y diploide sexual (seis de ocho). De los ocho genes
asociados con el nivel de ploidia, cinco se encuentran silenciados en los

genotipos tetraploides y tres activados en los mismos.

Un andlisis similar de mapeo in silico se realiz6 sobre el cromosma 8 de maiz
(Tabla C3.6), el cual fue informado como sinténico para la regiéon DIP por
Savidan et al. (2008). La Tabla C3.6 muestra la localizacién cromosdémica exacta
de los transcriptos diferenciales mapeados sobre el cromosoma 8. Como se hizo

para el cromosoma 6, las secuencias usadas para el mapeo in silico fueron las

125



Capitulo 3 - Analisis de expresién de genes utilizando la técnica de display diferencial

originadas por el analisis de display diferencial y las ESTs descriptas en el
capitulo anterior. Cinco (5) transcriptos obtenidos por DD y 14 ESTs fueron
mapeados exitosamente en base a la homologia con secuencias de maiz. La
sonda csu68 se localiz6 en el cromosoma 8L en una posicién cercana al

centroémero.

De los 19 genes diferenciales localizados sobre el cromosoma 8, tres estan
regulados por el modo reproductivo, nueve por el nivel de ploidia y 7
pertenecen al grupo inesperado. La figura C3.6b muestra la regién de 59.6 Mpb
que rodea al marcador csu68. De igual manera que en el cromosoma 6, la regién
se percibe como controlada por ploidia. De los 8 genes mapeados en esa region,
tres estan asociados con el modo reproductivo (2 silenciados y uno activado en
el genotipo apomictico), tres se encontraron asociados al cambio de ploidia (dos
activados y uno silenciado en el genotipo diploide) y dos pertenecen al grupo
de los inesperados (ambos silenciados en los genotipos apomictico y diplo

sexual).

El mapeo in silico sobre el cromosoma 3 (Tabla C3.7), que también fue
informado como sinténico para la region DIP por Savidan et al. (2008), se realiz6
de la misma manera. La Tabla C3.7 muestra la localizacién cromos6émica exacta
de los transcriptos diferenciales mapeados sobre el cromosoma 3. Siete (7)
transcriptos de los analisis de DD y 19 ESTs pudieron ser mapeados

exitosamente en base a la homologia con secuencias de maiz.
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Tabla C3.5: Genes de E. curvula mapeados in silico sobre el cromosoma 6 de maiz.

Transcriptos (DD y ESTs) Genotipos? Distancia
Nombre de la Descripcién ID T (4x) D (2x) C (4x) (Mpb)
secuencia

Contig74 Topoisomerase-like protein QI9FMK4 0 1 0 206,5
133.P.3.248.TC N/A N/A 1 0 1 182,8
82.1°.3.248. TC MATE efflux family protein ABA95621.2 1 0 1 182,8
127.P.3.240.T Phosphogluconate dehydrogenase BAD67774.1 1 0 0 171,5
97.H.2.304.D NB-ARC protein ABA98712.1 0 1 0 126,4
16.P.1.289.C Hypothetical protein BAB92466.1 0 0 1 121,8
41.P.2.269.TC Zinc finger POZ domain BAD45438.1 1 0 1 105,6
41.H.2.275.D N/A N/A 0 1 0 99,5
52.P.2.275.TC Polyubiquitin AAX40652.1 1 0 1 57,7
43.H.2.275.TC Polyubiquitin ABR25718.1 1 0 1 57,7
Contig1488 Importin alpha-like protein 049600 0 0 1 54,4
66.H.2.248.T N/A N/A 1 0 0 50,9
Contig1437 Glycerald.-3-phosph. dehyd. Q4324 0 0 1 48,7
18.P.1.230.TC Serine carboxypeptidase II AAV43957.1 1 0 1 46,2
49.H.2.287.D Serine carboxypeptidase I AAV43957.1 0 1 0 46,2
Contig345 Elongation factor 1-alpha 064937 1 1 0 41,6
98.H.2.304.C Lustrin A-like BAB89591.1 0 0 1 34,8
94.P.3.262.D Retrotransposon protein ABR26094.1 0 1 0 33,8
33.P.2.264.DC Retrotransposon protein ABR26094.1 0 1 1 33,8
Contigl11 Gibberellin-regulated prot. 4 P46690 0 1 0 25,6
Contig439 UDP-gluc. ac. decarboxyl 1 QI1XL3 0 0 1 24,7
Contig1002 10 kDa chaperonin P34893 0 0 1 20,7
142.P.3.240.C Hypothetical protein EAZ04360.1 0 0 1 19,5
Contig1335 Ribosomal protein L1 QI1SIBO 0 0 1 16,6
136.P.3.202.TC Pyruvate dehydrogen. AAC72195.1 1 0 1 10,3
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Contig241 photosyst I assemb prot Ycf4 AAS46129.1 0 1 0 6,3
51.H.2.287.D Cytoch P450 monooxygenase T02955 0 1 0 3,5
42.P.2.269.TC Histone H2A protein AAF(07182.1 1 0 1 0,6
Marcador csu68® 0

