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Abreviaturas, simbolos y anglicismos

ADN: &cido desoxirribonucleico
ADNCc: acido desoxirribonucleico copia.

AFLP: “Amplified Fragmen Leght Polimorphism”. Polimorfismos en la longitud de

los fragmentos amplificados
ARN: acido ribonucleico.
ARNasa: ribonucleasa
ARNmM: acido ribonucleico mensajero.
BAC: cromosoma artificial de bacterias.

BLAST: “Basic Local Alignment Search Tool”. Herramienta de busqueda de ali-

neamientos de secuencias basicos.
BrEt: bromuro de etidio
BSA: albumina sérica bovina

Buffer: solucién reguladora, amortiguadora o tampén, que permite controlar la
concentracion libre de un determinado componente a pesar de un cambio en su con-

centracion total (por ejemplo, pH).

CAPS: “Cleaved Amplified Polymorphic Sequence”. Secuencia amplificada y cliva-

da polimorfica.

cM: centiMorgan, unidad de mapeo que expresa la distancia relativa entre los

marcadores 0 genes sobre un cromosoma.

CSPD: disodio 3 - (4 - metoxispiro{1,2 - dioxetano - 3,2’- (5- cloro) triciclo[3.3.1.13,7]
decano} - 4 - y 1) fenil fosfato.

CTAB: bromuro de cetiltrimetil amonio
dATP: desoxiadenosina trifosfato.

dCTP: desoxicitosina trifosfato.
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dGTP: desoxiguanina trifosfato.

Dig-dUTP: desoxiuridintrifosfato-digoxigenina.
dNTPs: desoxinucléotidos trifosofato.

dTTP: desoxitimina trifosfato.

e-value: Valor esperado. ElI nUmero esperado de alineamientos en caso de inte-
rrogar a la base de datos con una secuencia aleatoria. El menor valor de e-value es el

mas significativo.
EDTA: &cido etilendiamino-tetracético.
EST: “Expressed Sequence Tag”. Etiquetas de secuencias expresadas.
F.: primera generacion en un cruzamiento.

FISH: Hibridacién in situ fluorescente. Es una metodologia que utiliza sondas de
ADN marcadas con un fluoréforo para detectar secuencias de ADN directamente sobre
los cromosomas. Posee un poder de resoluciéon mayor que las técnicas de citogenética

clasica
gr: gramos.
gr/l: gramos por litro.
H,Od: agua destilada.
HCI: &cido clorhidrico.
KAc: acetato de potasio.
Kit: equipo comercial.
M: molar.
mA: miliamperios.
Mbp: mega pares de base (10° pb).

mg: miligramo (107 g).
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mg/Il: miligramos por litro.

MgAc: acetato de magnesio.

MgCl,: cloruro de magnesio.

ml: mililitro (1072 ).

mM: milimolar (10 M).

N: normal.

n: numero cromosémico haploide de una especie.
2n : nimero cromosomico diploide de una especie.
NaCl: cloruro de sodio.

NaOH: hidréxido de sodio.

ng: nanogramos (10 g).

NH,OAc: acetato de amonio.

nm: nanémetro (10° m).

°C: grados centigrados.

pb: pares de bases.

PCR: reaccién en cadena de la ADN polimerasa.
pg: picogramo (102 g).

p-value: probabilidad asociada. Valor de probabilidad asociada a un analisis esta-

distico.
QTLs: loci de caracteristicas cuantitativas.

RAPD: “Random Amplified Polymorphic DNA”. Polimorfismos por amplificacién al
azar del ADN.

RFLP: “Restriction Fragment Length Polymorphism”. Polimorfismos en la longitud

de los fragmentos de restriccion.
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rpm: revoluciones por minuto.

SCAR: “Sequence Characterized Amplified Regions”: amplificacion de regiones de

secuencia caracterizadas).
SDS: sulfato de dodecil sodico.

SSC: cloruro de sodio-citrato de sodio.

SSR: “Simple sequence repeats” repeticiones de secuencias simples (microsatélites).

T: temperatura.

TAE: Tris-acido acético-EDTA.

Taq polimerasa: enzima polimerizante del ADN obtenida de Thermus aquaticus.
TBE: Tris-&cido borico-EDTA.

TE: Tris-EDTA.

Tris: N-Tris-(hidroximetil)-aminoetano.

U: unidad de actividad enzimatica.

UV: ultravioleta.

V: voltios.

W: watts.

X: numero cromosémico bésico de una especie.
pg: microgramos (10° g).

ul: microlitro (10° ).

+% prueba de bondad de ajuste Chi cuadrado.



Resumen

ESTUDIOS CITOGENETICOS EN CITOTIPOS APOMICTICOS Y SEXUALES DE
PASPALUM NOTATUM Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE SECUENCIAS
ASOCIADAS A LA APOSPORIA

Paspalum notatum Fliigge es una graminea rizomatosa perenne ampliamente difundida en
las regiones tropicales y subtropicales de Sudamérica. Las razas tetraploides naturales de esta
especie se reproducen casi exclusivamente por apomixis de tipo aposporica. La aposporia (un
componente de la apomixis apospérica) en P. notatum es controlada por un locus Unico (deno-
minado ACL) que presenta segregacion distorsionada y supresion de la recombinacién. La pre-
sencia de inversiones u otras alteraciones cromosdmicas fueron propuestas para explicar el tipo
de herencia observado para la aposporia. La determinacion de la estructura cromosémica que
contiene al ACL puede aportar conocimiento sobre la transmisiéon del caracter a la progenie y
contribuir a la identificacion de secuencias codificantes asociadas con su expresion. Por otro
lado, varios marcadores moleculares completamente ligados a la aposporia y transcriptos de
ARNm diferencialmente expresados en inflorescencias de plantas apomicticas y sexuales fue-
ron identificados en P. notatum y otras especies de gramineas. Sin embargo, hasta el momento
solo unos pocos de ellos han sido estudiados en detalle a nivel genético y funcional.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue profundizar los estudios tendientes a deter-
minar las caracteristicas citogenéticas y moleculares del locus responsable de la aposporia en
P. notatum y caracterizar genes cuya expresion fue asociadas a la apomixis en gramineas asi
como secuencias genomicas localizadas especificamente en el locus de la aposporia.

En el Capitulo | se describen los estudios citogenéticos realizados en meiocitos de plantas
apomicticas y sexuales de P. notatum. Como material vegetal fueron incluidas cinco accesiones
apomicticas naturales, tres individuos sexuales obtenidos experimentalmente y 16 hibridos F;
clasificados por el modo de reproduccion. Las observaciones citogenéticas revelaron que tanto
las plantas apomicticas como las sexuales presentaron algunas anormalidades meioticas como,
cromosomas rezagados, puentes de cromatina y micronucleos. Sin embargo, un analisis cuanti-
tativo de éstas revel6 diferencias significativas entre las accesiones apomicticas y sexuales.
Asimismo, el andlisis de los hibridos confirmd las diferencias observadas en los progenitores con
diferente modo de reproduccion. Un estudio de FISH revelo que el ACL se encuentra en hemici-
gosis, muy proximo a regiones ricas en heterocromatina. Los resultados presentados en este
Capitulo demostraron que las plantas apomicticas presentan un mayor nimero de anormalida-
des meidticas en la anafase | que las sexuales y que estas anormalidades se transmiten a la
descendencia asociadas con el modo de reproduccion. Asimismo fue posible determinar que el
locus responsable de la aposporia se transmite solo a uno de los productos de la meiosis |. Esta
estructura cromosomica podria explicar la distorsion de la segregacion y la supresion de la re-
combinacion asociada a la transmision de la apomixis en la especie.



En el Capitulo 1l se describe la caracterizacibn molecular de los genes SERK y EXS en P.
notatum. El gen SERK (somatic embryogenesis receptor like kinase) fue asociado a la apomixis
en Poa pratensis. A partir del apilamiento de secuencias conocidas fue posible aislar dos se-
cuencias genomicas de P. notatum con alta similitud a genes SERK: PNnSERK1 (1750 pb) y
PnSERK2 (2050pb). Al menos 3 copias de PNSERK estan presentes en el genoma de P. nota-
tum. Estudios de expresion por PCR en tiempo real (QRT-PCR) en diferentes estadios del desa-
rrollo reproductivo del genotipo Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico) mostraron que PnSERK2
se expresa a niveles superiores de PNSERK1 y que muestra diferencias significativas en los
estadios de premeiosis, postmeiosis y antesis entre ambos genotipos. Experimentos de hibrida-
cion in situ de tejidos, mostraron una expresion contrastante entre el genotipo sexual y el apomi-
ctico. Los resultados obtenidos indican que PNSERK2 presenta una expresion diferencial entre
plantas apomicticas y sexuales y podria formar parte de la cascada de genes asociados a la
expresion de la apomixis en P. notatum. Se analiz6 también el gen EXS. Una secuencia codifi-
cante para el dominio EXS fue identificada en un clon de BAC conteniendo marcadores molecu-
lares completamente ligados a la aposporia en P. simplex. Mediante experimentos similares a
los descriptos anteriormente se aislé un fragmento de 2298 pb con alta similitud al gen EXS de
arroz y maiz de los genotipos Q4188 y Q4117. El analisis del nUmero de copias reveld que exis-
ten entre 2 y 4 secuencias homologas en el genoma de P. notatum. Estudios de expresion por
gRT-PCR no mostraron diferencias significativas entre los genotipos sexuales y apomicticos en
distintos estadios del desarrollo reproductivo. Sin embargo, estudios de hibridacién in situ de
tejido mostraron expresion de EXS en tejido ovarico del genotipo sexual mientras que solo se
observo expresion en células que rodean a los sacos embrionarios en el genotipo apomictico. El
andlisis de mapeo in silico, indicd que PnEXS se localiza en regiones que ya han sido reporta-
das como asociadas a la aposporia. Estos resultados indican que PnEXS podria estar diferen-
cialmente regulado en plantas apomicticas y sexuales.

En el Capitulo Ill se presentan los estudios realizados en la caracterizacion de secuencias
especificas del ACL en P. notatum y el mapeo de transcriptos de ARNm asociados con el modo
de reproduccién. Varias de las secuencias correspondientes al ACL mostraron similitud con
elementos repetitivos, proteinas hipotéticas, proteinas ribosomales y dominios codificantes. El
mapeo de seis transcriptos expresados diferencialmente entre plantas apomicticas y sexuales
mostré que N54 resulto ligado en repulsion al ACL.

Los resultados obtenidos en esta Tesis permitieron detectar la presencia de un rearreglo
cromosomal que se trasmite a la progenie asociado a la aposporia. Ademas, se logré localizar el
ACL en un Unico cromosoma de P. notatum y determinar su condicion hemicigota. Paralelamen-
te, se pudo demostrar que PnSERK2 se encuentra funcionalmente asociado a la aposporia y
que PnEXS estaria regulado diferencialmente en plantas apomicticas y sexuales. El analisis de
marcadores 100% ligados al caracter puso en evidencia la presencia de secuencias codificantes
gue podrian estar asociadas a la aposporia.
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Abstract

CYTOGENETIC ANALYSIS IN APOMICTIC AND SEXUAL PASPALUM
NOTATUM AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SEQUENCES
ASSOCIATED WITH APOSPORY

Paspalum notatum Fliigge is a perennial rhizomatous grass species distributed in
tropical and subtropical regions of South America. Natural tetraploid cytotypes reproduce by
obligated aposporous apomixis. Apospory (a component of apomictic reproduction) in P.
notatum is controlled by a single locus (ACL) with distorted segregation ratio and suppression
of recombination. The presence of an inversion or other type of chromosomal alteration was
proposed to explain the observed segregation fashion of the trait. Disclosing the chromosomal
structure of the ACL can contribute to the understanding of the transmission of apospory and
the identification of sequences associated with its expression. On the other hand, several
molecular markers fully linked to the ACL as well as mRNA transcripts differentially expressed
in inflorescences of apomictic and sexual plants were identified in P. notatum and other
species of grasses. However, only a few of them have been studied in detail at the genetic and
functional levels so far.

The objective of this work was to determine the cytogenetic characteristic of apomictic and
sexual tetraploid P. notatum and to characterize genes whose expression was associated with
apomixis in grasses, as well as, a group of genomic sequences mapping at ACL in the
species.

Chapter | describes the studies carried out in meiocytes of apomictic and sexual plants of
P. notatum. Five natural apomictic accessions, three completely sexual experimentally-
obtained tetraploid individuals and 16 F; hybrids classified by the mode of reproduction were
used as plant material. The cytogenetic observations revealed that both sexual and apomictic
plants showed meiotic abnormalities as, lagging chromosomes, chromatin bridges and
micronuclei. However, a quantitative analysis of these configurations at anaphase | revealed
significant differences between apomictic and sexual individuals. The analysis of hybrids
confirmed the differences between accessions with different reproductive mode. FISH analysis
showed that the ACL is hemizygous and it is placed close to a region rich in heterochromatin.
These results indicated that apomictic plants showed a greater number of meiotic
abnormalities in anaphase | than sexual ones and that abnormalities were transmitted to the
offspring associated with the mode of reproduction. It was also possible to determine that the
ACL is transmitted only to one of the products of meiosis I. This chromosomal structure could
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explain the segregation distortion and the suppression of recombination associated with
transmission of apospory in the species.

Chapter 1l describes the molecular characterization of genes SERK and EXS in P.
notatum. The SERK (somatic embryogenesis receptor like kinase) gene was associated with
apomixis in Poa pratensis. Two sequence PNSERK1 (1750 BP) and PnSERK2 (2050pb) were
isolated. At least 3 copies of PnSERK were present in the P. notatum. Expression analysis by
real time PCR (gqRT-PCR) at different stages of the reproductive development of Q4188
(sexual) and Q4117 (apomictic) genotypes showed that PNSERK2 is expressed at higher
levels than PnSERK1 and showed significant differences between genotypes at premeiosis,
postmeiosis and anthesis. In situ hybridization with PnSERK2, showed a contrasting
expression between the apomictic and sexual plants. Results presented in this work indicate
that PnSERK2 participate in the cascade of genes associated with the expression of apomixis
in P. notatum. On the other hand, a coding sequence showing an EXS domain was identified in
a BAC clone containing molecular makers completely linked apospory in P. simplex. A
fragment of 2298 pb highly similar to the EXS domain of rice and maize was isolated from
genotypes Q4188 and Q4117. Copy number analysis revealed that there are between 2 and 4
homologous sequences in the P. notatum genome. Expression analysis by gRT-PCR at
different stages of the reproductive development showed no significant differences among
genotypes. However, in situ tissue hybridization showed expression of EXS in ovaries of the
sexual genotype, while EXS was expressed only in the surrounding cells of the embryo sac in
the apomictic genotype. In silico mapping, indicated that PnEXS is located in regions that have
associated previously with apospory. These results indicate that EXS could be under a
different expression control in sexual and apomictic plants.

Chapter Il presents studies focused on the characterization of specific sequences
mapping at the ACL in P. notatum and the localization of mMRNA transcripts associated with the
mode of reproduction. Several sequences of the ACL showed similarity with repetitive
elements, hypothetical proteins, ribosomal proteins and coding domains. Mapping assays of
six transcripts differentially expressed between apomictic and sexual plants showed that clone
N54 was linked in repulsion to the ACL. This can be a good candidate for further analysis.

The results presented in this Thesis showed the presence of a chromosomal
rearrangement associated with apospory that it is transmitted to the progeny. In addition, it was
determined that ACL of P. notatum is placed in a hemizygous region. Analysis of PNSERK2
and PnEXS indicated that both genes are associated with apomixis. Moreover, analysis of
markers 100% linked to the character revealed the presence of coding sequence in this region.
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ESTUDIOS CITOGENETICOS EN CITOTIPOS APOMICTICOS Y SEXUALES DE
PASPALUM NOTATUM Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE SECUENCIAS
ASOCIADAS A LA APOSPORIA

INTRODUCCION GENERAL
Paspalum notatum

Paspalum es un género perteneciente a la familia de las gramineas (subfamilia Panicoi-
deas, tribu Paniceas) que comprende alrededor de 330 especies distribuidas principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales de América (Zuloaga y Morrone, 2005). Varios
integrantes del género constituyen importantes recursos forrajeros para las regiones tropica-
les y subtropicales de América, donde se encuentran ampliamente distribuidos, siendo parti-
cularmente abundantes en Brasil, este de Bolivia, Paraguay y noreste de Argentina (Burton
1974). P. notatum Fliigge, de nombre vulgar pasto horqueta o “bahiagrass” (en inglés), es
una especie rizomatosa perenne distribuida desde México a Argentina que presenta varios
niveles de ploidia y un sistema reproductivo complejo conformado por citotipos diploides
autoincompatibles de reproduccion sexual y poliploides (3x, 4x, 5x) con reproducciéon apomi-
ctica, pseudogamos y autocompatibles (Quarin 1992, Tischler y Burson, 1995) (Figura 1).
Aproximadamente el 98% de los poliploides son tetraploides, siendo los triploides y penta-
ploides excepcionales (Tischler y Burson, 1995; Pozzobon y Valls, 1997). La forma diploide
(P. notatum var. saurae Parodi), variedad botanica conocida como pasto horqueta diploide
(Pensacola bahiagrass en EEUU), es nativa de las cuencas de los rios Parana y Uruguay en
el noreste de Argentina. Luego de ser introducida accidentalmente a principios del siglo vein-
te en Florida, es hoy una de las forrajeras cultivadas mas importantes de los estados del
golfo en el sur de los Estados Unidos. Las poblaciones diploides naturales son poco frecuen-
tes y estan restringidas a los suelos sueltos de los margenes de los rios Uruguay, Parana y

sus afluentes y en las planicies arenosas de las islas del rio Parana (Gates y col., 2004).

Las razas tetraploides del pasto horqueta constituyen importantes recursos forrajeros de
los campos naturales del sur de Brasil, Paraguay, noreste de Argentina y Uruguay. La forma
natural de reproduccion de estas razas es la apomixis gametofitica. Este tipo de reproduc-
cion en P. notatum se caracteriza por el desarrollo de sacos embrionarios apospadricos (de
tipo Paspalum) a partir de células de la nucela. Al momento de la division meiética de la cé-
lula madre de la megaspora (CMM), es posible observar algunas células de la nucela de

mayor tamafio y nlcleo denso. Estas células constituyen las células iniciales de la aposporia
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(Al) a partir de las cuales, por una serie de mitosis, se desarrollan los sacos embrionarios
cuyos nucleos son todos no reducidos (2n). Al momento de la antesis es posible observar en
los sacos apospdricos la célula huevo, una o 2 células sinérgidas y 2 nucleos polares co-
rrespondientes a la célula central. Una caracteristica particular de estos sacos es que no
presentan antipodas, por lo cual son relativamente faciles de diferenciar de los sacos mei6ti-
cos de tipo Polygonum gue pueden generarse en la misma planta e incluso en el mismo
6vulo (Martinez y col., 2001, Ortiz y col., 1997). La reproduccién apomictica se completa con
el desarrollo partenogenético del embrion y la formacion del endosperma luego de la fertili-
zacion de los nucleos polares (pseudogamia) (Quarin y col., 1999). Hasta el presente no se
han detectado recombinantes entre estos caracteres, por lo cual se supone que la aposporia
y la partenogénesis son controladas por el mismo factor genético o por elementos estre-

chamente ligados.

Figura 1: Paspalum notatum, fotografias de (a) un pastizal natural y de (b) inflorescencias
en antesis.

Dada su importancia como forrajera ya se han desarrollado mapas genéticos tanto al ni-
vel diploide como tetraploide de la especie (Ortiz y col., 2001, Stein y col., 2007). El mapa 2x
fue desarrollado a partir de una poblacién de mapeo F; siguiendo una estrategia de mapeo
comparativo con marcadores de RFLP. Cuenta con 10 grupos de ligamiento sobre unos 990
cM. En el mismo se identificaron algunas regiones sinténicas (ver mas adelante) con los
mapas de maiz y arroz (Ortiz y col., 2001). El mapa al nivel tetraploide fue realizado en base
a marcadores de AFLP y a la deteccién de alelos en dosis simples. En el mismo se identificd
al grupo de ligamiento que contiene al locus que controla la aposporia por medio de estudios

citoembriolégicos, genéticos y moleculares (Stein y col., 2007).
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Apomixis
Definicion del término apomixis

La apomixis es un modo de reproduccién asexual, por semillas, que conduce a la gene-
racion de progenies genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler 1984). Este tipo de
reproduccion ha sido observada en al menos 400 especies de plantas que abarcan 35 fami-
lias diferentes, siendo muy comun en las Gramineas, Compuestas, Rosaceas y Rutaceas
(Hanna y Bashaw 1987). Nogler (1984) dividi6é los mecanismos de la apomixis de acuerdo al
origen de los embriones asexuales en dos categorias: la ruta esporofitica y la ruta gametofi-
tica. En la ruta esporofitica, también llamada embrionia adventicia, los embriones se originan
directamente a partir de células de la nucela o de los tegumentos del 6vulo, sin que se forme
un saco embrionario (Koltunow y col., 1995). Comunmente se forman embriones somaticos
(esporofiticos) mdultiples que comparten el ovario junto con el embrién de origen sexual y

utilizan su endosperma para desarrollarse (Koltunow 1993).