Contig44 Hypersens.-induc. resp. prot. AAF68390.1 1 1 0 -0,4

a1 indica que el gen estd expresado, 0 indica que el gen esta silenciado. Los patrones 1/0/1y 0/1/0 corresponden a genes controlados por

ploidia; 0/1/1y 1/0/0 a genes controlados por modo reproductivoy 0/0/1y 1/1/0 corresponden a genes con patron “inesperado”.

bLa sonda csu68 esta localizada en la regién subtelomérica del cromosome 6 de maiz.
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Tabla C3.6: Genes de E. curvula mapeados in silico sobre el cromosoma 8 de maiz.

Transcriptos (DD y ESTs) Genotipos? Distancia
Nombre la Descripcién ID T (4x) D (2x) C (4x) (Mpb)
secuencia

27.H.2.270.TC Putative protein kinase NP_189066.1 1 0 1 30,9
12.P.2.218.DC Plasma membrane H+ ATPase BAA06629.1 0 1 0,008
Marcador csu68® 0
Contig570 Ubiquitin AAX40652.1 1 0 0 -3,6
20.P.2.222.D Putative leucine aminopeptidase BAD19264.1 0 1 0 -13,5
Contig290 Methyl transferase ABG22093.1 0 1 1 -18,3
Contig639 Elongation factor 1-alpha AAC15413.1 0 1 0 -28,7
Contig1389 Elongation factor 1-alpha ACR38047.1 0 0 1 -28,7
Contigll64 Elongation factor 1-alpha AAC15413.1 0 0 1 -28,7
Contig1495 BAH domain containing protein ACG43491.1 0 0 1 -50,9
Contigl1467 Kinesin-like proteina CAB41097.2 0 0 1 -71,7
Contig857 Longin-like ABD28727.1 0 0 1 -81,1
Contig426 Ubiquitin-conjugating enzyme AAB88617.1 0 1 0 -84,4
9.P.1.B5.D Protein kinasa ABG68041.1 0 1 0 -87,4
7.P.1.B4.D Putative gag-pol polyprotein AAL76001.1 0 1 0 -104,4
Contig993 Ribosomal protein L1 ACG48489.1 0 1 0 -118,7
Contig1228 putative histone deacetylase HD2 AAU10714.1 0 0 1 -142,9
Contig1458 Fructose 1,6-bisphosphate aldolase AAS05825.1 0 0 1 -143,2
Contig760 Fructose-bisphosphate aldolase ACG37623.1 1 0 1 -143,3
Contig256 Prp18 domain containing protein ACG31451.1 0 1 0 -151,4

a1 indica que el gen estd expresado, 0 indica que el gen esta silenciado. Los patrones 1/0/1y 0/1/0 corresponden a genes controlados por
ploidia; 0/1/1y 1/0/0 a genes controlados por modo reproductivoy 0/0/1y 1/1/0 corresponden a genes con patron “inesperado”.

bLa sonda csu68 esta localizada en la regién subcentromérica del cromosome 8 de maiz.
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Tabla C3.7: Genes de E. curvula mapeados in silico sobre el cromosoma 3 de maiz.

Transcriptos (DD y ESTs) Genotipos? Distancia
Nombre de la Descripcién ID T (4x) D (2x) C (4x) (Mpb)
secuencia

86.H.2.350.C Putative protein kinase BAD44833.1 0 0 1 155,1
Contig1349 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydr. = ACG36109.1 0 0 1 131,2
Contig141 S-adenosylmethionine synthetase 1 AAC05590.1 0 1 0 121,9
3.P.1.A3.C Hypothetical protein EAZ29130.1 0 0 1 88,3
39.P.2.266.D Protein kinasa ABA99626.1 0 1 0 86,4
Contig1106 Hypothetical proteina AAR91063.1 1 0 0 68,7
Contig977 Ribosomal protein L2 CAA37241.1 1 0 0 68,7
Contig398 ATP synthase CF1 beta subunit NP_043032.1 0 1 0 47,9
Contig395 40S ribosomal protein S9 ACG32995.1 0 1 0 41,9
Contig897 Ribosomal protein L10E ACG32302.1 0 1 0 38,2
Contig9 MYB18 protein AAU10775.1 0 1 0 37,9
Contig1090 Expressed proteina ACNB36160.1 1 0 1 32,7
Contigl114 Tubulin alpha-3 chain ACG26907.1 0 0 1 16,3
Contigb66 Ribosomal protein S3 NP_043062.1 0 1 0 15,3
Contig1330 Unknown [Zea mays] ACN37093.1 0 0 1 13,5
Contig370 Second. cell wall-related glycosyltransf ACG31432.1 0 1 0 6,8
Marcador csu68° 0
Contig468 Ribosomal protein S7 NP_043077.1 0 1 0 4,4
Contig60 Tubulin B4 AAD20179.1 1 1 0 -34,6
8.H.2.225.TC N/A N/A 1 0 1 -34,6
43.P.2.269.D 60S ribosomal protein 112 ABR25744.1 0 1 0 -39,1
Contig456 Cellulose synthase 1 AAR23311.1 0 1 0 -49,1
Contig1465 Unknown [Zea mays] ACNB31952.1 0 0 1 -74,3
15.P.3.239.TC N/A N/A 1 0 1 -754
Contig251 60S ribosomal protein L19-1 ACG32985.1 0 1 0 -77,9
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Contig657 Putative hydrolase ABA95828.1 1 0 0 -91,7
4.P.1.A3.C Expressed protein ABA96267.1 0 0 1 -92,6

a1 indica que el gen estd expresado, 0 indica que el gen esta silenciado. Los patrones 1/0/1y 0/1/0 corresponden a genes controlados por
ploidia; 0/1/1y 1/0/0 a genes controlados por modo reproductivoy 0/0/1y 1/1/0 corresponden a genes con patron “inesperado”.
bLa sonda csu68 esta localizada en la region central del cromosome 3 de maiz.
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De los 26 genes diferenciales localizados en el cromosoma 3, tres estdn
regulados por modo reproductivo, 15 regulados por el nivel de ploidia y ocho
pertenecen al grupo de los inesperados. La Figura C3.6c muestra la regién de
67,3 Mpb que rodea al marcador csu68. Este marcador se encuentra localizado
en la region central del cromosoma 3L. Como en el cromosoma 6L y 8L, la
region se percibe como controlada por el nivel de ploidia. De los ocho genes
mapeados en esta region ninguno se encontré asociado al modo reproductivo,
cinco estdn regulados por el nivel de ploidia (tres activos en el genotipo
diploide) y tres pertenecen al grupo inesperado. Dos de éstos genes inesperados

estan silenciados en los genotipos apomictico y diploide sexual.