En la apomixis gametofitica se forman sacos embrionarios cuyos nucleos no estan re-
ducidos (contienen un nimero 2n de cromosomas), a partir de uno de los cuales se desarro-
lla un embrién por partenogénesis, sin fecundacion. De acuerdo con el origen del saco em-
brionario y el embridn, la apomixis gametofitica puede presentar dos formas (Figura 2): di-
plosporia cuando la propia célula arquesporial es la involucrada en el proceso; y aposporia,
cuando la célula que forma el saco embrionario es una célula somatica del 6vulo, general-
mente de la nucela. La apomixis gametofitica ha sido mas profundamente estudiada que la
apomixis esporofitica, principalmente por ser el tipo presente en las gramineas, donde mu-
chas especies son de valor agronémico (Ozias-Akins y Van Dijk 2007). Por otra parte, la
apomixis gametofitica esta casi siempre asociada a la poliploidia. Se han descripto algunos
casos excepcionales de diploides naturales apomicticos, aunque en estudios posteriores
fueron cuestionados (Asker y Jerling 1992; Savidan 2000, Holm y Ghatnekar 1996; Holm y
col., 1997). En el caso especial de las gramineas se han observados sacos de tipo apospo-
rico en baja frecuencia en citotipos diploides de los géneros Brachiaria y Paspalum, aunque
en la mayoria de los casos no se ha demostrado aun si finalmente generan progenies por
apomixis. Los unicos ejemplos bien documentados de apomixis al nivel diploide correspon-
den a Boechera holboellii (Koltunow y Grossniklaus 2003) y Paspalum rufum (Siena y col.,
2008).
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a Reproduccion Sexual

b Diplosporia
o
C Aposporia
(=]
Sin Fecundacion
(Posible tanto en
diplosporia como
en aposporia)
MMC Meiosis Saco embrionario Post-Fecundacion

Figura 2: Representacion esquematica de diferentes tipos de apomixis gametofitica (di-
plosporia y aposporia) y comparacion con el proceso sexual. (adaptado de Ozias-Akins y
Van Dijk, 2007).

Debido a que la apomixis gametofitica concierne fundamentalmente a procesos que se
desarrollan en el évulo, el estudio del caracter se basa en la comparacion con la forma nor-
mal de reproduccion de las angiospermas. Actualmente se considera que este tipo de repro-
duccioén ha evolucionado como un sistema de alternativo a la sexualidad a través de la re-
formulacion de los programas de desarrollo del ovario (Grimanelli y col., 2001). Asimismo se
especula en que la via apomictica no funciona completamente en forma independiente de la
via sexual, por lo tanto, los genes que la controlan podrian no ser genes nuevos sino genes
que exhiben una regulacion alterada o distinta a la presente en los genotipos sexuales
(Ozias-Akins y Van Dijk 2007).
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La manipulacién de la apomixis y su interés para la agricultura

La reproduccion sexual y la variabilidad genética son los fundamentos de la agricultura
moderna. En base a estos conceptos se crean continuamente nuevos y mejores cultivares
altamente productivos que han logrado mantener aumentos en la produccion de alimentos
en forma constante durante los ultimos 100 afios. Algunas variedades ya mejoradas fueron
modificadas genéticamente con genes de caracteres agrondmicos especificos mediante
técnicas de ingenieria genética. Esto ha posibilitado la incorporacion de rasgos nuevos que
han llevado a un incremento en la superficie cultivada y han aumentado la seguridad de las
cosechas. Sin embargo, en algunas regiones del mundo diversos motivos ecoldgicos y so-
cioecondémicos limitan el acceso de estos materiales a los sistemas agricolas. Por lo tanto,
mientras los paises desarrollados tienen grandes excedentes en su producciéon de alimentos
como consecuencia de la aplicacion de las nuevas tecnologias, los paises en desarrollo se
enfrentan con una creciente demanda de alimentos no satisfecha. Con una comunidad glo-
bal estimada en 8 mil millones de personas para la mitad del siglo XXI, son necesarios nue-
vos enfoques para incrementar los logros de la agricultura actual (Ortiz y Pessino 2002). En
particular la apomixis, una forma natural de reproduccion clonal por semillas, puede tener un

gran impacto para la agricultura y el mejoramiento de cultivos.

El fitomejoramiento usando la apomixis podria ser extremadamente rapido y responder
a microambientes especificos, condiciones de cultivo particulares, entornos socioeconémi-
cos diferentes y mercados cambiantes. Incluso, podria permitir la inclusion al germoplasma
de cultivares locales adaptados y otros relativamente salvajes que de otra manera serian

excluidos de los programas de mejoramiento convencionales (Spillane y col., 2004).

Debido a que este tipo de reproduccion genera progenies genéticamente idénticas a la
planta madre por semillas, en teoria cualquier combinacion genética que la porte formara
poblaciones genéticamente uniformes que mantendrian el vigor hibrido a través de sucesi-
vas generaciones (Burton y Forbes, 1960). La fijacion del vigor hibrido a través de la apomi-
xis es un objetivo anhelado por los agricultores. Se ha estimado que la estabilizacion de
combinaciones heterodticas de manera rapida y econémica, solo para el caso del arroz hibri-
do, resultaria en un beneficio estimado de mas de 2,5 millones de dolares por afio. Por otro
lado, dado que este tipo de reproduccién elimina las restricciones que impone la meiosis, su
uso controlado permitiria la generacion de hibridos intergenéricos e interespecificos que
serian incapaces de reproducirse por la via sexual. También permitiria la propagacion por
semillas de cultivos que tradicionalmente se multiplican vegetativamente (Vielle-Calzada y
col., 1996, Spillane y col., 2004). Por otro lado, la produccién de cultivos clonales esta limi-

Introduccién 5



tada por el ataque de patdégenos (principalmente virus y endoéfitos) que se acumulan luego
de sucesivas rondas de propagacion vegetativa y lo cual limita seriamente el intercambio de
germoplasma entre paises. La utilizacion de la apomixis en estos cultivos podria proveer
una opcién adicional aportando los beneficios de la propagacion clonal por semillas y gene-
rando asi material libre de enfermedades que puede ser facilmente conservado y transpor-
tado. Asimismo, el uso de semillas apomicticas, como una alternativa a la propagacion ve-
getativa, proporcionaria también una baja en los costos y un aumento en los rendimientos.
Un ejemplo, de esto estaria dado por las semillas de papa. El uso de tubérculos como mate-
riales de siembra desvia alrededor del 10% de la cosecha mundial de papa de uso alimenta-
rio que es destinado a la siembra. Aunque los sistemas de semillas de papas han encontra-
do algunos problemas (por ejemplo, bajas tasas de germinacion, tubérculos no uniformes y
aumento de las necesidades de riego), también hay ejemplos de gran éxito. Es por ello que
la tecnologia de la apomixis podria hacer la siembra de semillas de papas una opcion mas
atractiva para los criadores y cultivadores de la misma. Los beneficios relacionados con la
propagacion de la tecnologia de la apomixis podria beneficiar a los productores de papa en

aproximadamente 3.2 millones de ddlares al afio (Spillane y col., 2004).

Estas caracteristicas hacen que la identificacion de los mecanismos genéticos y molecu-
lares que controlan a este tipo de reproduccion y la transferencia del caracter ha especies

de gran cultivo sean metas perseguidas por varios laboratorios alrededor del mundo.

Aunque la introduccion de las caracteristicas de la apomixis a cultivos parece ser una
propuesta atractiva para la agricultura, todavia deben abordarse varias cuestiones antes de

que esta tecnologia pueda ser desarrollada e implementada.

Se han planteado varias estrategias para modificar genéticamente los elementos de la
apomixis en plantas de cultivo. Todas estas idealmente necesitan un profundo conocimiento
tanto del desarrollo sexual como del apomictico, ya que los mismos estan estrechamente
relacionados entre si. La desregulacion de la expresion de los principales genes del desarro-
llo podria permitir la sintesis de elementos de la apomixis de novo en las especies sexuales.
Actualmente, los enfoques se centran en identificar promotores o potenciadores (enhancers)
involucrados en una serie de células (por ejemplo, la célula huevo) y/o en etapas especificas
del desarrollo (por ejemplo megasporogénesis) que se podrian utilizar para expresar o silen-
ciar genes que confieren elementos de la apomixis. Alternativamente, los genes responsa-

bles de la reproduccion clonal en plantas apomicticas naturales podrian ser expresados en
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células reproductivas de plantas sexuales, sin embargo estos genes no han sido aun identi-

ficados.

Basicamente, existen dos tipos de procedimientos para transferir la apomixis a especies
sexuales: (i) la hibridacion interespecifica entre una planta sexual y un pariente silvestre
apomictico y (i) la transformacion genética de cultivares sexuales con genes considerados
disparadores del caracter. La primera estrategia para transferir la apomixis al maiz fue pro-
puesta hace mas de 35 afios atras por D. F. Petrov (Petrov y col., 1979). El sistema se ba-
saba en cruzamientos interespecificos entre maices tetraploides y Tripsacum dactiloydes
(una especie apomictica diplospérica). Los hibridos apomicticos obtenidos fueron retrocru-
zados con el maiz a fin de recuperar el genoma completo de esta especie. Parte de estos
trabajos fueron realizados por el Dr. B. Kindiger en Oklahoma, EEUU (Kindiger y col., 1996)
e intentos similares fueron desarrollados en México por el Dr. Y. Savidan (en el IRD -
CIMMYT) (Savidan, 2000). El principal inconveniente de este sistema es que al recuperar el
genoma de maiz, los hibridos obtenidos resultaron completamente macho estériles. Esto
impidié avanzar con el recupero del genoma de maiz, lo cual representa un cuello de botella
importante para esta metodologia. Una dificultad adicional consiste en la obligacion estricta
de la relacion gendmica 2 materna: 1 paterna necesaria para desarrollar el endosperma en
maiz, que impide la formacion de semilla en los hibridos (Savidan, 2000). De la misma ma-
nera, un programa iniciado a finales de los afios 70’ intentd transferir la apomixis al mijo
(Pennisetum glaucum, sexual) a partir de P. squamulatum (una especie apomictica de tipo
apospdérica) (Hanna y col., 1993). A partir de la generacion de grandes poblaciones segre-
gantes fue posible detectar individuos parcialmente macho-fértiles en las retrocruzas lo cual
permitié progresar hasta la generacion de BC7. Estas plantas son muy similares al mijo,
pero forman muy pocas semillas viables, aparentemente debido al deficiente desarrollo del
endosperma (Morgan, 1998). Un ejemplo exitoso de mejoramiento de una especie apomicti-
ca es el caso de Panicum maximun Jacg. El cultivar 'Natsukaze' fue la primera variedad
apomictica hibrida generada a partir de cruzamientos entre una planta sexual y un genotipo
tetraploide apomictico (Sato y col., 1990). Por otro lado, cultivares forrajeros apomicticos de
Brachiaria ssp. y Paspalum spp. derivados de la seleccién directa de genotipos superiores
fueron desarrollados en Brasil (Miles y do Valle, 1996) y Argentina (Urbani y col., 2002). Re-
cientemente se ha obtenido también el primer cultivar hibrido apomictico de Paspalum nota-

tum (Acufia C. comunicacién personal).

La segunda estrategia sigue siendo hipotética debido a que no se han identificado adn

los genes responsables del fenotipo apomictico.
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Estudios genéticos y moleculares de la apomixis gametofitica en gramineas

La apomixis es un caracter genéticamente controlado que esta fuertemente asociado a
la poliploidia (Savidan y col., 2000). A pesar de su amplia distribucion en las plantas con
flores la apomixis gametofitica no esta presente en especies de interés agronémico, a ex-
cepcién de algunas gramineas forrajeras (Carneiro y col., 2006). Esto implica que los estu-
dios genéticos del caracter deban realizarse en especies silvestres altamente heterocigotas,
poliploides y poco caracterizadas genéticamente (Catanach y col., 2006). Las gramineas
son una de las familias en donde la apomixis ha sido mejor estudiada. En este grupo de es-
pecies, este caracter esta controlado por unos pocos genes ligados de herencia simple (re-
visado en Ozias-Akins y Van Dijck 2007). En varias especies se ha determinado que la
apomixis se transmite en forma distorsionada (tanto por las gametas femeninas y masculi-
nas) y que existe una fuerte supresién de la recombinacién alrededor del locus responsable
de la aposporia (Ozias-Akins y Van Dijck 2007). Tradicionalmente los analisis citoembriolo-
gicos de las plantas madres y las pruebas de progenies han sido las metodologias mas usa-
das para determinar el modo de reproduccién (sexual o apomictico) en especies apomicti-
cas (Marshall y Brown, 1974). En los ultimos afios se han identificado marcadores molecula-
res ligados a la apomixis en hibridos de maiz-Tripsacum (Leblanc y col., 1995, Kindiger y
col., 1996), Pennisetum (Ozias-Akins y col., 1993, 1998) y Brachiaria (Pessino y col.,
1998,1999). Asimismo se han identificado marcadores de RAPD y AFLP fuertemente ligados
al carécter en Paspalum notatum (Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004, Stein y col.,
2007) y Panicum maximum (Ebina y col., 2005). Asimismo, los marcadores moleculares han
sido utilizados para la realizacion de analisis de progenies y estudios del tipo de herencia en
Poa pratensis (Huff y Bara 1993, Mazzucato y col., 1995), P. notatum (Ortiz y col., 1997,
Stein y col., 2004, Rebozzio y col., 2012) y P. simplex (Pupilli y col., 2001, Hosjgaard y col.,
2011).

En el caso especial de P. notatum los estudios realizados hasta el presente indican que
en las razas tetraploides la aposporia esta controlada por un locus simplexo dominante
(Aaaa) con segregacion distorsionada (Martinez y col., 2001). El mismo esta localizado en
una regién gendmica que muestra una marcada supresion de la recombinacion y aparea-
miento preferencial de cromosomas (Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004). El locus res-
ponsable de la aposporia fue localizado en un grupo de ligamiento de aproximadamente 25
cM donde se asignaron 25 marcadores moleculares (RADP, RFLP y AFLP), 15 de los cuales
cosegregan estrictamente con el caracter (Stein y col., 2007). Estimaciones del tamafio fisi-

co de este locus basadas en datos derivados del mapeo genético, indican que podria consti-
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tuir un fragmento cromosdémico de aproximadamente 35 Mpb que puede contener numero-
s0s genes estrictamente ligados. En la Figura 3, se muestra el grupo de ligamiento que con-

tiene de la aposporia de acuerdo a lo informado por Stein y col. (2007).

M xe3amern cM

- 634m39f

e44m38n*
e44m38q*
e37m41b*

#: C1009° «38m37d" «36m37c" a33m33a"
3Im3IY" e3ImAIN" oSE6mG8a* 035 33p”
A5m3An" «33mA2S" «SAmi2e" LBC24AY"
UBC2SS" o33ml2c” sXam33e”

70.7 4~ 39m42f

104.1.L e35m40a
M17b

Figura 3: Grupos de ligamiento asociados a la aposporia en P. notatum. M17a: grupo
conteniendo el locus responsable de la aposporia (apo) y 25 marcadores (AFLP, RFLP y
RAPD) en fase de acoplamiento. M17b: grupo homdlogo con marcadores ligados al locus
apo en fase de repulsién. Tomado de Stein y col., 2007.

Debido a las caracteristicas genéticas y fisicas (gran tamafio, ausencia de recombina-
cién, constitucion compleja) del grupo la utilizacion de estrategias de genética directa para la
identificacion y clonado de los genes que controlan el caracter son de dificil implementacion
y resultado incierto. Por esto, una alternativa es intentar abordar el tema por estudios de
mapeo comparativo y analisis de expresion de genes relacionados. Estudios comparativos
determinaron que regiones sinténicas al locus aposporia de P. notatum, P. malacophyllum y
P. simplex se localizan en el cromosoma 12 de arroz, (Pupilli y col., 2004; Stein y col., 2007,
Hosjgaard 2011, Podio y col., 2012). Ademas, especificamente en P. notatum sectores del
cromosoma 2 de arroz resultaron asociados a la aposporia, ya que sondas que mapean en
este cromosoma resultaron completamente ligadas a la aposporia en esta especie (Pupilli y
col., 2004, Steiny col., 2007).
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Recientemente a partir de una genoteca en BAC de P. simplex se aislé el clon 346H10
que contiene secuencias 100 % ligadas a la aposporia en la especie (Calderini y col., 2006)
y experimentos de FISH con dicho clon (346H10) determinaron que el locus-apo se encuen-
tra en una region no pericentromérica (Calderini y col., 2006). La secuenciacion de 346H10
revel6 2 sectores codificantes que resultaron homologos a los dominios EXS y PKD (dominio

de proteina quinasa) (Calderini y col., 2006).

Estudios de la expresion de genes asociados a la apomixis

Una de las teorias del surgimiento de la apomixis propone que este tipo de reproduccién
surge como una desregulacion en la expresion de los genes involucrados en la via candnica
sexual y no a partir de un nuevo mecanismo de desarrollo (Koltunow y Grossniklaus, 2003).
Posiblemente, la apomixis sea el resultado de una desregulacion en el momento y el lugar
de la expresion de genes relacionados con la sexualidad como consecuencia de una expre-
sion ectépica y/o heterotrofica. Evidencias que soportan esta hipotesis fueron observadas en
Tripsacum (Grimanelli y col., 2003) y mas recientemente por un analisis llevado a cabo en
Boechera (Sharbel y col., 2009, 2010).

Durante las ultimas dos décadas la investigacion en este tema se ha centrado en el es-
tudio de las bases genéticas y los mecanismos moleculares que regulan la reproduccion
apomictica, mediante la determinacion del control genético del caracter en plantas apomicti-
cas naturales, o a través de la identificacion de genes en especies sexuales modelo relacio-
nados con mecanismos del desarrollo de componentes de la apomixis, tales como la forma-
cion de los gametos femeninos no reducidos, o el desarrollo autonomo del embrién o del

endosperma.

La estrategia basada en la comparacion de las secuencias expresadas entre los genoti-
pos apomicticos y sexuales fue utilizada en varias especies. Hasta el momento se han ais-
lado transcriptos de ARNm diferencialmente expresados en inflorescencias de plantas
apomicticas y sexuales en varias especies de gramineas apomicticas tales como Pennise-
tum ciliare (Singh y col., 2007), Pennisetum squamulatum (Vielle-Calzada y col., 1996), Bra-
chiaria (Leblanc y col., 1997, Dusi 2001, Rodrigues y col., 2003, Duarte Silveira y col., 2012),
Paspalum notatum (Pessino y col., 2001, Laspina y col., 2008), Panicum maximun (Chen y
col., 1999, Yamada-Akiyama y col., 2009), Poa pratensis (Albertini y col., 2004, 2005), Pas-

palum simplex (Polegri y col., 2010) y Eragrostis curvula (Cervigni y col., 2008), junto con
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otras especies no gramineas como Hieracium (Guerin y col., 2000) y Boechera (Sharbel y
col., 2009). Este tipo de analisis presenta la dificultad de no contar con lineas completamen-
te isogénicas que permitan simplificar la busqueda de genes candidatos, sin embargo, un
namero considerable de transcriptos hallados como diferenciales resultaron ser coincidentes
entre las diversas especies apomicticas, reduciéndose asi los posibles genes involucrados.
Varios de los genes identificados parecen corresponder a genes con funciones regulatorias
como factores de transcripcion y proteinas de uniéon a ADN, otros integran cascadas de
transduccién de sefales del tipo ERK (extracelular receptor kinase), o factores de respuesta
a auxina (ARF) (Laspina y col., 2008, Polegri y col., 2010). Asimismo, se ha determinado
que algunos tipos de retrotransposones se encuentran expresados diferencialmente entre
los individuos sexuales y apomicticos (Albertini y col., 2004; Laspina y col., 2008; Cervigni y
col., 2008) lo cual podria indicar una participacion de éstos elementos en vias regulatorias
relacionadas con la apomixis y la sexualidad (Ochogavia y col., 2011). Actualmente, se han
comenzado a realizar estudios mas detallados sobre algunos de estos genes diferencial-
mente expresados, con el objetivo de identificar la localizacion fisica en el genoma de las
especies apomicticas, los niveles de expresion y la localizacion de los transcriptos en los
diferentes estadios del desarrollo reproductivo (Felitti y col. 2011). Estudios de este tipo
pueden determinar si estos genes diferencialmente expresados se encuentran involucrados
en el inicio del desarrollo de la apomixis o0 participan en sucesos posteriores de las cascadas

de sefializacién implicadas en esta via.