Si se considera el estado de expresion de los genes mapeados in silico sobre los
cromosomas 6, 8 y 3 de los 74 genes mapeados (29, 19 y 26, respectivamente),
52, 41 y 36 se encuentran silenciados en los genotipos tetra apo, diplo sex y tetra
sex, respectivamente. Estos ntiimeros dan una relacién genes silenciados/genes
totales de 0,7, 0,55 y 0,49 respectivamente, indicando que el genotipo con el
mayor nimero de genes silenciados en los cromosomas mapeados es el

genotipo apomictico.
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— =
N
B
i
%

Figura C3.6: Cromosomas 6, 8 y 3 de maiz mostrando la regién que rodea al marcador csu68, el cual esta ligado al locus DIP en
Tripsacum (Leblanc et al. 1995). La distancia de las secuencias mapeadas in silico estan representadas en escala. Las secuencias
pertenecientes al grupo inesperado se presentan en amarillo, las pertenecientes al grupo regulado por ploidia en azul y las
asociadas al modo reproductivo en blanco.
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Asignacion genes de E. curvula a grupos funcionales de
Arabidopsis (MAPMAN)

Una basqueda de homologia mediante BLAST en el sitio web TAIR permitié
detectar secuencias en el genoma de Arabidopsis thaliana que tienen homologia
con los genes diferencialmente expresados de E. curvula. El agrupamiento de
secuencias en clases funcionalmente relacionadas se logré cargando las mismas

en el programa MAPMAN (http://gabi.rzpd.de/projects/mapman). Se usé

este procedimiento para predecir las clases funcionales y las vias moleculares
afectadas durante los cambios de ploidia y modo reproductivo. La figura C3.7
muestra las secuencias obtenidas a partir de inflorescencias y hojas asignadas a

las clases funcionales de A. thaliana.

Cincuenta y una (51) y 36 secuencias diferencialmente expresadas (DD) de
inflorescencias y hojas, respectivamente, fueron anotadas exitosamente por
homologia con secuencias de Arabidopsis. De tales secuencias, 18 y 20,
respectivamente, fueron asignadas a diferentes vias metabdlicas con una clara
preferencia por ciertos grupos. Las vias més representadas fueron: ADN, ARN,
Proteina y Sefializaciéon celular (Fig. C3.7). Un grupo de 19 secuencias de
inflorescencias y 9 de hojas no pudieron ser asignadas a ninguna via conocida

de Arabidopsis.
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Figura C3.7: Vista general de la distribucién, de los genes de E. curvula
expresados diferencialmente, en las distintas clases funcionales de Arabidopsis
thaliana segtn el programa MapMan.

Discusion

En este capitulo se informa la identificacion de varios genes que estan
controlados por ploidia y/o el modo reproductivo en E. curvula. La serie
euploide de plantas usada representa un excelente material para detectar
transcriptos especificos relacionados con los caracteres antes mencionados. El
niamero de bandas polimérficas asociadas con el modo reproductivo en
inflorescencias fue relativamente bajo (0,71 %) (Ver Tabla C3. 2). Estos
resultados concuerdan con informes previos en la especie apospérica Paspalum
notatum (Laspina et al. 2008), donde un porcentaje similar (1,2 %) de genes se
encontraron expresados diferencialmente en relaciéon al modo reproductivo
(aposporia) en inflorescencias premeiéticas usando la técnica de DD. Asi, el

nimero de genes que presenta una expresion alterada en flores durante el
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desarrollo apomictico muestran un orden de magnitud similar tanto en
aposporia como en diplosporia. No sucede lo mismo en relaciéon a ploidia.
Mientras que en este estudio se detect6 un 11, 84 % de bandas polimérficas por
ploidia, Martelotto et al. (2005) observa solo 1, 35 % de bandas polimérficas en
un sistema analogo de P. notatum. Esto sugiere que la respuesta del
transcriptma a la autopoliploidizaciéon es especifica de cada especie, siendo
considerablemente mayor en E. curvula que en P. notatum. Seria interesante,
como continuacién de este trabajo, utilizar una técnica cuantitativa y mas
resolutiva que permita la deteccion de un mayor porcentaje de genes

diferencialmente expresados, candidatos a controlar estos caracteres en plantas.