Por otro lado, si la apomixis surge como una desregulacion de los genes implicados en
la sexualidad es posible estudiar aquellos genes involucrados en las vias de formacion de
las células madres de la megaspora, la partenogénesis y el desarrollo del endosperma, en
plantas sexuales y realizar estudios funcionales con mutantes de estos genes en especies
modelos como Arabidopsis thaliana. Esta estrategia ha llevado a conocer la funcién de va-
rios genes posiblemente asociados con el caracter. Uno de los interrogantes mas enigmati-
cos es cual y cdmo es el mecanismo por el cual se producen las células iniciales de la apos-
poria a partir de células de la nucela en los genotipos apospéricos. Una de las hipétesis mas
estudiadas es la existencia de un mecanismo inhibitorio en las células nucelares, generando
una Unica célula diferenciada capaz de convertirse en CMM en los genotipos sexuales, el
cual podria estar relajado durante el desarrollo de la aposporia. El estudio de mutantes ca-
paces de formar mas de una CMM ha sido uno de los principales sistemas de analisis para
el estudio de la aposporia. En el maiz, el mutante homocigético multiple archesporial celll
(MAC1) fue uno de los primeros en ser estudiado ya que puede desarrollar muchos me-

gaesporocitos en un solo évulo, lo cual indica que este gen podria estar implicado en la de-
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terminacion de la CMM, sin embargo todavia no se ha podido dilucidar su posible rol en la
aposporia (Sheridan y col., 1999, Wang y col., 2012). Del mismo modo, en arroz se han
identificado dos genes asociados a limitar el nimero de megaesporocitos y microesporoci-
tos: MULTIPLE SPOROCYTE 1 (MSP1l) y TAPETUM-DETERMINANT-LIKE (TDL1A)
(Nonomura y col., 2003, Zhao y col., 2008). Los mutantes en estos genes producen un ex-
ceso de microesporocitos y megaesporocitos. Lo cual los hace muy interesantes en el estu-
dio de la aposporia. MSP1 codifica para una proteina del tipo quinasa con repeticiones ricas
en leucina (LRR-RLK) (Nonomura y col., 2003) que en plantas ha sido identificada como
proteinas transmembranas involucradas en una compleja serie de rutas de sefializacion re-
lacionadas con el programa del desarrollo. En arabidopsis (Arabidopsis thaliana), la mutante
producida por la combinacion de tres genes especificos de la meiosis conocida como MIME
resulté en una divisién celular similar a la mitosis, lo que resulta en la formacién de sacos
embrionarios no reducidos (D'Erfurth y col., 2009). Sin embargo, la supresién simultanea de
tres genes: spoll, rec8 y osdl; solo conduce a la produccion de gametos no reducidos
masculinos y femeninos pero no presentan partenogénesis, y por lo tanto no producen des-

cendencia por apomixis.

Por otro lado, el silenciamiento de ciertos genes involucrados en la via de la reproduc-
cién sexual normal que se heredan como una unidad podrian estar controlados epigenéti-
camente (Grimanelli 2012). En arabidopsis y maiz se han descripto dos mutantes ago9 y
agol104, que dan origen a un mayor nimero de células arquesporiales en el évulo, indicando
que estarian involucradas en el cambio de destino de células somaticas a células arquespo-
riales. AGO104 y AGO9 pertenecen a la familia Argonauta. Las proteinas AGOs actuan co-
mo efectores en el silenciamiento génico postranscripcional y transcripcional a través de
modificaciones de la cromatina por medio de ARN de interferencia (Mallory y Vaucheret,
2010), con funciones especificas durante la reproduccién (Bourchis y Voinnet 2010, Feng y
col 2010). Por otro lado, fenotipos mutantes para dmt102 y dmt103, dos DNA metiltransfera-
sas implicadas en la regulacién del estado de la cromatina, presentan caracteristicas simila-
res a la apomixis (Garcia-Aguilar y col., 2010) ya que producen la formacién de sacos em-
brionarios adicionales y gametas no reducidas, similares a las mutantes ago9, apoyando la
teoria de la metilacién del ADN dependiente de ARN como un papel esencial en la identidad

de las células germinales.

Otro de los componentes de la apomixis, la partenogénesis, es otro objeto de estudio. El
receptor del tipo quinasa SERK1 en Arabidopsis thaliana incrementa el potencial embriona-

rio de los 6vulos y las células huevo. La embriogénesis somatica puede ser inducida en di-
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versos tejidos por la sobre expresidn de ciertos factores de transcripcion que también pue-
den ser inducidos por estrés celular (Curtis y Grossniklaus 2008). Albertini y col (2005) estu-
diaron que genes con alta similitud a genes SERK se expresaban diferencialmente entre
genotipos sexuales y apomicticos, y pudieron asociar al gen SERK a la apomixis apospoérica
debido a que este presentaba una distribucion espacial diferencial entre individuos apomicti-

cos y sexuales.

El cambio hacia el modo de reproduccion apomictica completamente funcional necesita
combinar tres pasos: la desviacion de la meiosis o la generacion de CMM a partir de células
somadticas, el desarrollo partenogenético de la célula huevo y la generacién del endosperma
con una alteracién en el nivel de ploidia. Es de esperar que la investigacion en especies
modelo apomicticas y sexuales genere el conocimiento necesario para posibilitar ingenieria
de novo de la apomixis. Al centrarse en los tres elementos de la apomixis: apomeiosis, la
partenogénesis y la formacion del endospermo, deberia ser posible desarrollar conjuntos de
transgenes que disparen cada uno de estos elementos y combinarlos para generar plantas

apomicticas a partir de plantas sexuales (Pupilli y Barcaccia 2012).
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OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO DE TESIS

El objetivo general del trabajo de tesis fue profundizar el conocimiento de las caracteris-
ticas citogenéticas del locus responsable de la aposporia en Paspalum notatum y caracteri-
zar genes cuya expresion fue asociada a la apomixis en gramineas asi como secuencias

gendmicas localizadas especificamente en el locus de la aposporia en la especie.

Objetivo 22



CAPITULO I;

ESTUDIOS CITOGENETICOS EN CITOTIPOS APOMICTICOS Y SEXUALES DE
PASPALUM NOTATUM

Resumen

El caracter aposporia en las razas tetraploides de P. notatum es controlado por un locus
anico con segregacion distorsionada. La presencia de inversiones u otras alteraciones cro-
mosdémicas que afectan la meiosis durante la microsporogénesis de la raza apospoérica fue-
ron propuestas como responsables de la distorsion de la segregacion del caracter. El objeti-
vo de este trabajo fue evaluar cuantitativamente las aberraciones en la anafase | de la meio-
sis y la viabilidad del polen de plantas apomicticas y sexuales de P. notatum, asi como tam-
bién, determinar la localizacion fisica del locus responsable de la aposporia por medio de
experimentos de hibridacion in situ fluorescente (FISH) en células madres del polen. Como
material vegetal se utilizaron cinco accesiones apomicticas naturales y tres individuos tetra-
ploides completamente sexuales obtenidos experimentalmente. Asimismo, se analizaron 16
hibridos F; (8 apomicticos y 8 sexuales) derivados de un cruzamiento experimental. Para el
analisis de hibridacion FISH, se utiliz6 como sonda el clon de BAC 346H10 de P. simplex, el
cual contiene secuencias 100% ligadas a la aposporia en dicha especie. Los preparados
cromosémicos, realizados en distintos estadios de la meiosis, fueron coloreados con DAPI y
posteriormente hibridados con el clon de BAC 346H10 marcado con digoxigenina. Las sefa-
les de hibridacion se detectaron mediante la reaccion con el fluoréforo TRICT. Las observa-
ciones citogenéticas revelaron que ambos grupos de plantas presentan anormalidades
meidticas tales como, cromosomas rezagados, puentes de cromatina y microndcleos. En
promedio, el 44,36 % y 29,66 % de los meiocitos de individuos aposporicos y sexuales pre-
sentaron anormalidades meidticas en la anafase |, respectivamente. La comparacion del
namero observado de meiocitos normales y anormales en los grupos de plantas apomicticas
y sexuales resulté altamente significativa. Los estudios de viabilidad del polen en estos ma-
teriales evidenciaron una proporcion significativamente mayor de polen no viable en los ge-
notipos apomicticos. Se observo asimismo una correlacion positiva entre ambas variables
(r= 0.71; "= 0.50) en las plantas apomicticas. El analisis de los hibridos confirmé un nimero

significativamente mayor de anormalidades en las progenies apomicticas en comparacion
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con las sexuales. Sin embargo, la proporcién de polen viable fue similar para ambos grupos.
En este caso las variables no mostraron correlaciones significativas. El estudio de FISH so-
bre los meiocitos revelé que el locus responsable de la aposporia en P. notatum se encuen-
tra en hemicigosis al igual que en otras especies aposporicas. Asimismo se observl que
esta posicionado muy préximo a regiones ricas en heterocromatina. Un hecho particular fue
la visualizacion de la migracién del locus responsable de la aposporia (ACL) solo hacia uno
de los polos de las células durante la anafase | de la microesporogénesis. Los resultados
presentados en este Capitulo indican que los individuos apomicticos presentan un rearreglo
cromosomal que afecta el comportamiento de la meiosis ausente en los genotipos sexuales
obtenidos experimentalmente. Este rearreglo es trasmitido a la progenie asociado con el
modo de reproduccién. La posible asociacion entre las anormalidades meidticas y la heren-
cia de la aposporia se discute al final del Capitulo. Asimismo, fue posible confirmar que el
control del caracter aposporia corresponde a un locus Unico que estaria situado en regiones

asociadas a heterocromatina y localizado en una region hemicigota.

Introduccion

A pesar de la existencia de cierta sexualidad residual en algunas accesiones tetraploi-
des naturales, es decir que poseen capacidad para generar sacos embrionarios meiéticos y
descendientes por via sexual, hasta el presente no se han colectado individuos completa-
mente sexuales en la naturaleza (Martinez y col., 2001, Espinoza y col., 2006). Sin embargo,
varios genotipos tetraploides completamente sexuales han sido generados experimental-
mente por duplicacién cromosomica de diploides sexuales mediante el uso de colchicina o
por cruzamientos con genotipos altamente sexuales con una accesion apomictica natural
(Quarin y col., 2003). Estos individuos han permitido la generacién de poblaciones tetraploi-
des segregantes por el modo de reproduccién que fueron utilizadas para el estudio de la
herencia de la aposporia y la caracterizacion de la region genomica responsable de la mis-
ma (Martinez y col., 2001, Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004).

Estudios genéticos en estas razas demostraron que la aposporia se hereda como un
alelo dominante, con una marcada distorsion de la segregacion (Martinez y col., 2001). En
todos los cruzamientos realizados entre los individuos sexuales y aposporicos, se obtuvieron
un menor numero de progenies apospadricas que la esperada (Martinez y col., 2001, Stein y
col., 2004). El exceso de progenies sexuales fue atribuido a un efecto letal pleiotropico con

penetrancia incompleta del alelo responsable de la aposporia, o0 a cierto/s factor/es letales

Estudios citogenéticos 24



ligados al caracter que causan la letalidad gamética cuando se presenta en el estado homo-
cigotico (Martinez y col., 2001). Experimentos llevados a cabo utilizando diploides y tetra-
ploides sexuales como progenitores femeninos y una planta apomictica triploide como dado-
ra de polen, demostraron que la aposporia sélo puede ser transmitida por el polen a través
de los gametos diploides o hipodiploides (Martinez y col., 2007). Este patrén de segregacion
es coincidente con observaciones realizadas en otras especies apomicticas como P. simplex
(Pupilli y col., 2001), Pennisetum squamulatum, Tripsacum dactyloides y Brachiaria decum-
bens (revisado por Grossniklaus y col., 2001) por lo cual podria constituir una caracteristica
comun de la region gendmica que controla el caracter en estas especies. El andlisis genéti-
co a través de marcadores moleculares revelé también que el ACL se localiza sobre un blo-
gue cromosOmico que muestra restriccion de la recombinacion y apareamiento preferencial
de cromosomas (Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004, Stein y col., 2007). Asimismo, va-
rios estudios determinaron que el ACL contiene secuencias asociadas con elementos repeti-
tivos que se acumularian en dicha region debido a la falta de recombinacion (Calderini y col.,
2006, Akiyama y col., 2004 y 2005; Goel y col., 2003). Se especula que con el tiempo la pre-
sencia de estos elementos llevaria a un aislamiento de dicho fragmento cromosomico y por
lo tanto, a problemas en el apareamiento durante la meiosis. La presencia de un factor letal
asociado con la aposporia fue propuesto en principio por Nogler (1984) en Ranunculus auri-
comus, una especie con apomixis apospoérica, para la cual propuso que la apomixis es mo-
nogénica y dominante, y que solo puede ser trasmitida en estado heterocigota a través de
gametas diploides o poliploides (Nogler 1984). Analisis genéticos llevados a cabo en P. no-
tatum con la ayuda de marcadores moleculares también han revelado que el locus respon-
sable de la aposporia se localiza en un bloque génico que presenta restriccion de la recom-
binacién y apareamiento preferencial de cromosomas (Martinez y col., 2003, Stein y col.,
2004).

Examenes citogenéticos durante la microsporogénesis del genotipo Q4188 (tetraploide
sexual) y la accesién Q4117 (apomictico natural), progenitores de una poblacion de mapeo
segregante para la aposporia, mostraron que el genotipo Q4117 presenta anomalias meioti-
cas durante la anafase | que no fueron observadas en Q4188 (Stein y col., 2004). Dado que
los cromosomas homoélogos de un bivalente con frecuencia se encuentran retrasados luego
de la metafase | y a la presencia de puentes de cromatina, estas anormalidades fueron atri-
buidas a reordenamientos genéticos de uno de los cromosomas del padre apomictico que
podrian corresponder a una inversion paracéntrica situada cerca del centromero (Stein y
col., 2004). Ademas, basandose en un enfoque de mapeo comparativo, Pupilli y col., (2004)
encontraron que la translocacion de segmentos cromosomales de los cromosomas 2y 12 de

arroz podria estar involucrada en la constitucion del segmento que lleva los factores de la
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apomixis en la especie. La presencia de una inversién o translocacién en el padre apomicti-
co (Q4117) podria explicar tanto, la distorsién en la segregacion de la aposporia, probable-
mente causada por una supervivencia diferencial de meiocitos que llevan el control de la
caracteristica, y la supresion de la recombinaciéon en torno al locus responsable del caracter
observada en la especie. Una de las hipotesis formuladas para explicar la supresion de la
recombinacion en el ACL de estas especies se refiere a su localizacion fisica cercana a re-
giones heterocromaticas como por ejemplo areas pericentroméricas o periteloméricas
(Ozias-Akins y col., 1998; Pupilli y col., 2001). Se ha determinado que las regiones proximas
al centrémero estan constituidas por heterocromatina densa que practicamente carece de
entrecruzamientos en trigo (Delaney y col., 1995), tomate (Sherman y Stack 1995) y cebada
(Kunzel y col., 2000). Por otro lado, estudios de mapeo comparativo con arroz y maiz sugie-
ren que el ACL podria tener una localizacion (sub)distal en P. simplex (Pupilli y col., 2001) y
Brachiaria (Pessino y col., 1997). Alternativamente, se ha sugerido que la restriccion de la
recombinacion puede estar dada por la heterocigosidad causada por una inversion u otro
tipo de reordenamientos cromosomicos (Goel y col., 2003; Ozias-Akins y col., 1998; Pupilli y
col., 2001, Stein y col., 2004). En presencia de este tipo de rearreglo cromosémico, al apa-
rearse ciertas regiones de cromosomas homélogos originan puentes de cromatina y micro-
ndcleos, que pueden generar una segregacion cromosémica desequilibrada y por ende con-

ducir a la esterilidad (Calderini y col., 2006).

Por otro lado, se han elaborado diferentes hipétesis sobre la funcionalidad de los genes
contenidos en el locus de la apomixis: si el locus responsable de la aposporia se localiza
sobre una region de heterocromatina, los determinantes genéticos de la aposporia proba-
blemente se encuentren inactivos (Bender 2004), alternativamente, si lo ocurrido es un reor-
denamiento génico en el cromosoma que contiene al locus responsable de la aposporia, , el
grupo de genes relacionados con este modo de reproduccién podria ubicarse en una regién
diferente del cromosoma resultando en una desregulacion de los genes responsables del
desarrollo sexual (Goel y col., 2003). Diferentes estrategias han tratado de identificar los ge-
nes responsables de la aposporia en diversas especies, no obstante, dado la carencia de re-
combinacion, su gran tamafio y la imposibilidad de generar un mapa genético denso en estas
especies, aln no se ha podido dilucidar cuales son los genes implicados en dicho proceso.
Por consiguiente, es importante determinar la localizacién fisica del locus responsable de la
aposporia e intentar establecer sus patrones de segregacion durante la meiosis. La técnica
adecuada para este fin es hibridacion in situ fluorescente (FISH) con secuencias especificas
del ACL.
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El primer intento de localizar el locus responsable de la aposporia lo realiz6 Goel y
col.,(2003) en dos especies apomicticas: Pennisetum squamulatum y Cenchrus ciliaris. Estos
autores encontraron que existe un tnico cromosoma que contiene al locus responsable de la
aposporia en los genotipos apomicticos, y que el mismo estaria ausente en el genotipo se-
xual. No obstante, P. squamulatum podria presentar secuencias homélogas en otro cromoso-
ma (Akiyama y col., 2004). Por otro lado, se determin6 que el locus de la aposporia se posi-
cionaba proximo a los telémeros en P. squamulatum y cercanos a los centromeros en C. cilia-
ris (Akiyama y col 2004), es decir cercano a zonas ricas en heterocromatina. Esta posicién
diferencial entre estas dos especies relacionadas dio lugar a un estudio mas detallado de la
estructura en la cual se localizaba, observdndose un cambio estructural (inversion) en el cro-
mosoma que contiene el locus de la aposporia, que podria haber ocurrido durante la diver-
gencia de C. ciliaris y P. squamulatum (Akiyama y col., 2005). Analisis similares en P. simplex
indicaron que el ACL de esta especie se localiza sobre dos cromatidas hermanas de uno de
los dos cromosomas que forman un bivalente (estado hemicigota), en una region pobre de

heterocromatina lejana al centrémero (Calderini y col., 2006).

Hipotesis

* El caracter apomixis esta asociado a un rearreglo cromosomal (inversion y/o transloca-
cion) que afecta el apareamiento de los cromosomas en la meiosis y la transmisién del ca-

racter a la descendencia.

» En Paspalum notatum el locus responsable de la aposporia (ACL) se encuentra locali-
zado en una region hemicigota no pericentromérica (brazos cromosomales) de gran tamafio,

rodeada por regiones de heterocromatina.

Objetivos especificos

* Analizar las configuraciones cromosomicas en la anafase | de la meiosis de individuos
aposparicos colectados en una amplia region geogréfica e individuos sexuales obtenidos
experimentalmente.
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« Cuantificar la viabilidad del polen de las accesiones apomicticas y sexuales y determi-
nar si este caracter se correlaciona con la proporcion observada de anormalidades en la
anafase | en ambos grupos.

 Analizar las estructuras meidticas de progenies F; sexuales y apospéricas derivadas
del cruzamiento entre los individuos Q4188 y Q4117 y determinar si existe asociacién con el
modo de reproduccion.

« Cuantificar la viabilidad del polen de las progenies apomicticas y sexuales y determinar
si este caracter se correlaciona con la proporcion observada de anormalidades en la anafa-
se | entre los grupos.

» Determinar la localizacion fisica del locus responsable de la aposporia en P. notatum
mediante experimentos de hibridacion FISH con un clon de BAC conteniendo secuencias es-

pecificas de la aposporia en una especie relacionada.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal utilizado en este trabajo incluyé 8 accesiones de P. notatum tetra-
ploide. Cinco de ellas son apomicticas naturales y tres, son genotipos sexuales, generados
experimentalmente (Tabla I.1). Las plantas apomicticas naturales fueron colectadas en dife-
rentes regiones geogréaficas comprendiendo cuatro paises distintos: Paraguay, Bolivia, Brasil
y México. Por otra parte, las accesiones sexuales fueron obtenidas de manera experimental
a través de diferentes métodos. El genotipo Q4188 fue generado a partir de la cruza entre
los genotipos Q3664 x Q3853. El parental Q3664 se originé a partir del cruzamiento entre
una planta tetraploide sexual (PT-2), inducido por tratamiento con colchicina de un genotipo
diploide sexual (Paspalum notatum var. saurae), y un individuo altamente sexual de bahia-
grass de estigmas blancos (SWSB) (Quarin y col., 2003). La planta Q4205 fue seleccionada
de una progenie resultante de la autofecundacion del genotipo Q3664. Por otra parte, el ge-
notipo C4-4X es un autotetraploide obtenido in vitro a partir de callos derivados de inflores-
cencias inmaduras de un genotipo diploide (sexual) natural tratados con colchicina (Quarin y
col., 2001). El modo de reproduccién de cada planta fue previamente determinado por estu-
dios de 6vulos seccionados tefidos con safranina y fast green, utilizando la técnica de clari-
ficado de ovarios y observacion de los sacos embrionarios por microscopia de contraste de

interferencia diferencial (Young y col 1979) (Tabla I.1).
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Se analizaron ademas, 16 plantas F; (8 plantas apomicticas y 8 plantas sexuales) deri-
vadas del cruzamiento entre Q4188 (madre, sexual) y Q4117 (dador de polen, apomictico).
Estas plantas forman parte de una poblacién de mapeo desarrollada por el Ing. Camilo L.
Quarin y colaboradores en el Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) - Facultad de Cien-
cias Agrarias, UNNE, Corrientes, Argentina y utilizada para la construccion de un mapa de
ligamiento genético de la especie a nivel tetraploide (Stein y col., 2007). Los individuos F;
fueron clasificados de acuerdo a su modo de reproducciéon en apomicticos (generan sacos
embrionarios de tipo apospoérico) o sexuales (producen exclusivamente sacos embrionarios
meidticos) usando los marcadores moleculares de RAPD UBC243-377 y UBC259-1157,
previamente detectados como completamente ligados al caracter aposporia en una pobla-
cion derivada de los mismos genotipos parentales por Martinez y col., (2003), y por andlisis
citoembrioldgicos en el momento de la antesis (Stein y col., 2004). Todas estas plantas ex-
perimentales corresponden a la coleccion de germoplasma del género Paspalum del Institu-
to de Botanica del Nordeste (IBONE), Corrientes, Argentina, y Facultad de Ciencias Agra-

rias, Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

Tabla I.1: Identificacion, origen y modo de reproduccion de las accesiones de Paspalum
notatum tetraploide.

Accesion Origen (area de coleccion) Modo de Reproduccion
Q3775 Tamaulipas, México Apomixis®
Q3776 Villa Tunari, regiéon de Chapare, Bolivia Apomixis®
Q4012 Tres Lagoas, Brasil Apomixis®
Q4117 State of Rio Grande do Sul, Brasil Apomixis®

N160 Pedro Juan Caballero, Amambay, Paraguay Apomixis®
Q4188 Experimental Sexual®
Q4205 Experimental Sexual®
C4-4x Experimental Sexual®

®Martinez y col., (2001), "Espinoza y col., (2006), “Quarin y col., (2003), y “Quarin y col.,
(2001).

Andlisis citogenético y viabilidad del polen

Para la realizacion de los analisis citogenéticos se recolectaron inflorescencias inmadu-

ras (espiguillas blanquecinas dentro del tallo principal) de todas las accesiones listadas en la
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Tabla I.1. Asimismo, se colectaron inflorescencias inmaduras de 8 progenies F; sexualesy 8
progenies F; apomicticas derivadas del cruzamiento entre Q4188 y Q4117. El material ex-
traido fue fijado por 24 horas en una solucién de etanol absoluto: acido acético (3:1), poste-
riormente fue transferido a una soluciéon de etanol 70% vy finalmente fue almacenado a -
20°C. Bajo la lupa se separaron las espiguillas del raquis y se disectaron las anteras. Las
células madre del polen fueron analizadas en preparados obtenidos por aplastamiento y
tinciéon con Carmin acético (Carmin 10 mg/ml, acido acético 45%) y hechos permanentes
con Terpentina de Venecia de acuerdo a lo descripto por Quarin y col. (1984). Se analizaron
al menos 30 meiocitos por individuo en anafase I. Asimismo, se determiné el nimero de

cromosomas presentes en las plantas Fi, en el estadio de metafase | y anafase I.

Para el estudio de viabilidad de polen se cosechd polen maduro de cada individuo se-
xual y apomictico, directamente sobre un portaobjeto conteniendo unas gotas del reactivo de
Alexander (Alexander 1980). El colorante tifie de manera diferencial los granos de polen via-
bles (parpura) y los no viables (translucidos y verdes). Se analizaron en promedio 900 gra-
nos de polen maduro por planta. Todas las observaciones se llevaron a cabo utilizando un

microscopio de transmisién de luz Nikon E200.

La comparacion del nimero de anafases | normales y anormales, asi como, la cantidad
de polen viable y no viable presente en los genotipos sexuales y apomicticos, se realizé a
través de una prueba de Chi-cuadrado. La correlaciéon entre las proporciones de anafases
anormales y el polen no viable fue evaluada usando el coeficiente r. Para este andlisis, las
proporciones fueron transformadas a arcoseno antes del andlisis. Los valores de probabili-
dad (p-value) menores a 0,05 fueron considerados significativos. Para todos estos andlisis

se utilizo el programa Infostat (hppt://www.infostat.com.ar).

Hibridacion in situ (FISH)
Preparados de células en meiosis

Se recolectaron inflorescencias inmaduras (espiguillas blanquecinas dentro del tallo
principal) de los genotipos Q4188 (sexual ) y Q4117 (apomictico). Se fijaron por 24 horas en
una solucién de etanol absoluto: 4cido acético (3:1) y luego se transfirieron a una solucién
de etanol 70%, para finalmente conservarlas a -20°C. Bajo la lupa se separaron las espigui-

llas del raquis y se disectaron las anteras.
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Preparados de células en mitosis

Se recolectaron meristemas de raiz de los genotipos Q4117 y Q4188. Se los trato con a-
bromonaftaleno durante 2 horas y luego se transfirieron a una solucién de etanol absoluto:

acido acético (3:1) y se conservaron a -20°C.

En ambos casos, las paredes celulares fueron digeridas con una mezcla de enzimas
que contiene citohelicasa 0,3% pl/v, celulasa RS 0,3% p/v, pectinasa Y23 0,3% p/v en buffer
citrato durante 40 minutos a 37 °C. Después de dos lavados en agua el material vegetal fue
transferido a un portaobjeto limpio. El material fue disgregado con una aguja fina, cubierta
con acido acético (45%). Las células fueron aplastadas (squash) y posteriormente se les
retiré el cubreobjetos con CO, y fueron secadas en estufa a 37°C durante 24 horas. El clon
de BAC 346H10 (1 ug) se marco con DIG-11-dUTP utilizando un kit de marcacién de RO-
CHE (DIG-Nick Translation Mix, Catdlogo #11745816910, Roche, Alemania) utilizando el

protocolo del fabricante.

El pre-tratamiento de los preparados, la desnaturalizacion de los cromosomas y de la
sonda, las condiciones para la hibridacion in situ (hibridacion de sondas de ADN contenidas
en una concentracion de 2,5-3,5 ng/ul), los lavados de post-hibridacion, bloqueo y deteccién
indirecta por anticuerpos conjugados a fluorocromos se realizaron de acuerdo a Moscone y
col., (1996). El primer conjunto de anticuerpos fue ratén anti-biotina (Dakopatts, Dako, Cali-
fornia, EE.UU.) y conejo anti-ratén, conjugado con isotiocianato de tetrametil-rodamina
(TRITC) (Dakopatts) en PBS (0,13 mol/l de NaCl, 0,007 mol/L Na,HPO,, 0,003 mol/l de
NaH,PO,), 3% (m/v) de albumina sérica bovina (BSA). Los preparados fueron tefidos y
montados en un medio con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, California,
EE.UU.) que contiene 2 ug/ml de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI). La contratincion con DAPI
con posterioridad al FISH dio lugar a un patrén de bandeo C, con bandas de heterocromati-
na principales fluorescentes con mayor intensidad, ayudando asi a la identificacién de cro-

mosomas (Moscone y col., 1996, 1999).

Los cromosomas fueron observados y fotografiados con un microscopio Leica DMLB de
fluorescencia (Leica, Heerbrugg, Suiza) equipado con un ordenador con sistema de camara
digital. Las imagenes rojas y azules fueron capturadas en blanco y negro con filtros adecua-
dos para TRITC y la excitacién DAPI, respectivamente. Las imagenes digitales fueron pseu-
do-coloreadas y combinadas usando IM 1000 software de Leica, luego importados a Adobe

Photoshop CS (Adobe, San José, California, EE.UU.) para su procesamiento final.
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Resultados

Andlisis de las configuraciones meidticas en anafase | y la viabilidad del polen en

plantas tetraploides sexuales y apomicticas de Paspalum notatum

Se realizaron observaciones de las configuraciones cromosomicas en la anafase | de la
meiosis durante la microsporogénesis de las accesiones apomicticas y los genotipos sexua-
les de la especie. En total se analizaron 335 meiocitos de las accesiones apomicticas y 124
de los genotipos sexuales (Tabla I.2). La presencia de irregularidades meidticas tales como
cromosomas retrasados, puentes de cromatina y micronucleos fueron contabilizadas en ca-

da individuo de acuerdo a lo informado por Stein y col., (2004).

Tabla 1.2: Analisis de las anafase |, la viabilidad del polen y modo de reproduccion de las
accesiones tetraploides de Paspalum notatum.

: Meiocitos Meiocitos con Anafases Anormales .
., Ntmero con Anafa- Micro- Polen o
Accesion To:[al de ses Norma- Total (%) Crom. Re- Puenteg de "o |viable conOSEA
Células les (%) zagados Cromatina cleos (%)
Q3775 93 62 (66.7) 31 (33.3) 16 2 13 73.6 87.0°
Q3776° 32 14 (43.8) 18 (56.2) 11 1 6 nd 85.0°
Q4012° 126 67 (53.2) 59 (46.8) 12 18 29 61.2  100.0¢
Q4117* 40 24 (60.0) 16 (40.0) 9 - 7 64.4 92.0°
N160? 44 24 (54.5) 20 (45.5) 6 6 8 59.6 50.0°
Q4188 40 28 (70.0) 12 (30.0) 7 - 5 77.6 0.0°
Q4205° 40 30 (75.0) 10 (25.0) 8 1 612 00°
C4-4x° 44 29 (66.0) 15 (34.0) 14 1 - 79.1 0.0’

2 aposporicos; ° sexuales; @ % ¢ ¥ "de acuerdo a: Martinez y col., 2001; Espinoza y col.,

2006; Quarin y col., 2003 y Quarin y col., 2001, respectivamente. *parentales de la pobla-
cion F; segregante para la aposporia generada por Stein y col., (2004). SEA: saco em-
brionario apospdricos.

En ambos grupos de plantas, se observaron meiocitos con anafases regulares, con una
segregacion normal de cromosomas homologos hacia los polos (Figura l.1a). En promedio
las accesiones apomicticas y sexuales presentaron un 55,6 % y 70,3 % de células en anafa-
se | con configuraciones normales, respectivamente. Sin embargo, en todos los individuos

se observo algun tipo de irregularidad meidtica. Entre éstas observamos: cromosomas reza-
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gados, separacion temprana de cromatidas en univalentes, cromosomas rezagados, cromo-
somas enfrentados “cara a cara” en la placa ecuatorial y puentes de cromatina entre bivalen-
tes (Figura 1.1b-f). Los promedios de meiocitos con anormalidades en anafase | en indivi-

duos apomicticos y sexuales fueron 44,4% y 29,7% respectivamente (Tabla 1.2).

En la telofase |, ambos grupos de plantas mostraron cromosomas agrupados en los po-
los, con la presencia de micronlcleos. En su mayoria, los microndcleos fueron pequefios
sugiriendo que estos constituyen fragmentos cromosomicos (Figura 1.1 g, h). Particularmen-
te, la accesion apomictica Q3775 y la Q4012 mostraron una alta frecuencia de células con
cromosomas rezagados y micronucleos. La accesién Q4012, también presentd el mayor
namero de células con puentes de cromatina (Tabla 1.2). Es de destacar que si bien en las
plantas sexuales, se observaron asimismo cromosomas rezagados, solo se observaron dos
puentes de cromatina en todo el grupo analizado. Cabe sefialar que en los genotipos sexua-
les, los cromosomas rezagados estaban localizados dispersos por el citoplasma, mientras
que en las accesiones apomicticas, la mayoria de ellos se presentaron enfrentados “cara a
cara” en la parte central de la célula, indicando una separacion tardia de un bivalente (Figura
1.1 i). Por otro lado, la proporcion de meiocitos anormales detectados en los genotipos pa-
rentales (Q4117 y Q4188) fueron similares a los descriptos por Stein y col. (2004), indicando

que el comportamiento meidtico seria caracteristico de cada genotipo.

La comparacién del nimero de meiocitos con anafases | normales y anormales entre los
genotipos sexuales y apomicticos fue significativamente diferente (y*= 6.55; p = 0.01). Estos
resultados indican que los individuos apomicticos presentan un rearreglo genético que esta-
ria afectando la meiosis, y que estaria ausente en los genotipos sexuales obtenidos experi-

mentalmente analizados en este trabajo.

Debido a que los rearreglos cromosdmicos pueden comprometer la viabilidad del polen
(Quillet y col., 1995; Madlung y col., 2005), se realizé una evaluacién cuantitativa de la pro-
duccion de polen viable en ambos grupos de plantas. Un total de 7.677 y 6.201 granos de
polen fueron analizados en plantas apomicticas y sexuales, respectivamente. En promedio,
las accesiones apomicticas mostraron un 64,7% de polen viable, mientras que los genotipos

sexuales presentaron un 72,6% de polen viable (Tabla 1.2).

La comparacion del niamero total de granos de polen viable y no viable entre ambos
grupos revel6 diferencias altamente significativas (x* =115; p < 0.001). La incidencia de las
anormalidades meidticas sobre la viabilidad del grano de polen fue evaluada por el coefi-

ciente de correlacion (r) entre la frecuencia de meiocitos con anafases | normales y la fre-
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cuencia de polen no viable. Los resultados obtenidos indican que existe una correlacion po-
sitiva entre ambas variables en las accesiones apomicticas (r= 0.71; r* = 0.50) y una relacién
negativa en los genotipos sexuales (r= -0.93; r? = 0.86).

Figura I.1: Comportamiento meidtico en razas tetraploides de Paspalum notatum apospé-
rico y sexual. a) Anafase | en el genotipo sexual Q4188 mostrando una segregacion cro-
mosémica normal (20:20), b) anafase | con un puente de cromatina entre bivalentes (fle-
cha) en la accesién apomictica Q4117, c) y d) telofase | temprana con cromosomas reza-
gados y puentes de cromatina (flecha) en la accesién apomictica Q4012, e) y f) anafase |
y principios telofase | con cromosomas rezagados (flecha) en el genotipo Q3776, g) y h)
meiocitos en telofase | temprana con presencia de microndcleos (flecha) en el individuo
Q3775; i) Anafase | con dos cromosomas rezagados que se encuentran enfrentados “ca-
ra a cara” en la parte central de la células en la accesion apomictica Q3775.
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Andlisis de hibridos F; derivados del cruzamiento entre Q4188 x Q4117

Con el objetivo de observar las caracteristicas de la anafase | de los meiocitos de hibri-
dos apomicticos y sexuales, se tomaron 16 plantas F; (8 apomicticas y 8 sexuales) deriva-
das de la cruza entre el genotipo sexual Q4188 y el genotipo apomictico Q4117. El nUmero
de cromosomas de cada individuo fue determinado en metafase | y anafase I. El conteo
cromosémico confirmd la presencia de 40 cromosomas en cada individuo (Figura 1.2 a-f). El
analisis del comportamiento cromosdmico en la metafase | mostré asociaciones tipicas de

autopoliploides, tales como univalentes, bivalentes, trivalentes y cuadrivalentes (Figura I.2 a,
by c).

Figura 1.2: Analisis
citogenético de hibri-
dos F; de P. notatum.

a) Metafase | mostrando
40 cromosomas dis-
puestos en configura-
ciones de bivalentes y
multivalentes alineados
en la region ecuatorial,
b) y c) Metafase | con
los 40 cromosomas
asociados como univa-
lentes, bivalentes, triva-
lentes y cuadrivalentes,
d) anafase | temprana
que muestra 40 cromo-
somas en la region
ecuatorial, 20 cromoso-
mas se desplazan a
cada polo celular; e y f)
células en anafases |
aplastadas desde los
polos, de las plantas F;
# 19 (aposporica) y # 1
(sexual), que muestran
40 cromosomas, res-
pectivamente.
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El analisis de las configuraciones cromosémicas en la anafase | fue realizado sobre un
total de 322 y 275 meiocitos apomicticos y sexuales respectivamente (Tabla 1.3). Los hibri-
dos apomicticos mostraron un 72% de células en anafases | anormales, mientras que las
plantas sexuales presentaron un 41,5% (Tabla 1.3). Llamativamente, el conjunto de las pro-
genies apomicticas mostré una proporcion de anormalidades mayor a la observada en el
progenitor apomictico (Q4117) y el resto de las accesiones apomicticas naturales observa-
das. La comparacién del numero total de células en anafase | normales y anormales de los
hibridos F; sexuales y apomicticos, revel6 diferencias altamente significativas entre ambos
grupos (x? = 73.0; p <0.001). Estos resultados sugieren que los hibridos apomicticos han
probablemente heredado el rearreglo cromosomal observado en el parental apomictico y por
lo tanto ellos presentan un aumento en el nimero de anormalidades meidticas con respecto

a los hibridos sexuales.

Tabla 1.3: Andlisis de las anafases I, viabilidad del polen y modo de reproduccion de los
hibridos de Paspalum notatum tetraploide.

) Meiocitos Meiocitos con Anafases Anormales ;
Namero con Anafa- i Polen STk
Accesion Total de N o Crom. Re- Puentes de MIC’I‘O— Viab| n SEA
Células €5 Norma- Total (%) zagados Cromatina - P )
les (%) cleos

#9° 33 8(24.2) 25 (75.8) 9 4 12 78.0  90.0
#19° 94 18 (19.1) 76 (80.9) 48 1 27 781  80.0
#232 32 8 (25.0) 24 (75.0) 11 0 13  66.1  85.0
#272 58 24 (41.4) 34 (58.6) 7 4 23 781 80.0
#40° 13 6 (46.2) 7 (53.8) 1 1 5 - 70.0
#1742 39 10 (25.6) 29 (74.3) 22 2 5 73.7 65.0
#86° 19 6 (31.6) 13(60.4) 5 3 5 84.7 80.0
#1122 34 4(11.8) 30(88.2) 15 8 7 75.8 95.0
#1° 53 25 (47.1) 28 (52.8) 26 2 0 750 0.0
#5° 6 6 (100) 0 (0.0) 0 0 0 707 0.0
#AT® 51 30 (58.8) 21 (41.2) 16 2 3 755 0.0
#55P 6 1(16.7) 5(83.3) 4 0 1 821 0.0
#77° 11 5(45.5) 6 (54.5) 0 0 776 0.0
#83° 33 14 (42.4) 19 (57.6) 11 2 6 83.6 0.0
#88° 109 81(74.3) 28 (25.7) 16 3 9 693 0.0
#108" 6 5(83.3) 1(16.7) 1 0 0 792 0.0

2 apomictico ? sexual

Estudios citogenéticos 36



El andlisis de la viabilidad del polen en las plantas F; fue llevado a cabo observando un
total de 10.516 y 13.556 granos de polen de hibridos apomicticos y sexuales, respectiva-
mente. Los individuos presentaron, en promedio un porcentaje de 76,3% para los genotipos
apomicticos y 76,6% para los individuos sexuales. La comparacién del nimero total de gra-
nos de polen viables y no viables entre los hibridos apomicticos y sexuales no mostré dife-
rencias significativas entre los grupos (x* = 1.8; p < 0.179). Un andlisis de correlacion entre
las proporciones de células en anafase | anormales y los granos de polen no viables indic
gue no existe correlacién entre ambas variables, tanto en los genotipos apomicticos (r =

0.23, r* = 0.05) como en los sexuales (r= -0.68; r* = 0.46).