Cuando se consider¢ la diferencia en expresion entre hojas e inflorescencias, fue
posible observar la presencia de un 6,74 % de polimorfismos relacionados con el
nivel de ploidia en hojas y un 11, 84% en inflorescencias, indicando que la
respuesta del transcriptoma a los cambios de ploidia es mas marcada en
inflorescencias. Sorprendentemente, un 2,17% de bandas polimorficas
relacionadas al modo reproductivo se detectaron en hojas y soélo 0,71% en
inflorescencias. Ese resultado no esperado indica que las diferencias en la
expresion de genes entre las plantas sexuales y apomicticas no solo ocurren en
el tejido reproductivo. En P. notatum, la expresion de genes asociados a la
aposporia se ha detectado en anteras y para algunos genes particulares esa
expresion fue incluso mas marcada que en el 6évulo (Laspina et al. 2008). Estas
observaciones confirman que las plantas apomicticas presentan patrones
nuevos de expresion en otros tejidos diferentes del 6vulo, pero dicha expresion

aparentemente no se refleja en la morfologia de ambas plantas.
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Se puede destacar que se logré la construccién de cuatro bibliotecas de ADNc
que contienen transcriptos completos, es decir, del largo total de los ARNm, y
se pudo realizar la secuenciacién y andlisis de 12.295 ESTs de alta calidad. Estas
ESTs, luego de su anélisis, dieron como resultado 8.884 unigenes (1.490 contigs
y 7.394 singletons). Del total de los unigenes, 7.029 (79,11%) fueron
categorizados y depositados en las bases de datos publicas, de las cuales el
37,80% fueron clasificadas de acuerdo a Gene Ontology (anotacion GO). El 22%
de los genes anotados estan relacionados con funciones moleculares, el 23% con
procesos biolégicos y el 21% con componentes celulares. La mayor proporcién
de los unigenes funcionalmente categorizados cayeron en seis categorias:
actividad catalitica, unién nucleotidica, metabolismo de proteinas, unién,
transporte y vias energéticas, con una alta actividad nuclear. El 43% de los
unigenes de Eragrostis se corresponden con secuencias de trigo y cebada, el

49,25% con avena y el 46,48 % con maiz.

El desarrollo de los 254 microsatélites y los 190 SNPs derivados de las ESTs
facilitardn el mapeo utilizando poblaciones segregantes para el cardcter
apomixis u otros caracteres de calidad forrajera. Los marcadores que co-
segreguen con los caracteres antes mencionados pueden ser utilizados como
sondas para el clonado posicional de genes y para identificar regiones
gendmicas. La comparacién entre los resultados de mapeo y los estudios de
expresion permitiran la identificacion de genes candidatos. Alternativamente,
las secuencias identificadas pueden ser utilizadas para incrementar la calidad
forrajera. En este sentido, uno de los pardmetros mas importantes a ser
considerados es el contenido de lignina, que influye fuertemente en la
digestibilidad de la materia seca (Spangenberg et al. 1998). La disponibilidad de
las secuencias involucradas en estas vias van a permitir el mejoramiento
molecular regulando negativamente las enzimas clave de las mismas por

supresion en sentido y antisentido (Diaz et al. 2010).

138



Consideraciones finales

Por lo expuesto, estas bibliotecas constituyen una herramienta importante para
la identificacion de genes y el mejoramiento molecular de E. curvula. La
caracterizaciéon de las ESTs y la comparacion de los diferentes genotipos de
Eragrostis con distintos niveles de ploidia y modo reproductivo permitieron la
identificaciéon de genes relacionados con la apomixis diplospdrica y la expresiéon

de genes regulados por ploidia.

En el analisis de las ESTs y DD se mostr6é que los patrones de expresion de las
plantas tetraploides estdn muy relacionados, mientras que la expresion del
genotipo diploide fue significativamente diferente, mostrando que el perfil de
expresiéon, al menos para un gran numero de genes, depende del nivel de
ploidia. Este comportamiento en la expresion de genes se correlaciona muy bien
con la estructura genética y epigenética de la serie en la prueba clasica y parcial
de Mantel (Mecchia et al. 2007, Ochogavia et al. 2009). Durante la conversién
tetraploide-diploide se produce una proporcion significativa de modificaciones
genéticas y epigenéticas que revierten durante la conversiéon diploide-
tetraploide, lo cual sugiere que algunos loci mantienen una secuencia particular
y/o0 una cierta condicién de metilacion dependiente del nivel de ploidia. Estas
variaciones genéticas y epigenéticas ocurren en un escenario particular de

expresion que depende del nivel de ploidia.

Sin embargo, un grupo particular de genes mostraron un comportamiento
curioso. Ellos se encontraron principalmente silenciados en los genotipos 2x sex.
y 4x apo. Este grupo de genes se detect6 tanto en los andlisis de ESTs como en
los realizados mediante la técnica de DD. Ya que las plantas 2x sex. y 4x apo.
presentan diferente ploidia y modo reproductivo, el patrén de expresion de
estos genes es intrigante. Estos genes candidatos fueron denominados de patrén
inesperado o “inesperados”. La mayoria de los genes de este grupo estdn
sobreexpresados en la planta 4x sex, mientras que estdn reprimidos en los

genotipos 4x apo. y 2x sex. Como se menciona en la discusion del capitulo 2,
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para explicar la existencia de este grupo de genes “inesperados” y la relacion
que podrian llegar a tener con la apomixis y la poliploidia, se plantea que para
mantener la sexualidad a nivel tetraploide se requiere de la activaciéon de un
grupo de genes en la conversion 2x a 4x, y que esta activacion estaria bloqueada
(o silenciada) en el genotipo 4x apo, lo que explicaria el grupo de genes

silenciados que comparten este genotipo y el diploide sexual.

En resumen, lo que se ve en los resultados obtenidos es lo siguiente:

Genes afectados por el modo reproductivo |:> 26

18 l 8 T en genotipos sex (4x y 2x)

36

{

Genes afectados por el nivel de ploidia

31 l 5 T en genotipos 4x (apo. y sex.)

Genes con patrén inesperado |:> 50
44 l 6 T en genotipos 2x sex y 4xapo
Referencia: l = Silenciado T = Activado

Podria graficarse la expresion de este grupo de genes de la siguiente manera:

4x sex

2x sex

— <:4x apo
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Lo que se observa es que luego de la duplicaciéon un grupo de genes tiene
expresion aumentada en el genotipo 4x sex. Estos genes no son activos (o estdn
silenciados) en plantas 2x sex. y 4x apo. La hipotesis planteada que explicaria
este comportamiento del grupo de genes con patrén inesperado es que “se
requiere de un proceso de reestructuracion del transcriptoma para mantener la
sexualidad en los genotipos poliploides”. De este planteo se deduce que tal vez

la apomixis sea el resultado de una falla en este proceso de activacién de genes.

Zappacosta (2009), realiz6é nuevos analisis gendmicos y pruebas de progenie a
distintos genotipos de E. curvula e incluy¢ la serie euploide utilizada en esta
tesis. Este autor observé que las plantas diploides de E. curvula siempre se
reproducen de forma sexual, pero que en las plantas poliploides (entre ellas el
genotipo C, 4x sex, estudiado en esta tesis) el grado de sexualidad disminuye
con el tiempo, aumentando el namero de sacos diplospéricos. Como conclusion

este autor plantea que en Eragrostis las plantas “tienden” a la apomixis.

Los resultados obtenidos por Zappacosta parecen indicar que la sexualidad se

silencia con el tiempo en Eragrostis.

4x sex 4x apo
. Tiempo _
= —
= N> -
= Silenciamiento =

Los resultados de los estudios de mapeo in silico indican que el mayor grupo de
transcriptos detectados con DD y ESTs (29) mapean sobre el cromosoma 6 de
maiz. Diecisiete (17) de ellos se encuentran dentro de la regiéon de 50,1 Mpb que
fue previamente asociada por sintenia con la disploporia por Leblanc et.al.
(1995). La mayoria de los transcriptos que mapearon sobre esta region
particular estdn relacionados al nivel de plodia (8) o pertenecen al grupo