Andlisis de Hibridacién in situ (FISH)

Las observaciones de los cromosomas tefiidos con DAPI mostraron figuras tipicas de
preparados en metafase y marcaron numerosas regiones heterocromaticas densamente
tefiidas en azul en sectores pericentroméricos. Los resultados de la hibridacién FISH con el
clon de BAC 346H10 que contiene secuencias 100% ligadas al locus responsable de la
aposporia en Paspalum simplex, sobre cromosomas en meiosis del genotipo Q4117 se
muestran en la figura 1.3. Como se puede apreciar no hay presencia de hibridaciones ines-
pecificas (Figura 1.3 a-f). Sobre los cromosomas en metafase | de los meiocitos analizados,
se observa que la regién de mayor hibridacién se produce sobre dos cromatidas hermanas
presentes en un bivalente, en regiones adyacentes a zonas de heterocromatina (Figura 1.3
a, b, c y d). Asimismo, fue posible distinguir otras sefales de hibridacién de menor intensi-
dad a lo largo de los demas cromosomas, lo cual puede interpretarse como la hibridacion de
las secuencias repetitivas presentes en el clon de BAC (Figura 1.3 b, c y d). En el estadio de
anafase |, se destaca la segregacion de uno de estos cromosomas hibridados hacia uno de

los polos (Figura 1.3 e y f).

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos de hibridacion FISH sobre
meiocitos del genotipo Q4117 pueden extraerse tres conclusiones fundamentales: (1) el ACL
se encuentra en dos cromatidas hermanas de un bivalente, (2) localizado en la region distal
de un cromosoma, proximo a regiones heterocrométicas, (3) el cual segrega a un Unico polo

en la anafase I.

La hibridacién sobre el genotipo sexual, en las mismas condiciones experimentales, no

mostré hibridaciones significativas por lo cual no fue posible determinar la existencia de se-
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cuencias homologas en esta raza. Esto confirmaria el caracter hemicigota de la region anali-

zada.

Figura I.3. Andlisis de hibridacién in situ fluorescente de preparados en meiosis del geno-
tipo apomictico Q4117. Los cromosomas se tifieron con DAPI (azul). Los bloques fluores-
centes brillantes corresponden a las regiones de heterocromatina. La sefial dada por el
clon de BAC 346H10 se muestra de color rojo. Obsérvese la ausencia de sefiales de fon-
do. a) Metafase |, se manifiesta una hibridacion en dos cromatidas hermanas de un biva-
lente (flecha); b, c y d) Metafase |, se observa una fuerte hibridacién sobre un bivalente y
otras regiones mas débiles también hibridadas, posiblemente debido a que la sonda con-
tiene secuencias repetitivas; e y f) Anafase |, se observa hibridacién solo en uno de los
polos y sobre un Unico cromosoma.

Discusiodn

En este capitulo se evaluaron las anormalidades mei6ticas presentes en la anafase | y

la viabilidad del polen en cinco accesiones apospdricas y tres genotipos completamente se-
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xuales de P. notatum. Ademas, se analizaron 16 hibridos F, clasificados por su modo de
reproduccion para determinar si estas anormalidades meioticas se transmiten asociadas al
modo de reproduccién. Por otro lado, se realizaron experimentos de hibridacién in situ

(FISH) con la finalidad de localizar el ACL en el genoma de P. notatum.

Los resultados obtenidos indicaron que las accesiones apospdéricas naturales presentan
un mayor namero de células con anormalidades meibticas en anafase | y menor viabilidad
del polen que los genotipos sexuales. Particularmente, es interesante observar que en las
accesiones apospéricas, estas variables estan correlacionadas positivamente, indicando que
las anormalidades detectadas podrian ser las responsables de la menor viabilidad del polen
que presentan estas plantas. Un comportamiento meiotico similar y una baja viabilidad del
polen fue descripto en genotipos apomicticos tetraploides de Brachiaria brizantha Stapf y

Brachiaria decumbens Stapf (Mendes-Bonato y col., 2002a; Mendes-Bonato y col., 2002b).

La mayoria de los meiocitos anormales presentaron cromosomas rezagados y puentes
de cromatina confirmando las observaciones informadas por Stein y col., (2004). La presen-
cia de puentes de cromatina junto a fragmentos (micronucleos) es una evidencia indirecta de
la existencia de inversiones (Brown 1972), por lo tanto el gran nimero de anormalidades
meidticas encontrado en las accesiones apospdricas podria ser debido a una estructura
cromosémica aberrante que esta ausente en los genotipos sexuales analizados. Debido a
que las accesiones tetraploides estudiadas en este trabajo se encuentran extensamente
esparcidas geograficamente, esta estructura pareceria estar conservada en individuos origi-
nados sobre toda el &rea de distribucion de la especie. La ausencia de este rearreglo cro-
mosomal en los genotipos tetraploides sexuales puede ser explicada por el origen de estas
plantas. El genotipo Q4188 fue generado a partir de la cruza entre los genotipos Q3664 x
Q3853. El parental Q3664 se origin6 a partir de la cruza entre una planta tetraploide sexual
(PT-2), inducido a través de un tratamiento por colchicina de un genotipo diploide sexual
(Paspalum notatum var. saurae), y un individuo altamente sexual de estigmas blancos
(WSB) (Quarin y col., 2003). La planta Q4205 fue seleccionada de una progenie resultante
de la autofecundacién del genotipo Q3664. Por otra parte, el genotipo C4-4X es un autote-
traploide obtenido in vitro a partir de un callo tratado con colchicina generado a partir de in-
florescencias jévenes de un genotipo diploide sexual natural (Quarin y col., 2001). Por lo
tanto, es muy probable que estos genotipos no hayan recibido el cromosoma que contiene
el rearreglo (inversion o traslocacion) que esta presente en las accesiones tetraploides
apomicticas naturales y, por lo tanto, presenten solo algunas anomalias cromosémicas pro-

pias de su condicion poliploide. Esto explicaria también el modo de reproduccién completa-
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mente sexual de estos genotipos, si se asume que los determinantes de la apomixis estan

presentes en el cromosoma aberrante.

El analisis de la progenie F; corroboré las diferencias encontradas entre los genotipos
apomicticos y sexuales, ya que los hibridos apospdricos presentaron una mayor cantidad de
meiocitos con anormalidades mei6ticas que lo observado en los hibridos sexuales. Inclusive,
los hibridos aposporicos exhibian un mayor nimero de anormalidades que sus progenitores
apospdéricos. Este hecho puede ser debido a la fusién de los genomas femenino y masculino
durante la formacién del hibrido, lo cual podria disminuir la posibilidad de un apareamiento
regular de cromosomas. Resultados similares se han obtenido en hibridos interespecificos
generados entre un genotipo sexual de Brachiaria ruziziencis Germain y Evrad y un genotipo

tetraploide apomictico de B. brizantha (Felismino y col., 2010).

El andlisis del polen, en accesiones naturales y genotipos sexuales, confirmé la idea de
que las aberraciones meiéticas en genotipos apospéricos podrian afectar la viabilidad del
polen. Sin embargo, esta idea no fue comprobada en los hibridos apomicticos, los cuales, a
pesar de tener una cifra mayor de anormalidades meidticas que su contraparte sexual, po-
seian una viabilidad de polen similar. Incluso, no se observd una correlacion significativa
entre las anormalidades meiéticas y la viabilidad del polen en los hibridos. Mendes-Bonato y
col. (2009) obtuvieron resultados similares al observar una falta de correlacién al analizar las
anormalidades meidticas y la viabilidad del polen en B. brizantha. Estos resultados podrian
indicar que, ademas del comportamiento meiotico, son otros los factores involucrados en la

produccién de polen viable en estos hibridos.

De acuerdo con trabajos previos sobre las caracteristicas y la herencia de la aposporia
en P. notatum (Martinez y col., 2001, Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004), nuestros da-
tos aportan evidencias sobre la existencia de un rearreglo cromosomal que podria estar
asociado al/los determinantes de la aposporia en la especie. Este rearreglo podria afectar el
apareamiento cromosémico durante la meiosis y, asi, ser responsable de las configuracio-
nes anormales en la anafase | y telofase |, y de la baja viabilidad del polen, detectada en los
individuos aposporicos analizados. Una estructura cromosOmica de este tipo podria también
explicar la segregacion distorsionada y la ausencia de recombinacion alrededor del locus
responsable de la aposporia reportada en la especie (Martinez y col., 2001, Stein y col.,
2004). Por otro lado, estudios de citogenética y de mapeo comparativo sugieren que el locus
responsable de la apomixis esta localizado en un cromosoma hibrido formado por segmen-
tos de los cromosomas 2 y 12 de arroz (Pupilli y col., 2004, Stein y col 2004; Stein y col

2007). Esta estructura, podrian causar anormalidades meidticas y consecuentemente, ga-
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metas no viables. Trabajos recientes, muestran que varios marcadores moleculares estan
completamente ligados a la aposporia en diversas especies originarias de diferentes regio-
nes geograficas, indicando que esta region gendmica esta altamente conservada en biotipos

naturales (Rebozzio y col., 2012).

En consecuencia, la transmision de la aposporia a través del polen en P. notatum sélo
se podria producir a través de meiocitos que recibieron el cromosoma portador del caracter,
luego de haber recombinado en sectores por fuera del sector que controla la aposporia
(ACL) y por lo tanto, luego de recibir este segmento especifico del cromosoma intacto. Las
gametas resultantes de la recombinacién dentro del bloque serian no viables, ya que los
eventos de recombinacion que involucran este tipo de rearreglo (inversién o incluso algun
tipo particular de traslocacién) generarian gametas no viables (Brown 1972). No existe evi-
dencia que apoye esta hipotesis aun, pero experimentos de hibridacion in situ (FISH) lleva-
dos a cabo con los clones BAC que contienen las secuencias asociadas con la aposporia en
P. simplex mostraron que el locus que controla la aposporia se encuentra adyacente a un

quiasma en las croméatidas no apareadas de un bivalente (Calderini y col., 2006).

Experimentos tendientes a proporcionar informacién sobre la localizacién cromosoémica
del ACL en P. notatum y determinar si el segmento cromosémico que lleva la aposporia esta
realmente involucrado en los reordenamientos genéticos que afectan a la meiosis de los
individuos apospéricos fueron llevados a cabo en el presente Capitulo posibilitando la locali-
zacion de la region responsable de la aposporia en un genotipo tetraploide apomictico de P.
notatum (Q4117) sobre los cromosomas en meiosis. Experimentos similares sobre el geno-
tipo sexual no arrojaron sefiales significativas. Se ha demostrado que el locus apo se en-
cuentra en hemicigosis en especies de Pennisetum y Cenchrus, (Goel y col., 2003, Akiyama
y col., 2004, Akiyama y col., 2005, Akiyama y col., 2011) y en P. simplex (Calderini y col.,
2006). Akiyama y col., en 2011 distinguen una fuerte hibridacion a través de un clon de BAC
asociado a la aposporia en tan solo un cromosoma de la mayoria de las especies de Pen-
nisetum. Asimismo, asegura que Unicamente detecta esta hibridacion en genotipos apomic-
ticos, siendo completamente ausente en los genotipos sexuales. Los resultados obtenidos
en este trabajo de tesis, soportan la teoria de la hemicigosis de este locus, postulada para la
mayoria de las especies apospoéricas, ya que los analisis de FISH utilizando una sonda de P.
simplex revelan que el locus responsable de la aposporia en P. notatum se localiza en un

Unico cromosoma.

Asimismo, si bien, no podemos distinguir en forma inequivoca la posicién exacta del

mismo en el cromosoma debido a la ausencia de marcadores de posiciones centroméricas y
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teloméricas, si fue posible distinguir que la localizacion del locus responsable de la apospo-
ria se encuentra cercana a regiones de heterocromatina, las cuales se caracterizan por ser

zonas de baja recombinacion génica.

Estos resultados concuerdan con lo informado en otras especies hasta el momento. Los
mismos aportan evidencias para explicar la presencia de un Gnico cromosoma conteniendo
la regién responsable de la aposporia (hemicigosis) y la ausencia de recombinacion en la
zona debido a regiones de heterocromatina cercanas al mismo. Por otro lado, explicaria que
la transferencia del cromosoma conteniendo el ACL seria suficiente para la transferencia del
caracter a especies sexuales (Akiyama y col., 2004, Akiyama y col., 2005, Akiyama vy col.,
2011).

Una hecho particular que no ha sido indicado hasta el momento en otras especies, es la
observacion de la migracién del cromosoma que lleva el locus responsable de la aposporia
integro, solamente, hacia uno de los polos durante la anafase | de la microesporogénesis.
Este hecho explicaria, en parte, la constitucion genética de la apomixis postulada como un
locus simplexo (Aaaa) y la segregacion distorsionada de la aposporia, ya que se postula que
una de las causas podria ser que solo aquellos granos de polen que contienen el cromoso-
ma gue lleva el locus responsable de la aposporia intacto (es decir, sin recombinacién) pue-
den trasmitir el caracter. Sin embargo, estudios mas exhaustivos durante todo el desarrollo

de la microesporogénesis deben realizarse para poder dilucidar esta incognita.

Parte de los resultados presentados en este Capitulo fueron publicados en el articulo:
Evaluation of meiotic abnormalities and pollen viability in aposporous and sexual tetraploid
Paspalum notatum (Poaceae). Podio M, Siena L, Hojsgaard D, Stein J, Quarin CL, Ortiz
JPA. Plant Syst Evol (2012) 298:1625-1633 (DOI 10.1007/s00606-012-0664-y).
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CAPITULO II;

AISLAMIENTO Y ESTUDIOS DE EXPRESION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A
GENES ASOCIADOS A LA APOSPORIA DE PASPALUM NOTATUM

Resumen

El objetivo de este trabajo fue aislar y estudiar la expresion relativa de los genes SERK y
EXS de P. notatum para determinar su relacion con la apomixis en la especie. En el caso de
los genes SERK, se disefiaron cebadores a partir de regiones conservadas de los genes
SERK de Poa pratensis (PpSERK), arroz (OSSERK) y maiz (ZmSERK). Inicialmente, se
amplificd un fragmento de 200 pb a partir de los genotipos tetraploides Q4188 (sexual) y
Q4117 (apomictico) de P. notatum. Posteriormente, mediante la utilizacion de una estrategia
de caminata cromosomal se extendio la secuencia inicial hacia ambos extremos obtenién-
dose un fragmento de 711 pb. El mismo resulté similar a los exones 9y 10 del gen PpSERK.
Experimentos de Southern-blot con este fragmento indicaron la presencia de por lo menos
tres copias de PNSERK en ambos genotipos analizados. Sucesivas caminatas cromosoma-
les permitieron el aislamiento de dos secuencias gendmicas: PnSERK1 (1750 pb) y
PnSERK2 (2050pb) que cubren aproximadamente el 80% de las secuencias conocidas de
arroz y maiz. Estas secuencias mostraron una alta similitud de secuencia con PpSERK1 y
ZMSERK2, respectivamente y corresponderian a diferentes miembros de la familia de genes
SERK. Los estudios de filogenia indicaron que PNnSERK2 agrupa con genes SERK previa-
mente relacionados con la embriogénesis somatica: AtSERK1/2, ZmSERK, DcSERK, entre
otros, mientras que PnSERK1 agrupa con SbSERK1, OsBAIK y PpSERK1/2. Anélisis de
expresion por PCR en tiempo real (QRT-PCR) a partir de ARNm extraido de inflorescencias
de Q4117 y Q4188 a diferentes estadios del desarrollo mostraron que el PnNSERK2 presenta
niveles de expresion superiores a PNSERK1 en ambos genotipos. En Q4188, PnSERK2
present6 dos picos de expresion en los estadios de meiosis y antesis. En Q4117, los niveles
de expresion de PnSERK?2 se mantuvieron constantes en premeiosis, meiosis y postmeiosis,
y disminuyeron en antesis. Se detectaron diferencias significativas en los niveles de expre-
sion relativa de PnSERK2 entre Q4117 y Q4188 en los estadios de premeiosis, postmeiosis
y antesis. Para el PNSERK1 solo se observaron diferencias significativas en el estadio de
antesis. Mediante la realizacién de experimentos de hibridacién in situ de tejidos se determi-

né que el gen PnSERK2 se expresa en las células madre de la megaspora en el genotipo
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sexual y, en células de la nucela en el genotipo apomictico. No pudo detectarse expresion
de PnSERK1 con esta técnica en ninguno de los estadios analizados. A partir de las se-
cuencias de PnSERK1 y PnSERK2 se realizaron experimentos de SCAR y CAPS (con 12
enzimas de restriccidon) sobre el ADN gendmico de Q4188 y Q4117 a fin de detectar polimor-
fismos que posibiliten su localizacion en el mapa genético de la especie. En ninguno de los
experimentos realizados pudo detectarse variantes alélicas entre los genotipos. Los resulta-
dos obtenidos en este trabajo indican que las razas tetraploides de P. notatum contienen al
menos 2 genes de la familia SERK, uno de los cuales (PNSERK2) presenta una expresion
significativamente diferente entre el genotipo sexual Q4188 y el genotipo apomictico Q4117,
en los estadios de premeiosis, postmeiosis y antesis y una localizacién de su expresién con-
trastante entre los genotipos con diferentes modo de reproduccion. Siguiendo una estrategia
similar a la descripta anteriormente para los genes SERK, se aisl6 un fragmento de 2298 pb
con alta homologia al gen EXS de arroz y maiz ,del genotipo sexual Q4188 y del genotipo
apomictico Q4117. Analisis de homologia determinaron que ambos fragmentos resultaron
practicamente idénticos (ID 99%), por lo cual se trabajoé con una secuencia consenso. Estu-
dios de filogenia molecular mostraron que PnEXS presenta alta similitud con varios genes
EXS y que agrupa junto a aquellos pertenecientes al género de las gramineas. El mismo
contendria los exones 4 al 10, interrumpidos por los correspondientes intrones. El andlisis
por Southern blot utilizando esta secuencia como sonda reveld la presencia de entre 2y 4
copias del mismo en el genoma de P. notatum. Los estudios de expresion por qRT-PCR, no
mostraron diferencias significativas entre los genotipos sexuales y apomicticos en los distin-
tos estadios del desarrollo reproductivo. Sin embargo, estudios de hibridacion in situ de teji-
do mostraron una posicién espacial diferencial entre los genotipos con distinto modo de re-
produccion: la expresion de EXS fue observada en todo tejido ovarico del genotipo sexual
mientras que solo fue detectada en unas pocas células que rodean los sacos embrionarios
del genotipo apomictico. Estos resultados indicarian una regulacion diferente en estos geno-
tipos. El andlisis de mapeo in silico, indic6 que la secuencia aislada es ort6loga a genes EXS
de arroz y maiz, presentes en una posicion distal del brazo largo del cromosoma 12 de arroz
y en una region pericentromérica en los cromosomas 1 y 3 de maiz, lo cual es coincidente
con regiones que ya han sido reportadas como asociadas a la aposporia en otras especies.
Estudios de mapeo genético en P. notatum, lograron localizar una de las copias del gen
PnEXS en el grupo de ligamiento LgM6a del genotipo apomictico Q4117 y otra sobre el gru-
po de ligamiento LgM17a, a aproximadamente 23 cM del locus responsable de la aposporia,

lo cual indicaria que serian copias no relacionadas a la aposporia.
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Introduccion

La percepcién y la transduccion de estimulos externos son esenciales para el crecimien-
to y desarrollo de organismos multicelulares. Uno de los grupos mas importantes de recepto-
res de superficie celular son aquellos del tipo quinasas (RLKS). Sus caracteristicas estructu-
rales propias los hacen particularmente adecuados para la sefializacién de célula a célula.
Un RLK tipico contiene un dominio extracelular capaz de percibir una sefal especifica, un
dominio transmembrana para anclar la proteina dentro de la membrana, y un dominio cito-
plasmético quinasa para transferir la sefial a través de la autofosforilacion, seguida por la
fosforilacion adicional de substratos especificos (Gou y col., 2010). Originalmente, en plan-
tas, se llamo a los RLKs (receptor like kineses): “receptores similares a proteinas quinasa”,
ya que los ligandos de estos receptores eran en gran parte desconocidos (Walker y Zhang,
1990). Desde entonces, un pequefio nimero de RLKs han sido caracterizados funcional-
mente en plantas y unos pocos ligandos especificos han sido identificados. Se ha demostra-
do que estos tipos de receptores juegan un papel esencial en el crecimiento, el desarrollo, la

resistencia a patdégenos y la muerte celular en plantas (Gou y col., 2010).

Los RLKs de plantas fueron clasificados inicialmente como serina/treonina quinasas
(Horn y Walker, 1994), pero estudios mas recientes indicaron que algunos RLKs pueden
tener conjuntamente actividad serina/treonina y tirosina quinasa (Oh y col., 2009). El geno-
ma de arabidopsis codifica al menos 610 RLKs y receptores del tipo quinasas citoplasmati-
cos (RLCKSs), que carecen de dominios extracelulares. Los RLKs y RLCKs pertenecen a una
gran superfamilia monofilética, que representa casi el 2,5% de las proteinas codificadas en
el genoma de arabidopsis (La Iniciativa Genoma de Arabidopsis, 2000; Shiu y Bleecker,
2001). Sobre la base de su secuencia y similitudes estructurales, los RLKs fueron clasifica-
dos en mas de 10 subfamilias, entre los cuales podemos mencionar: los RLKSs ricos en repe-
ticiones de leucina (LRR-RLKS), que pertenecen a la subfamilia mas grande con al menos
223 miembros (Gou y col., 2010; Li 2010). Alrededor de dos tercios de los genes en esta
superfamilia codifican proteinas con un péptido sefial tipico N-terminal y un dominio trans-
membrana hidrofobico, que son caracteristicas estructurales tipicas de RLKs transmembra-

na.

A pesar de la identificacion de un gran numero de LRR-RLKs en Arabidopsis thaliana,
las funciones bioldgicas han sido definidas sdélo para 30 proteinas (Gou y col., 2010), que se
desempefian en una variedad de procesos fisiologicos. Por ejemplo, ERECTA (ER), regula
la forma de organos y la arquitectura de la inflorescencia (Torii y col., 1996); CLAVATA 1

(CLV1) determina el balance entre las células meristematicas indiferenciadas y diferencia-
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das de los brotes y flores (Clark y col., 1997); BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1)
y BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1) estan involucrados en sefalizacion
por brasinoesteroides (BR) (Li y Chory, 1997; Li y col., 2002; Nam vy Li, 2002); HAESA con-
trola la abscision de 6rganos florales (Jinn y col., 2000), FLAGELLIN-SENSITIVE 2 (FLS2)
contribuye al reconocimiento de defensa de la planta por interaccion planta/patogeno (Go-
mez-Gomez y Boller, 2000); VASCULAR HIGHWAY 1 (VH1) influye en los patrones de las
células de la hoja (Clay y Nelson, 2002) y EXCESS MICROSPOCYTES 1 (EMS1), SOMA-
TIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 1 (SERK1) y SERK2 juegan un papel impor-
tante en la microsporogénesis y la androesterilidad en Arabidopsis thaliana (Zhao y col.,
2002; Albrecht y col., 2005; Colcombet y col., 2005). Otros LRR-RLKs de funcién conocida
incluyen RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 1 (RPK1), que participan en la sefializacion
temprana por acido abscisico (Hong y col., 1997; Osakabe y col., 2005); TOAD2 y su homo-
logo RPK1, son redundantes ya que ambos se requieren para la formacidén de patrones em-
brionarios en Arabidopsis thaliana (Nodine y col., 2007); PXY, es responsable del manteni-
miento de la polaridad de tejido vascular (Fisher y Turner, 2007), y GASSHO1 (GSO1) y
GASSHO2 (GS02) son esenciales para el desarrollo normal de la epidermis de embriones
en arabidopsis (Tsuwamoto y col., 2008). Ademas, dos LRR-RLKs: BIR1 y SOBIR1, regula-

rian la muerte celular y la inmunidad innata en arabidopsis (Gao y col., 2009).

Curiosamente, se encontré que varios RLKs poseen funciones duales o mditiples duran-
te el crecimiento de las plantas y el desarrollo. Por ejemplo, ERECTA esta involucrado tanto
en el desarrollo de las plantas como en las respuestas de defensa de patdgenos (Godiard y
col., 2003). BAK1 y BAK-LIKE 1 (BKK1) regulan el crecimiento de las células dependiente
de brasinoesteroides, y desempefian un papel importante en el control de la muerte celular
bajo diversos estreses bidticos y abidticos. Cuando las plantas son atacadas por patégenos
bacterianos, BAK1 también puede ser reclutado para el complejo FLS2 y regular asi, la res-
puesta inmunitaria innata (Chinchilla y col., 2007; He y col., 2007; Heese y col., 2007; Kem-
merling y col., 2007).

El gen SERK (somatic embryogenesis receptor like kinase) fue aislado por primera vez
en zanahoria (Daucus carota) como un gen marcador de la transicion de células sométicas a
células embrionarias en cultivos celulares (Schmidt y col., 1997). En arabidopsis, hay cinco
homélogos de DcSERK, llamados SERK1 al SERK5 (Hecht y col., 2001). SERK3 y SERK4
fueron nombrados también como BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1) ASSOCIA-
TED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1) y BAK1-likel (BKK1), debido a sus funciones en la via
de sefalizacién de los BR (Li y col., 2002; Nam y Li, 2002; He y col., 2007). La familia de
genes SERK tiene al menos tres miembros en el maiz (Baudino y col., 2001), trigo (Singla y
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col., 2008) y vid (Maillot y cols. De 2009) y once miembros en arroz (Singla y col., 2009).
Curiosamente, los miembros de la familia SERK mostraron tanto funciones superpuestas
como divergentes (Albrecht y col., 2008). La identificacion de los mudltiples roles plantea
cuestiones interesantes acerca de la especificidad funcional y el entrecruzamiento de las

diferentes vias de sefalizacion mediada por estos receptores (Li, 2010).

En los dltimos afios, la actividad SERK se asocid con los procesos apomicticos (Albertini
y col., 2005). Un componente clave de la apomixis gametofitica es la formacion de sacos
embrionarios luego de una falla o sorteo de la meiosis de la célula arquesporial (diplosporia)
o directamente por mitosis a partir de célula somética del évulo (aposporia). En ambos ca-
S0S, se originan sacos embrionarios cuyos nucleos son no reducidos (2n), donde el embrién
se desarrolla por partenogénesis independientemente de la fertilizacion de la célula huevo.
Debido a que la expresién del o los genes SERK marca la transicion entre células somaticas
a células embriogénicas (Schmidt y col., 1997) se especula que la actividad de estos genes

podria jugar un papel importante en varias especies apomicticas.

Tucker y col. (2003) estudiaron el homdlogo a AtSERK1 en Hieracium (una especie
apomictica apospoérica) y encontraron el mismo patrén de expresion entre plantas sexuales y
apomicticas. Los autores informaron de la presencia de transcriptos de ARNm de
HpSERKI1-LIKE desde el desarrollo temprano del 6vulo hasta el desarrollo de las semillas
(Tucker y col., 2003). Por otra parte, la transformacién con una construccion AtISERK1:GUS
en combinacion con experimentos de hibridacion in situ utilizando el gen DcSERK1 como
sonda antisentido, revelaron similares patrones espaciales y temporales de expresion, tanto
en plantas sexuales como apomicticas (Tucker y col., 2003). Por el contrario, en Poa pra-
tensis (apomictica aposporica) se observé una actividad diferencial de genes SERK entre
plantas apomicticas y sexuales (Albertini y col., 2004, Albertini y col., 2005). Albertini y col.,
(2004) caracterizaron 2.248 transcriptos expresados diferencialmente entre genotipos se-
xuales y apomicticos, de los cuales aproximadamente el 60% eran especificos de los érga-
nos florales y/o participan en la megasporogeénesis, el desarrollo del embrién, y de la semilla.
El EST-6, de 181 nucledtidos de longitud, que se expresaba diferencialmente entre genoti-
pos apomicticos y sexuales mostré una similitud altamente significativa con la secuencia de
aminodcidos del gen SERK1 de arroz (Albertini y col., 2004). Posteriormente, las secuencias
gendmicas completas y del DNAc de dos miembros del gen SERK (PpSERK1 y PpSERK?2)
fueron aisladas y caracterizadas (Albertini y col., 2005). El patron de expresion de los dos
alelos fue casi idéntico en los genotipos apomicticos, pero difirieron marcadamente en los

genotipos sexuales (Albertini y col., 2005). Sobre la base de estos estudios, los autores pos-
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tularon que el patrén de expresion de PpSERK es compatible con un posible rol en la espe-

cificacién de las células iniciales de la aposporia.

Una estrategia diferente para determinar los genes relacionados con la reproduccién
apomictica es a través del estudio de genes localizados en la region cromosémica respon-
sable del caracter. En varias especies de gramineas apomicticas, se ha demostrado que la
aposporia se hereda como un locus simple que presenta supresion de la recombinacion.
Desde un punto de vista evolutivo, se especula que los determinantes de la apomixis se
presentan ligados en grandes regiones no recombinantes donde los genes implicados en su
expresion (genes que controlan la apomeiosis, la partenogénesis y el desarrollo del endos-
perma) pueden mantenerse juntos y permitir la transferencia del caracter. Ademas, la orga-
nizacion estructural del blogue del cromosoma que lleva los genes de la apomixis (por ejem-
plo, la acumulacion de elementos transponibles, elementos repetitivos y pseudogenes) hace
que sea un locus complejo. (Pupilli y Barcaccia 2012). La comprensiéon de la estructura ge-
nética de estos bloques cromosémicos complejos no recombinantes podria proporcionar
informacién clave sobre los genes que regulan al menos un componente de la apomixis ga-
metofitica como la aposporia. En P. squamulatum (Akiyama y col., 2004), C. ciliaris (Conner
y col., 2008) y P. simplex (Calderini y col., 2006, 2011) esta tarea se ha intentado por se-
cuenciacion de clones de BAC que contienen marcadores moleculares completamente liga-
dos a la aposporia. En estas tres especies, se han hallado regiones que codifican proteinas,
asi como también un gran numero de secuencias altamente repetitivas (Akiyama y col.,
2004; Calderini y col., 2006, 2011). En particular en P. simplex (Calderini y col., 2006) se
clon6 un clon de BAC denominado 346H10 que contiene secuencias 100% ligadas a la
aposporia. Un analisis detallado de este clon de BAC confirmé la presencia de elementos
moviles repetitivos, entre los cuales podemos mencionar transposones del tipo ping/pong
/ISNOOPY, En/Spm y la subclase marineros, y retrotransposones relacionados a las subcla-
ses Ty3-gypsy Yy Tyl-copia. Ademas se detectaron dos genes que mostraron alta homologia
con un dominio proteico de la familia EXS y un dominio protein-quinasa (PKD). Un andlisis
comparativo con las bases de datos de arroz mostraron que estos genes eran similares a
genes de Oryza sativa y que se localizaban sobre el genoma de arroz en la regién distal del
brazo largo del cromosoma 12 del mismo, junto a secuencias de marcadores de RFLP
(C1069, C454, R2241) que ya han sido informados como 100% ligados a la aposporia en
diferentes especies de Paspalum (Pupilli y col., 2004, Hosjgaard y col., 2011). Una de ellas,
el R2241, presenta similitud de secuencia con el EXS. Una particularidad encontrada al se-
cuenciar estos genes, fue la presencia de elementos transponibles interrumpiendo las se-
cuencias codificantes (Calderini y col., 2006). Al realizar una comparacion detallada de la

estructura de los genes del PSEXS con la de OSEXS, se observo la supresion de algunos
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exones de arroz y la pérdida de capacidad de codificacion. Esto llevd a pensar que podrian

tratarse de pseudogenes, sin capacidad de traducirse a proteinas (Calderini y col., 2006).

Hasta el presente no ha sido posible asignar un rol funcional del dominio PKD en la re-
produccion apomictica Sin embargo, el gen EXS merece un estudio mas detallado. La fami-
lia EXS es nombrada después de unificar los dominios: ERD1/XPR1/SYG1. La proteina
SYGL1, que contiene un dominio EXS C-terminal, fue descripta como una proteina de traduc-
cion de la sefial asociada a proteinas G, en Saccaromices cerevisiae (Spain y col., 1995), la
secuencia XPR1, se piensa que podrian tener un rol en los receptores del virus de leucemia
murina (Battini y col., 1999), y las proteinas ERD1 en S. Cervisiae estan involucradas en la
localizacién de proteinas en el reticulo endoplasmatico (Hardwick y col., 1990). En contraste
con las proteinas SYG1 y XPR1, que tienen tanto un dominio SPX como el dominio EXS, la
mayoria de las proteinas en levadura que tiene uno de estos dominios no contiene el otro.
En arabidopsis, s6lo los miembros de la familia PHO1 poseen tanto un dominio SPX como
un dominio EXS. La funcion del dominio EXS es aun desconocida, aunque podria estar im-
plicado en el transporte o el censado de fosfato o en la clasificacién de proteinas de endo-
membranas (Wang y col., 2004). En las proteinas SYG1 se cree que el N-terminal participa
en la transduccioén de la sefial, mientras que la funcién del C-terminal también es desconoci-
da aun. Esta regién contiene varias hélices transmembrana. Las proteinas SYG1 estan invo-
lucradas en la traduccion de la sefial mediada por feromonas en levaduras, y se detectaron
mutantes en las cuales la represidn de esta proteina se asociaba al arresto del ciclo celular y
la diferenciacién (Spain y col., 1995). Los mismos autores proponen que una de estas mu-
tantes deletéreas tienen la capacidad de promover la division celular en aquellas células que
deberian estar arrestadas (células diferenciadas). En P. simplex, al comparar la estructura
del gen PSEXS con el de arroz, se detectd la delecién de algunos de los exones y la pérdida
de capacidad codificante (Calderini y col., 2006). Esto sugiere que el gen PSEXS en el geno-
tipo apomictico presenta una forma truncada, dando lugar posiblemente a un mecanismo en
el cual la existencia de copias de genes con rearreglos involucrados en el desarrollo sexual
podrian inducir la reprogramacion de células diferenciadas en el proceso del desarrollo

apomictico (Calderini y col., 2006).

Hipotesis

» Secuencias homologas a genes SERK y EXS se encuentran asociadas a la apomixis

en Paspalum notatum.
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Objetivos

* El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar secuencias de miembros de la fami-
lia génica SERK y EXS de Paspalum notatum y determinar su patron de expresion durante

el desarrollo reproductivo de plantas sexuales y apomicticas.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal empleado correspondié a los genotipos tetraploides (2n=4x=40) de
Paspalum notatum Q4188 y Q4117 y una poblacién F;, derivada del cruzamiento entre am-
bos, segregante por el modo de reproduccién (plantas apospéricas y no apospdricas).
Q4117 es un genotipo natural tetraploide apomictico obligado (2n = 4x = 40) proveniente del
sur de Brasil (Ortiz y col., 1997). Q4188 es un genotipo tetraploide sexual (2n = 4x = 40) de
origen experimental (Quarin y col., 2003). La poblacion de mapeo fue desarrollada por el
Ing. Camilo L Quarin y colaboradores en el Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) - Fa-
cultad de Ciencias Agrarias, UNNE, Corrientes y utilizada para la construccion de un mapa
de ligamiento genético de la especie al nivel tetraploide (Stein y col 2004; Stein y col., 2007).
Todo el material vegetal se mantuvo en condiciones naturales en las parcelas experimenta-

les del IBONE (Instituto de Botanica del Nordeste, Corrientes, Argentina).

Aislamiento de ADN gendmico

La extraccién del ADN gendmico de las plantas experimentales se realizd segun la téc-
nica descripta por Shagai-Maroof y col., (1984) con las siguientes modificaciones: se conge-
laron en Nz liquido aproximadamente 6 grs de tejido fresco de hoja, disgregandolos luego
mecanicamente en mortero hasta obtener un polvo fino. Cada muestra fue transferida a un
tubo de polipropileno de 50 ml conteniendo 20 ml de buffer de extraccién (Tris-HCI 100 mM
pH 7,5; NaCl 700 mM; EDTA 50 mM pH 8,0; CTAB 2% p/v y B- mercaptoetanol 140 mM) e
incubada a 65 °C durante una hora con agitacion. Se agregaron 10 ml de cloroformo, se
mezclé durante 10 min, se centrifugé a 5000 g por 10 min y se recupero la fase acuosa.
Luego de una segunda purificaciéon con cloroformo, se agregd un volumen de isopropanol
frio a la fase acuosa obtenida (para precipitar el ADN) y se incubd a -20 °C por 16 h. El ovillo

de ADN precipitado en solucién fue recogido con una varilla de vidrio, lavado 20 min en una

Genes asociados a la aposporia 54



solucion de etanol 76 %, acetato de sodio 0,2 M, secado al aire y resuspendido en 700 pl de
buffer TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1mM; pH 8,0). Cada muestra fue incubada con 5 ul AR-
Nasa (10 mg/ml) a 37 °C durante 1 hora y posteriormente re-precipitada con 5% v/v de NaCl
5M y un volumen de isopropanol. Finalmente, se centrifuga a 10.000 g por 20 min, se lavo el
precipitado con etanol 70%, sec6 a temperatura ambiente y disolvié en 500 ul de agua desti-

lada estéril.

La concentracién de ADN se determind por espectrofotometria a 260 nm y se estimé la
pureza de la extraccion empleando el indice de la relacion de absorbancias a 260/280 nm.
La integridad de las muestras se determind por electroforesis en geles de agarosa al 0,8 %

p/v tefiidos con bromuro de etidio 10 mg/l (Sambrook y col., 1989).

Aislamiento de genes homologos a partir de Q4117 y Q4188

Para aislar las secuencias homoélogas a los genes SERK y EXS de P. notatum se dise-
naron cebadores heterélogos a partir de secuencias disponibles en las bases de datos pu-
blicas (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). En el caso de los genes SERK se utilizaron las se-
cuencias disponibles de Oryza sativa, Zea Mays y Poa pratensis, mientras que para los ge-
nes EXS las secuencias empleadas fueron Oryza sativa, Zea Mays y Sorghum bicolor. Las
secuencias de los cebadores generados se enumeran en la Tabla 1.1 y Tablla 11.2. Poste-
riormente se realizaron reacciones de PCR sobre el ADN de los genotipos Q4117 y Q4188,
utilizando dichos cebadores en reacciones de un volumen final de 25 pl conteniendo 60 ng
de ADN, 0,2 uM de cebador, buffer de PCR 1X (Promega), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 200 uM y
Taq polimerasa 1,5U (Promega). Las condiciones de reaccién consistieron en una etapa
inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C seguida de 35 ciclos de 30 seg a 94° C, 1 min a

55°C, 2 mina 72 °C y 10 min finales de elongacion a 72 °C.

Las reacciones de amplificacion se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa
(40 mA por 2 h) y se tifieron con 10 mg/l de bromuro de etidio. Las bandas de interés fueron
cortadas del gel con un bisturi, purificadas con fenol/cloroformo y clonadas en el sistema
pGEM-T-easy (Promega). Los clones fueron secuenciados por el servicio de Macrogen Inc.

(Corea).
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Tabla Il.1. Cebadores utilizados para la amplificacion de regiones conservadas de los ge-
nes PNSERKs y PnEXSs

Cebador Secuencia
SERKF1 GCGGCTTTGGTGTTGTTTAT
SERKR1 CCTTTCTTTCGAGGTCATGC
EXSF GTTGTGGGGAGTAAATCTATGGGTCTTT
EXSR CACTGATCAGGATATACATGGTACTTG

Los productos de amplificacién fueron resueltos por electroforesis en geles de agarosa
(40 mA por 2 hs) y tefiidos con 10 mg/l de bromuro de etidio. Las bandas de interés fueron
cortadas del gel con un bisturi, purificadas con fenol/cloroformo y se clonadas con el sistema
pGEM-T-easy (Promega). Los clones fueron secuenciados por el servicio de Macrogen Inc.
(Corea).

Extension de secuencias por caminata cromosomal

Se disefié una estrategia de caminata cromosomal basada en el protocolo de Genome
Walker de Clontech. Brevemente, se generaron 6 bibliotecas genémicas no clonadas a par-
tir del genotipo Q4117 (Felitti y col., 2011). Las mismas se realizaron mediante la digestion
de ADN genomico del genotipo Q4117 (durante una hora o durante toda la noche) con tres
enzimas de restriccion: EcoRV, Dral y Pvull. Los productos de la digestion fueron luego liga-
dos a adaptadores (Genome Walker Universal Kit) (Clontech) siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. De esta manera se generaron 6 bibliotecas no clonadas del genotipo
Q4177. Los productos de ligacion fueron utilizados como molde en dos rondas sucesivas de
amplificacién por PCR empleando oligonucleétidos especificos para el gen de interés en
estudio y cebadores anclados sobre los adaptadores (Genome Walker Universal Kit). En la
primera reaccion, se utilizo el cebador AP1 (Clontech) como cebador externo y un cebador
interno especifico de la secuencia a amplificar. Los productos de esta primer PCR se utiliza-
ron como molde para una segunda reacciéon de PCR utilizando el cebador AP2 (Clontech)
como cebador anidado de la biblioteca y cebadores especificos del gen. Los productos de
amplificacién se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 2,0%. Se aislaron aquellas

bandas discretas, se las cloné y secuencio6 tal como se describe en la seccion anterior.