inesperado (8). Dentro de este grupo la mayoria de ellos (6 de 8) estan
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silenciados en el genotipo 2x sex, fallando en su activacion en el tetraploide
apomictico, pero se encuentran activos en el tetra sex. Seis (6) de estos 8 genes
del grupo “inesperado” se encuentran en una subregion de 25,1 Mpb dentro de
la region donde se encuentra la sonda de referencia csu68. Lo anterior nos
indica que el 75 % de los genes del grupo inesperado que mapean en el
cromosoma 6 estdn concentrados en el 50 % del area total. Solo un gen que
mapea en esta region (a 33,8 Mpb de csu68) esta expresado diferencialmente por
modo reproductivo. Estas observaciones indicarian que la expresiéon de los
genes localizados en la region DIP estaria fuertemente influenciada por los
cambios de ploidia, incluso podria pensarse que en una subregion particular el
genotipo diplospoérico estaria fallando en la respuesta al cambio de ploidia. Los
re-arreglos locales del genoma de E. curvula respecto del genoma de maiz
podrian estar obstaculizando la deteccién del escenario real de expresion en ese
area genodmica. Si se considera también los genes localizados sobre los
cromosomas 3 y 8 se puede asumir que la ploidia estd fuertemente afectando
esa region genoémica y que también los genes estdn en su mayoria silenciados en

el genotipo apomictico.

El hallazgo de una planta (OTA-S) proveniente de Estados Unidos (USDA)
tetraploide y, hasta donde hemos realizado el andlisis (un afio) de sacos
embrionarios (211), es completamente sexual, nos permitiria inferir que, si
existe la regién condicionante de la apomixis, las plantas, aunque en principio
se comporten como altamente sexuales, con el tiempo, tienden a silenciar la
sexualidad y aumentar la expresién de la apomixis. La planta proveniente de
USDA careceria de dicha region. No sucede lo mismo con aquellas obtenidas
por nuestro grupo de trabajo. Esto permitiria inferir que también el genotipo

diploide la posee pero no la puede expresar.

Tomando en cuenta los resultados previos obtenidos por el grupo de trabajo

(Mecchia et al. 2007, Ochogavia et al. 2009) y los informados en esta tesis y
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comparados con los obtenidos en otras especies, pueden detectarse muchos
aspectos en comun. A pesar de las variaciones en los patrones de desarrollo en
las diferentes especies, la apomixis parece mostrar caracteristicas conservadas al
nivel molecular. Los genes diferenciales informados por Albertini et.al (2004) en
Poa pratensis y por Laspina et al (2008) en P. notatum revelan varias
caracteristicas en comun y vias relacionadas. Ademas, publicaciones acerca de
genes expresados diferencialmente durante la autopoliploidizacién en P.
notatum (Martelotto et al. 2007) y S. phureja (Stupar et al. 2007) muestran un

grupo de secuencias comunes.

También se encontr6 que la mayoria de la secuencias encontradas en las
distintas especies coincide, se trata de elementos repetitivos, proteina kinasas,
proteinas ribosomales, factores de transcripcion, factores de elongacion,
proteinas ricas en prolina, proteinas de respuesta a estres, proteinas del ciclo
celular, proteinas con dominios de unién al DNA, ubiquitina, citocromo P450,

kinesina, celulosa sintetasa, enolasa.

Restaria a continuacién realizar un estudio comparativo detallado a fin de
evaluar la conservacién del control de los cambios genéticos relacionados con la
ploidia y/o con la apomixis en diferentes especies. En un futuro cercano se
comenzara un estudio comparativo entre las especies P. notatum, E. curvula y T.

dactyloides.

En esta tesis se presenta una lista de genes candidatos que pueden estar
actuando como disparadores y/o participantes de la respuesta a la
poliplodizacién y la ocurrencia del desarrollo diplospérico en E. curvula. La
representacion diferencial del transcriptoma es una evidencia inicial de la
asociaciéon entre un grupo de genes y un rasgo particular. Sin embargo es
necesaria una mayor evidencia experimental para confirmar que los candidatos

identificados estdn participando en el desarrollo reproductivo y/o estan
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regulados por los cambios de ploidia. En un futuro cercano los fragmentos
génicos identificados serdn utilizados para realizar transformacion genética en
E. curvula usando la tecnologia sentido-antisentido para investigar el rol

funcional de los mismos en el desarrollo reproductivo.
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