El programa VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) fue

utilizado para identificar y eliminar los segmentos de los vectores. Las secuencias obtenidas
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fueron alineadas con la secuencia original generandose los contiguos correspondientes.
Para ello se empleo la versién libre del programa Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corpora-
tion). Una vez que un contiguo fue identificado, se disefaron los cebadores en los extremos
en direccion 5’y 3'del mismo con el fin de amplificar las secuencias flanqueantes. Los frag-
mentos amplificados fueron clonados en el sistema pGEM-T-easy y secuenciados para con-

firmar el ensamblado por Macrogen (Corea).

Analisis de similitud de secuencias

Se realizaron busquedas de similitudes de secuencias para todos los fragmentos ampli-
ficados sobre la base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI;
http://www.ncbi.nim.nih.gov) (Altschul y col., 1990, 1997.). Las herramientas de BLASTN y
BLASTX fueron utilizadas para comparar las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos,
respectivamente. Las secuencias que mostraron un mayor porcentaje de similitud con las
secuencias de nucledtidos y aminoacidos se utilizaron en los alineamientos multiples con
ClustalW2 (Chenna y col., 2003). La matriz obtenida a partir de los alineamientos multiples
de proteinas de los distintos genes SERK se utilizaron para llevar a cabo un analisis filoge-
nético utilizando la version 3.68 Phylip (Felsenstein 2005). Diez mil repeticiones bootstrap se
llevaron a cabo para obtener un arbol de consenso sin raices. Con el programa Pfam (Finn y
col., 2008) disponible en la pagina web: http://pfam.sanger.ac.uk/search y el programa de la
base de datos NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, se realiz6 la bus-

queda de dominios conservados en las secuencias de proteinas de los genes a analizar.

Analisis de hibridaciéon Southern

Para estimar el numero de copias de los genes analizados se realizaron experimentos
de Southern blot sobre los genotipos Q4117, Q4188 y dos plantas F1 (una apomictica y una

sexual).

Treinta ug de ADN gendmico de cada muestra fueron digeridos con 1,25 U/ug de ADN
de las enzimas EcoRl|, Pstl, Hindlll y Haelll (Promega) a 37 °C durante 16 hs. Las muestras
fueron sembradas en geles de agarosa al 0,8 v% y resueltas a 60 mA por 6 h. Luego de la
electroforesis, los geles se incubaron 30 min en una solucién conteniendo NaOH 0,4 N y

NaCl 0,6 M a fin de desnaturalizar el ADN, seguido de 30 min en solucién de neutralizacion
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(Tris-HCI 0,5 M pH 7,5; NaCl 1,5 M). La transferencia a filtros de nylon (Hybond N, Amers-
ham) se realizé por capilaridad empleando una solucion de SSC 10X (citrato de sodio 0,15
M, cloruro de sodio 1,5 M, etc.) (Sambrook y col., 1989) y el ADN fue fijado a los mismos por

exposicion a luz UV por 3 minutos e incubacion a 80 °C por 2h.

El marcado de las sondas y la deteccidn de la sefal se realizé empleando un método no
radiactivo que se basa en el uso combinado de una marca de digoxigenina, su deteccion por
un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina y un revelado final con el
sustrato quimioluminiscente CSPD (Boehringer-Mannheim, Dig. Luminiscent Detection Kit).
Brevemente, el protocolo estandar incluye tres etapas: i) marcacion de las sondas con dig-
dUTP al 5%. La digoxigenina (esteroide natural derivado de plantas del género Digitalis)
esta unida por un enlace éter alcalino a dUTP, ii) hibridacion de la sonda marcada al ADN
fijado en una membrana vy iii) deteccion del ADN hibridado con un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a una fosfatasa alcalina. La actividad fosfatasa del conjugado des-
fosforila el sustrato CSPD el cual emite luminiscencia, presentando un maximo a 477 nm de
longitud de onda. La sefial imprime una placa radiografica que se coloca sobre la membra-

na.

La marcacion de las sondas se realizé por PCR en un volumen final de 100 pl conte-
niendo dig-dUTP 2,5 pM (5%), [dATP, dGTP, dCTP] 50 uM, dTTP 47,5 uM, los cebadores
directo y reverso del M13, 0,2 uM de cada uno, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl22 mM,
buffer de PCR 1X (Promega), glicerol 15% y 10 ng de ADN plasmidico. La incorporacién del
nucledtido marcado se verificd por electroforesis en geles de agarosa al 1,5%p/v de una
alicuota de los productos de amplificacion. Los ADN marcados muestran un retraso en la
movilidad electroforética con respecto a los mismos fragmentos amplificados sin marcar. La
concentracion de las sondas se estimd por comparacion de la intensidad de las bandas con
un marcador de concentracion conocida incluido en el gel de acuerdo a lo descrito en Sam-
brook y col. (1989).

La hibridacién se realizé6 en una solucién de SSC 5X, SDS 0,02%, S-lauril sarcosina
0,1%, reactivo de bloqueo 0,5% (Boehringer-Mannheim) pH 7,5 conteniendo una concentra-
cion de 50 ng/ml de sonda. Los filtros se pre-hibridaron 2 horas y las hibridaciones se reali-
zaron a 63 °C durante 16 h. Luego se lavaron dos veces durante 5 min en SSC 2X; SDS
0,1% a temperatura ambiente y dos veces 15 min en SSC 0,25X; SDS 0,1% a 60 - 65 °C
con fuerte agitacion. Junto con los filtros experimentales se hibridaron controles en forma de

puntos o gotas (dot-blots) conteniendo 1, 5, 50 y 100 pg del fragmento de ADN correspon-
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diente a la sonda previamente desnaturalizada para determinar la sensibilidad del experi-

mento (control de hibridacion).

Para la deteccion de los fragmentos hibridados los filtros fueron lavados por 5 min en
solucion de acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween 20, pH 7,5 y posteriormente incuba-
dos 30 min en solucion de bloqueo (acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, reactivo de bloqueo
1% plv, pH 7,5) y 30 min en solucién de anticuerpo anti-Dig conjugado (anticuerpo diluido
1:10.000 en solucién de blogueo). Se hicieron dos lavados de 15 min cada uno en solucion
de lavado (4cido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween 20, pH 7,5) y 10 min en solucién de
deteccién (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl2 0,05 M). La incubacién de los filtros con
el sustrato quimioluminiscente (CSPD) se realiz6 por 5 min, en oscuridad y con agitacion
suave. Las membranas se envolvieron con nylon transparente y previo a exponerlas a la

placas radiogréficas se las incubd 10 min a 37 °C para activar a la fosfatasa alcalina.

Los filtros se expusieron a placas radiograficas X-Omat (Kodak) por 2-24 h y fueron re-
velados en un cuarto oscuro con soluciones comerciales de revelador y fijador hasta la apa-
ricibn de bandas. La observacion y el andlisis del resultado de la hibridacién se realiz6 me-

diante la exposicion de las placas a un transiluminador de luz blanca.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se realizo la extraccion de ARN total utilizando el sistema SV Total RNA Isolation kit
(Promega), a partir de inflorescencias de los genotipos Q4188 y Q4117 en distintos estadios
del desarrollo reproductivo. La clasificacion de las inflorescencias en los distintos estadios se
realizdé en base al calendario reproductivo descripto en Laspina y col., (2008), observando
las células madres del polen en el microscopio tefiidas con carmin acético al 45%. La trans-
cripcién reversa se obtuvo a partir de 1 ug de ARN total, utilizando la enzima Superscript I
reverse transcriptase (Gibco-Life Technologies) de acuerdo a lo indicado en el protocolo

estandar del fabricante.

Andlisis de expresion por PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

Para determinar la expresion relativa de los genes SERK y EXS por experimentos de

PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR) en los tejidos de la inflorescencia, se disefiaron
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cebadores especificos para las secuencias expresadas de los genes: PNSERKs y PnEXS
utilizando el programa Primer3 disponible en http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.html (Tabla
I1.2). Los oligonucleétidos fueron sintetizados por Eurofins MWG Operon

(http://www.operon.com/default.aspx).

Tabla I1.2. Cebadores utilizados en los estudios de expresion por qRT-PCR de los
PnSERK1 y PNSERK?2

Cebador Secuencia

PnSERK1F GCGGCTTTGGTGTTGTTTAT
PnSERK1R CCTTTCTTTCGAGGTCATGC
PnSERK2F CTGGAGCTTATTACTGGACAGAGGGC
PnSERK2R CTCCTACCCTCTTCTCCTTCAGCAGTC
PRTEXSF GTGTTCTCAGATCTGGAGCGTTCGG
PRTEXSR CGCCACAAGTAGGGGAACACAAGAAG
TubulinaF GTGGAGTGGATCCCCAACAA
TubulinaR AAAGCCTTCCTCCTGAACATGG

Glucosa-6-fosfato DHF CATCAGAGATGAGAAAGTCAAGGTT
Glucosa-6-fosfato DHR AGCTTTAAGAATGAAAGGAACACCT

Como genes normalizadores (housekeeping) se amplificaron fragmentos internos de la
beta-tubulina y la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa debido a que ambos muestran
una expresion estable en las inflorescencias de especies relacionadas como Poa pratensis y
Brachiaria brizantha (Albertini y col., 2005; Duarte-Silveira y col., 2009)

Las reacciones de amplificacion se realizaron en volumen final de 15 ul conteniendo 20
ng de DNAc, 0,2 uM de cada cebador, 1X Mezcla Real gPCR (Biodynamics). Las condicio-
nes de reaccién consistieron en una etapa inicial de desnaturalizacion de 2 min. a 94 °C
seguida de 40 ciclos de 15 seg. a 94° C, 30 seg. a 55 °C, 40 seg. a 72 °C. La eficiencia de
amplificacién de cada reaccién fue considerara tanto para las secuencias blanco como para
los genes de referencia. En todos los casos se realizaron tres replicaciones técnicas de cada

determinacion y tres repeticiones bioldgicas, para cada estadio.

Se construyé una curva de calibracién para cada uno de los genes blanco graficando los
valores de Ct versus el logaritmo del niumero de copias (5, 50, 500, 5000, 50000, 5 108, 5
10" y 5 10° copias) de los fragmentos clonados de cada gen. Seis amplificaciones fueron

utilizadas para definir cada punto en la curva. Para controlar la carga del ADNc en cada
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muestra experimental se realizaron curvas de calibracién para los genes de referencia grafi-
cando los valores de Ct versus el logaritmo de la concentracion de ARN (diluciones: 1/2, 1/5,
1/10 y 1/20) para cada muestra y cada estadio del desarrollo. La expresion relativa de los
genes blanco en cada muestra y en cada estadio fueron analizados mediante la relaciéon n°
de copia/ng de ARN (método de la curva estandar, Livak 1997) y/o mediante el programa

Rest2009 que utiliza un método de cuantificacion relativa basado en Pfaffl, MW y col. (2002).

Experimentos de hibridacién in situ de tejidos

La hibridacién in situ de tejidos se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Laspina y
col., (2008), con modificaciones menores. Brevemente, las inflorescencias fueron cosecha-
das entre las 8 y las 10 hs de la mafiana, donde es posible encontrar flores en diferentes
estadios del desarrollo. Las inflorescencias fueron fijadas en buffer de fijacion que contiene:
4% de glutaraldehido, 0,25% paraformaldehido, buffer fosfato 0,01 M pH 7,2. Las mismas
fueron clasificadas, seccionadas y separadas. Solo, en el estadio de antesis, se pudieron
separar los ovarios individuales debido al pequefio tamafo de los mismos en los estadios
mas jovenes. Posteriormente, se deshidrataron en una serie de etanol (70, 80, 95, 100) y

xilol (25, 50, 75 y 100) y posteriormente, fueron embebidas en parafina.

Las muestras se cortaron en secciones 10 micras y se colocaron en portaobjetos pre-
viamente tratados con Tween 20 al 4%, HCI 0,1 N, lavados, autoclavados y tratados con
poli-L-lisina 100 mg/ml. Los cortes fueron desparafinados a través de una serie de xilol-

etanol.

Para la marcacion de las sondas, se partidé de clones conteniendo fragmentos amplifica-
dos especificos para cada gen. Fragmentos lineales de los mismos fueron generados utili-
zando dos técnicas diferentes: una de ellas consistié en linealizar los plasmidos empleando
las enzimas de restriccion Ncol o Sall (Promega). La otra técnica, se baso en una amplifica-
cion directa por PCR, que permite linealizar el fragmento clonado y aumentar la masa de la
sonda) siguiendo las condiciones descriptas mas arriba. Ambos productos linealizados, fue-
ron purificados utilizando el sistema de limpieza de Promega (Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System), y llevados a una concentracion final de 1 ug/ul. Las sondas fueron mar-
cadas utilizando el sistema de marcacion de Roche DIG RNA (DIG RNA Labeling Kit
(SP6/T7) Cat. No. 1175025, Roche Applied Science, Mannheim, Germany), siguiendo las

instrucciones del fabricante. La discriminacién de las hebras sentido y antisentido se baso
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en la homologia con secuencias conocidas y la marcacién con la RNA polimerasa corres-
pondiente (promotor SP6 o T7). Las sondas se hidrolizaron hasta obtener fragmentos de
aproximadamente 150-200 pb, con buffer NaHCO3/Na,COs.

La prehibridacién se llevo a cabo en un buffer Tris-HCI 0,05 M pH 7,5, que contiene 1

ug/ml de proteinasa K en una camara humeda a 37 °C durante 10 min.

La hibridacion se realizé durante toda la noche en una camara himeda a 37 °C, en un
buffer que contenia Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, formamida al 50% (desionizada),
EDTA 1 mM , pH 8, Denhart 1X , dextransulfato 10%, ARN total 600 ng/ml y 60 ng de la
sonda correspondiente. La deteccion se realizo siguiendo las instrucciones del kit de detec-
cion Roche Dig (DIG Nucleic Acid Detection Kit Cat. No. 11175041910, Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) utilizando un anticuerpo anti-DIG asociado a una fosfatasa
alcalina y NBT/BCIP como sustratos. Las observaciones se realizaron en un microscopio
Leica DM2500.

Mapeo in silico de secuencias correspondientes a genes SERK y EXS

Para localizar las secuencias ortélogas a los genes aislados en este trabajo se realiza-
ron estudios de mapeo in silico, utilizando la base de datos GRAMENE
(http://www.gramene.org) conjuntamente con la base de datos MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org). La localizacién de los genes de P. notatum en arroz y maiz
se efectu6 empleando la opciéon BLAST contenida en ambas bases de datos a partir de la
cual es posible interrogar a la base y determinar si existe/n secuencia/s homéloga/s al gen
de interés, localizarlo en el genoma y establecer posibles ubicaciones en otras gramineas
utilizando la opcién de mapeo comparativo de la misma pagina. Los parametros selecciona-
dos fueron los siguientes: Base de datos: DNA database: genome sequence, Herramienta
de busqueda: BLASTN, Méximo valor de e-value: 10, Maximo nGmero de hits: 10, Filtro
para secuencias repetidas: activado. Se observo la posicién de las secuencias en los res-

pectivos cromosomas Yy los genes que flanquean la zona establecida.
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Mapeo genético de PNSERKs y PnEXS en P. notatum
Experimentos de CAPS (Polimorfismo asociado a secuencias amplificadas y cortadas)

Con el objeto de localizar las secuencias de PnSERK1 y PnSERK2 en el mapa de P. no-
tatum, los amplicones a partir de los genotipos parentales (Q4188 y Q4117) generados al
utilizar los cebadores descriptos en la Tabla 1.5 fueron digeridos con 12 enzimas de restric-
cion diferentes (EcoRI, EcoRV, Pstl, Hindlll, Haelll, Mspl, Hpall, Taql, Pvul, Dral, Kpnl,

BamHI) y resueltos en geles de agarosa al 2% p/v.

En el caso de los genes EXS, para detectar polimorfismos entre los progenitores Q4188
y Q4117, los amplicones generados al utilizar los cebadores descriptos en la Tabla 11.2, fue-
ron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI o Haelll y resueltos en geles de agarosa
al 2% p/v. Las bandas polimérficas detectadas fueron utilizadas como marcadores molecula-
res del tipo CAPS y fueron mapeadas en 65 individuos de la poblacién de mapeo. El analisis
de ligamiento se realizé utilizando el programa de mapeo Mapmaker 3.0 (Lander y col.,
1987) codificando los datos genéticos de los marcadores como derivados de una “F2- retro-
cruza” (opcion F2 backcross Mapmaker 3.0), donde la presencia o ausencia de un determi-
nado marcador indica heterocigosis u homocigosis respectivamente. Las unidades de ma-

peo en cM derivaron de la funcion de Kosambi (1944). Los parametros utilizados fueron

LOD= 3.0y 6 = 0,30. (Stein y col., 2007).

Experimentos de SSCP (Polimorfismo asociado a la conformacion de la simple hebra)

Con el objetivo de hallar polimorfismos entre los progenitores Q4188 y Q4117 para el
gen EXS se amplificaron secuencias correspondientes una fraccién del gene EXS de apro-
ximadamente 500 pb. Para ello se utilizaron los cebadores descriptos en la Tabla I1.3. Los
amplicones fueron suplementados con 5 pl de buffer de siembra (formamida 95% p/v, NaOH
10 mM y azul de bromofenol 2mg/ml), desnaturalizados a 96 °C por 5 min y fueron resueltos
en geles de MDE al 0,5% pl/v, gelificado utilizando APS (0,06% v/v) y TEMED (0,07% v/v).
La electroforesis se realizé6 empleando un equipo de secuenciacion Gibco-BRL modelo S2,
USA a 10 -15 W por 6 h usando como soluciones reguladoras TBE 0,5X pH 8,0 en los re-
servorios superior e inferior. Los geles se revelaron con nitrato de plata siguiendo el protoco-
lo descripto por el “DNASilver Staining System” (Promega). Brevemente, el gel se incubé 20
min en solucién fijadora (acido acético glaciar 10% v/v), seguido de 3 lavados en H,Od de 2

min cada uno e incubacion en solucion de tincidon (AgNO; 1 g/l, formaldehido 0,1% v/v) por
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30 min. Luego se lavo por 10 s en H,Od y se revel6 con solucion desarrolladora (carbonato
de sodio 30 g/l, formaldehido 0,1% v/v, tiosulfato de sodio 2 mg/l) preenfriada, deteniéndose
la reaccién con agregado de la solucién fijadora. Los geles se lavaron exhaustivamente con
agua y se tomaron los datos directamente sobre el vidrio luego del secado a temperatura

ambiente durante toda la noche.

Tabla I1.3. Cebadores utilizados para la generacién de marcadores moleculares del tipo
SSCP para el gen PnEXS.

Cebador Secuencia
PEXSF GTGTTCTCAGATCTGGAGCGTTCGG
PEXSR CACTGATCAGGATATACATGGTACTTG

Las bandas polimorficas detectadas fueron utilizadas como marcadores moleculares del
tipo SSCP y fueron mapeadas en 65 individuos de la poblacion de mapeo. El andlisis de
ligamiento se realiz6 utilizando el programa de mapeo Mapmaker 3.0 (Lander y col., 1987)
codificando los datos genéticos de los marcadores como derivados de una “F2- retrocruza”
(opcion F2 backcross Mapmaker 3.0), donde la presencia o ausencia de un determinado
marcador indica heterocigosis u homocigosis respectivamente. Las unidades de mapeo en

cM derivaron de la funcion de Kosambi (1944). Los parametros utilizados fueron LOD= 3.0 y

0 = 0,30. (Stein y col., 2007).

Experimentos de RFLP (Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion)

Los experimentos de RFLP fueron realizados sobre ADN gendémico de los genotipos
Q4117, Q4188 y 6 grupos segregantes para el modo de reproduccion: un grupo de 10 indi-
viduos F; apomicticos (BA) y 5 grupos de 11 F; sexuales (BS), de manera de analizar un
total de 65 individuos de la poblacién segregante. Las muestras fueron digeridas con la en-
zima de restriccion EcoRl, transferidas a una membrana de nitrocelulosa e hibridadas como

se describe mas arriba en la seccion de hibridacién por Southern blot.
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Resultados
CLONADO Y ESTUDIOS DE EXPRESION DE GENES HOMOLOGOS A SERK
Clonado de secuencias parciales de PnSERK gendmicas

Trece secuencias conocidas de genes SERK de Poa pratensis, arroz, maiz, Arabidopsis
thaliana, y otras especies fueron alineadas (AAEE35238.1: AtSERK1, AEE31686.1:
AtSERK2, AAB61708.1: DcSERK1, EES07030.1: SbSERK2, CAC37642.1: ZmSERKS,
CAC37639.1: ZmSERK2, LOC_0s04g38480.1: OsBAK1l, AAU88198.1: OsSERKI,
XP_464966.1: OsSERK2, EES06565.1: SbSERK1, CAH56437.1: PpSERK1, CAH56436.1:
PpSERK2, LOC_0s02g14120.1: OsBAK1) con el objetivo de identificar regiones conserva-
das. En base a este analisis se disefiaron cebadores sobre la regién correspondiente al do-
minio quinasa, que se encuentra sobre el exdén 9 y 10 del gen SERK de Poa pratensis
(PPSERK)(Tabla 11.1). Las secuencias en el resto de los exones resultaron menos conserva-

das y no todos los miembros de la familia pudieron alinearse correctamente.

A partir de la amplificacién del ADN gendmico con los cebadores anclados en el exon 9
se obtuvo un fragmento de 200 pb, el cual fue clonado y secuenciado. Este pequefio frag-
mento mostrd una similitud de secuencia del 93 % con el gen SERK2 AJ841697.1 de P. pra-
tensis (e-value: 4 e™), 92% con el gen SERK1 AJ841698.1 de P. pratensis (e-value: 7 €®) y
92% de similitud de secuencia con Zea mays BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1 (BRI1)
ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1) (LOC100285968) ARNm gb | EU974959.1 |
GENE ID: 100285968 LOC100285968 (e-value: 6 €). A este fragmento se lo denominé
PnSERKOF (gen SERK de Paspalum notatum Fragmento Original).

El fragmento PnSERKOF fue utilizado como molde para disefar nuevos cebadores con
los cuales se llevé a cabo la extension del gen SERK hacia ambos extremos (5'y 3') median-
te caminata cromosomal (Figura Il.1). Se emplearon seis diferentes bibliotecas gendémicas
producidas a partir del genotipo Q4117 (apomictico). Luego de cuatro rondas de extension,
se obtuvieron dos contigs (contiguos) diferentes. A estos contiguos se los denominé:
PnSERK1 y PNnSERK2, de 1760 y 2050 nucledtidos, respectivamente. El correcto ensambla-
je de los dos contiguos fue validado por la amplificacién a partir del ADN gendmico de los
mismos, utilizando cebadores especificos disefiados en los extremos de los contiguos (Ta-

bla 11.4) , el clonado de los amplicones y su secuenciacion (Figura I1.2).
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Cebadores utilizados para aislar el fragmento PnSerkOF.

Cebadores utilizados para extender los fragmentos amplificados.

Cebadores utilizados para validar las secuencias obtenidas por caminata cromosomal,
Fragmentos de ADN amplificados.

Figura Il.1. Estrategia de caminata cromosomal para el aislamiento de los genes
PnSERKs. PKinasa: Dominio quinasa. TM: dominio transmembrana. LRR: Repeticiones

ricas en leucina.

Tabla 11.4. Cebadores utilizados para la validacion de los contiguos.

Cebador
PnSERKI1F
PnSERK1R
PNnSERK2F
PnSERK2R

Secuencia
ACTGACAAGGTGATATGTTTCAGTGAC
AAGGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTT
CTCCTTTTCACTCTTCACCCCTATAA
CTGAGGTTGTAGGTGGAGTCGACGAT

MM PnSerk1 PnSerk2
@ 117 ( 3 Q4117 Q4188
4973 i oy .
3530 i 3
200 - - ——

Figura 11.2. Gel de agarosa al 1,5%. Bandas correspondientes a las amplificaciones de
validacién de los genes PnSERK1 y PNnSERK?2.
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Analisis de similitud de secuencias de PnSERKSs:

La similitud de las secuencias obtenidas de PNnSERK1 y PNSERK2 fueron analizadas en
las bases de datos del NCBI (Tabla I11.5). Entre ambos contiguos se observo una homologia
significativa en ciertas regiones. La region delimitada por las siguientes posiciones de nu-
cledtidos: PNSERK1 1513-1738 / PnNSERK2 1027-802 mostr6 un ID: 74%, e-value: 3¢, y el
segmento comprendido entre PNnSERK1 1195-1516 / PnSERK2 953-1269 mostr6 un ID:

65%, e-value: 2e™®, sin embargo el resto de las secuencia reflejaron diferencias importantes.

El analisis de las secuencias completas obtenidas mostré que PNnSERK1 presento alta
similitud con el segmento original de 200 pb (PNSERKOF) entre los nucleétidos 1052-1231
(ID: 98%, e-value: 7 e®®), mientras que el gen PNSERK2 mostré una similitud menor con el
fragmento original (PNSERKOF) (ID: 76% (e-value: 2 e™) en las siguientes regiones
PnSERK2 1248-1333 / PNSERKOF 23-108.

Las busquedas realizadas en la base de datos del NCBI revelaron que el primer conti-
guo (PnSERK1, 1760 nucledtidos) fue muy similar a la secuencia del gen SERK2 de Poa
pratensis en los exones 6 a 10 (AJ841697.1, ID: 82%, e-value: 3,00e*"*)(Tabla 11.5.a), no
detectandose similitud entre los intrones. Esta secuencia también alinedé con el gen
PpSERK1 (AJ841698.1, ID: 81%, e-value: 2,00e°), y con el Zea mays BRASSINOSTE-
ROID-INSENSITIVE 1 (BRI1) ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1)
(LOC100285968) ARNm gb | EU974959.1 | GENE ID: 100285968, ID: 95 %:; e-value: 2 %),

Estos resultados indicaron que PNSERK1 se origind a partir de la extension directa del
fragmento original PNSERKOF de 200 pb.

Tabla Il.5.a. Andlisis de similitud de secuencias (BLAST) para el PnNSERK1.

% e- Max
Cob. Value Iden.
AJB416971  Poa pratensis serk2 gene somatic embryogenesis receptor-ike kinase 2 67% = 3,0e™  82%
AJB416981  Poa pratensis serkl gene somatic embryogenesis receptorlike kinase 1 - 65% 2,06  81%

Accesion Descripcion

APO0399L3  Oryza sativa Japonica Group genomic DNA, chromosome 2 65% 9,0  82%
XM 0024535441 Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 47% 1,0e™  93%
BT0533421  Zeamays fulHength cDNA ZM_BFb0274116 mRNA, complete cds 41% 20e™ 9%

NM_001158857.1 Zea mays BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-assoc. Rep. kinase 1 47% 2,06’  95%
AKI205411  Oryza sativa Japonica Group cDNA:J013129G20, fullinsert sequence  46% = 1,0e™  86%
NM 1239463  Arabidopsis thaliana leucine-rich repeat ransmembrane protein kinase ~ 25%  1,06*  75%
RJ7087891  Arabidopsis thaliana leucine-rich repeat receptor-like protein kinase 25% 10e*  75%
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El segundo contiguo aislado (PNnSERK2, 2050 pb) mostré un mayor porcentaje de simili-
tud con el gen SERK2 de Zea mays exones 6 a 11 (GenBank: AJ400869.1; ID GENE:
542016 SERK2, ID: 87%, e-value: 0,0), separados por los intrones correspondientes (Tabla
[1.5.b). Este contiguo también mostré similitud con ZmSERK1 (GENE ID: 542015 SERK1, ID:
84%, e-value: 0,0), pero ninguna similitud significativa con los genes SERK de Poa pratensis
PpSERK1 y PpSERK?2. Estos datos indicaron que este contiguo fue amplificado a partir de
un fragmento similar al fragmento original (PNSERKOF), y corresponderia a otro miembro
de la familia SERK de P. notatum.

Para poner esta hip6tesis a prueba, se realizé un andlisis filogenético de ambos genes
(PNnSERK1 y PNSERK2) con otras secuencias de genes SERK halladas en la base de datos

del NCBI y un mapeo in silico sobre los genomas de arroz y maiz (véase mas adelante).

Tabla I1.5.b. Analisis de similitud de secuencias (BLAST) para el PnSERK2.

Accesion Descripcion C?b. e-value :\élgf
AJA00869.1  Zeamays serk? gene for somatic embryogenesis receptor-ike kinase2  99% 00 8%
AJ6293101  Avena strigosa partial s5.6 gene for receptor-like-kinase 58% 00 78%
AY162177.1  Medicago truncatula somatic embryogenesis receptor kinase 1 64% 00 74%

AJ008681  Zeamays serkl gene for somatic embryogenesis receptorike kinase 1~ 70% 20e™®  84%
NM 0011116631  Zea mays somatic embryogenesis receptor-iike kinase2 (serk2), mMRNA ~ 63% 30e™  96%
XM 0024540091 Sorghum hicolor hypothetical protein, mMRNA 63% 10e™® 94%

AM008701  Zeamays partial mRNA somatic embryogenesis receptorike kinase 3+ 56%  20e™®  96%
XM 0024540091 Sorghum bicolor hypothetical protein, mMRNA 63% 10e® 94%

AJM008701  Zeamays partial MRNA somatic embryogenesis receptor-ike kinase 3 56%  20e™®  96%

Andlisis de dominios proteicos estructurales conservados

El analisis de los genes PnSERK1 y PnSERK2 a través del programa Pfam y la base de
datos del NCBI confirmaron la presencia de dominios caracteristicos de proteinas quinasas
transmembrana. Este estudio demostré que, si bien, las secuencias de ambos genes no
fueron aisladas en su totalidad, ambas presentan el dominio quinasa y la region transmem-

brana correspondiente a receptores del tipo quinasa (Figura 11.3).
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Figura I1.3. Esquema comparativo de los dominios estructurales presentes en fragmentos
proteicos de los genes PnSERK1 y PnSERK2. PKinasa: Dominio quinasa. TM: dominio
transmembrana. LRR: Repeticiones ricas en leucina.

Estudios de filogenia de PNnSERKSs

Con el fin de investigar la identidad de los genes PNSERK1 y PNnSERK2 se llevaron a
cabo estudios de filogenia molecular. Para dicho analisis se utilizaron las secuencias ami-

nodcidicas de las proteinas SERK disponibles en las base de datos del NCBI.

En primer lugar se compararon las secuencias traducidas de los genes PnSERK1 y
PnSERK2 con las 13 secuencias de proteinas SERK de mayor homologia en las bases de
datos, con el fin de analizar los niveles de conservacion en los diferentes dominios (Figura
I1.4). La secuencia consenso consistid de 645 aminoacidos. Debido a que ambas secuencias
PnSERK son parciales, representan sélo un fragmento del gen completo. El alineamiento
indicd que la secuencia del gen PNSERK1 (307 aa) comenzé en el aminoacido nimero 186
y termin6 en el aminoécido 505 de la secuencia consenso, mientras que el gen PNnSERK2
(430 aa) inici6 en el aminoacido 204 y termind en el amino&cidos 636 de la secuencia de

aminodacidos consenso.

Se observaron diferentes niveles de conservacion de secuencia a lo largo de la proteina.
Un nivel muy bajo de conservacién se detectd en la region que abarca los aminoacidos del 1
al 45. Por otro lado, la region desde 45 al 303 muestran una conservacion de nivel medio y,
en este sector, pueden claramente definirse dos grupos diferentes de secuencias. Mientras
que el gen PnSERK1 se incluy6 en uno de los grupos, PNSERK2 alinea mejor con el otro
grupo. La regiéon 303-520 resulté ser muy conservada entre todos los miembros (esta es,
precisamente, la region correspondiente al dominio quinasa de las proteinas SERK). La re-
gién que contiene los aminoacidos entre 520 y 645 mostré un nivel medio de conservacion,
y nuevamente, se separan los mismos dos grupos de proteinas ya definidos por la region
45-303 (Figura 11.4).
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Figura Il.4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes proteinas
SERK. PNnSERK1 agrupa con PpSERK1, PpSERK?2 y SbSERK1. Por otro lado, PnSERK?2
agrupa en una rama diferente, con ZMSERK2 y ZmSERKS3, y SbSERK2. ScSERK1,
ZmSERK1 y OsSERK1 se encuentran también relacionados con este grupo.
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Figura Il.4. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes proteinas
SERK (Cont.).

A partir de este alineamiento se construyé un arbol filogenético (Figura 11.5) que confir-
mo que las secuencias aisladas de los dos genes SERK de P. notatum pertenecen a miem-
bros distintos de esta familia génica. El analisis realizado muestra tres grupos definidos. Uno
de estos grupos presenta tan solo dos miembros: la proteina SERK3 de trigo (TaSERKS3) y
la proteina SERK2 de arroz (OsSERK2). En los otros dos grupos se destaca la separacion
del PnSERK1 del PnSERK2. EI PNSERK1 se ubica en el mismo grupo que contiene a las
proteinas PpSERK1 y PpSERK2, SbSERK1, y OsBAIKL1 mientras que el PnSERK2 se aso-
cia con el resto de las proteinas analizadas: ZmSERK1/2/3, TaSERK1/2, OsSERK1, Os-
BAIK1.2, SbSERK2, AaSERK, CISERK, VVSERK1/Serlk, TcSERK, DISERK, DcSERK,
CcSERK, CuSERK, SISERK, LsSERK, CsSERK, AtSERK1/2/3/4/5. Este ultimo grupo, el
cual contiene a PNSERK2, presenta varios miembros que han sido descriptos como protei-
nas directamente asociadas a la embriogénesis somaticas, entre las cuales podemos desta-
car a: AtSERK1/2, DcSERK, ZmSERK.

Genes asociados a la aposporia 71



PpSERK]

OsBAIKL1 PoSERK2
10000
SLSERKY o
TaSERK3
144 /
PnSERK]
10000
10000~ . 0sSERK2
ZmSERK1 /
/ 10000
CISERK /
\ _TaSERK1
“~OsSERK1
~ DsBAIK1.2
\ 2 ? _ ZmSERK2
AaSERK N aaas 7 Y9996~ ~V.S§SESRE':-'3
PnSERK2 | T
VVSERLK1
TeSERK 9
VVSERKL 50\ £ N
CeSERK = caz/” 481 \
SISERK1 3510 . 9558 SR
CuSERK1 / N\ SERK3
/ 1
/ \ i
LsSERK | 9997 .
C3SERK /]| A \ 10000
/ ’," [ \
AtSERK1 / [ A7)
ALSERK2 (o ‘
. ISERK3A
SISERK3 \ <k
SISERK3B

ALSERKA

Figura I.5: Arbol filogenético con diferentes secuencias conocidas de proteinas SERK.

Entre los miembros mas estudiados de las proteinas SERK se encuentran los pertene-
cientes a Arabidopsis thaliana. La familia de proteinas SERK en arabidopsis esta compuesta
por 5 miembros, dos de los cuales (AtSERK1/2) fueron asociados directamente con la em-
briogénesis somética. Por lo tanto, realizamos un nuevo analisis filogenético Gnicamente con
dichos miembros para poder confirmar la asociacion de nuestros genes con la embriogéne-

sis somatica (Figura 11.6).

El analisis revel6é que PnSERK1 se encuentra distante de las demas proteinas utilizadas
en este analisis. Mientras que PNSERK2 agrup6 junto a las proteinas AtSERK1 y AtSERK2,

y cercano a los demas miembros de la familia SERK de arabidopsis.

Genes asociados a la aposporia 72



AEE35238.1_ AtSERK1
|

PnSERK2
PnSERKL| \ | AEE31686.1 AtSERK2
T'"ibooo
9990
59693‘
/s81s T AAK68074.1_AtSERK3
,//xﬁ
/
.r"/
AEC06259.1_AtSERKA .
1000 AEC06260.1_AtSERKS

Figura I1.6: Arbol filogenético con proteinas SERK de Arabidopsis thaliana.

Andlisis del nUmero de copias de genes PNnSERK

Con el fin de estimar el nUmero de copias aproximado de la familia SERK en P. notatum
se realiz6 una hibridacion de Southern Blot, utilizando un fragmento de 711 pb homélogo a

ambos clones PNSERKs como sonda.

El fragmento de 711pb esta contenido en ambos PnSERK aislados: corresponde a las
posiciones 1052-1760 del clon PnSERK1 y a las posiciones 802-1027 y 1195-1333 del clon
PnSERK2. El fragmento mostré una similitud del 99% (e-value: 0,0) y el 74% (e-value: 1 €%
con los genes PnSERK1 y PNnSERK2, respectivamente. La temperatura a la cual se realizé
la hibridacion (63°C) permite la hibridacion de ambos miembros de la familia SERK

(PNSERK1 y PNSERK2).

Los experimentos se realizaron sobre los genotipos parentales: Q4117 (apomicticos) y
Q4188 (sexual), asi como dos progenies F; (Figura I1.7). EI ADN gendémico se digirié con
tres enzimas de restriccion (Pstl, EcoRI y Haelll). Tanto Pstl y EcoRI no digieren la secuen-

cia de 711 pb internamente. Haelll posee un sitio de restriccion interno (en la posicién 121).

Los experimentos de hibridacion detectaron entre 2 y 3 bandas con las enzimas de res-
triccibn que no digieren internamente la sonda (Figura 11.7). Por lo tanto, al menos 3 copias
correspondientes a miembros de genes diferentes y/o alelos estan presentes en el genoma

de P. notatum.
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Figura II.7: Hibridacion de Southern Blot

Andlisis cuantitativos de expresion de genes SERK en tejido floral

A fin de estudiar los patrones de expresion de los genes PNSERK1 y PNnSERK2 se lleva-
ron a cabo experimentos de gRT-PCR sobre ADNc derivado de ARNm de espiguillas de los
genotipos Q4117 y Q4188 en diferentes estadios del desarrollo reproductivo (premeiosis,
meiosis, postmeiosis y antesis). Las reacciones de amplificacion fueron realizadas emplean-
do cebadores que permiten la amplificacién especifica de cada gen (Tabla Il. 2). Los genes
de referencia utilizados para la normalizacion de la expresion fueron la R-tubulina y glucosa-

6-fosfato deshidrogenasa.

Los estudios de expresion realizados mostraron que PNSERK2 presenta niveles supe-
riores de expresion a los observados para PNnSERK1 (entre seis y quince veces), tanto en
Q4117 como en Q4188, en todos los estadios del desarrollo reproductivo. El analisis compa-
rativo de las variaciones de expresion de PnSERK2 entre ambos genotipos detectaron dife-
rencias significativas en los estadios de premeiosis, postmeiosis y antesis (p<0,02). Siendo
mayor la expresion en el genotipo apomictico en el estadio de premeiosis y postmeiosis y

menor en el estadio de antesis (Figura 1.8 A).
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Figura 11.8: Gréfica de los niveles de expresion relativa durante los diferentes estadios
del desarrollo reproductivo de los genes PNnSERKs. A) Andlisis comparativo de cada gen
en los diferentes estadios del desarrollo reproductivo. B) Andlisis comparativo de cada
gen en los genotipos apomictico y sexual.
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Los estudios comparativos para el PnSERK1 mostraron diferencias significativas Unica-

mente en el estadio de antesis (p<0,002), siendo mayor la expresion en el genotipo sexual.

El analisis de la expresion relativa sobre cada genotipo en los diferentes estadios del
desarrollo reproductivo revelé que en el genotipo sexual, la variacion de la expresion obser-
vada entre los diferentes estadios de los genes PnSERK1 y PnSERK?2 fue similar (Figura 11.8
panel B), observandose valores maximos en los estadios de meiosis y antesis. Sin embargo,
el patron de expresién en el genotipo apomictico resulté diferente (Figura 11.8, panel B). En
éste se observa que la expresion disminuye gradualmente a medida que avanza el desarro-
llo reproductivo. Esto podria indicar que posiblemente haya una regulacién diferencial en la
expresion de estos genes en el genotipo apomictico a la que estaria presente en el genotipo

sexual.

Estudios de hibridacién in situ de tejidos de genes PNnSERK

Con el objetivo de determinar la localizacién precisa de la expresion de los genes SERK
aislados de P. notatum, se realizaron experimentos de hibridacion in situ de tejido en dos
estadios diferentes del desarrollo reproductivo: meiosis y antesis. Los mismos fueron selec-
cionados debido a que son claves en el desarrollo de las células iniciales de la aposporia y
del saco embrionario, respectivamente y fueron los estadios en los cuales se detectaron
diferencias significativas durante el analisis de expresion por qRT-PCR (ver seccién ante-

rior).

Los experimentos fueron realizados utilizando sondas especificas para cada uno de los
genes. Para el PnSERK1 se utilizé un fragmento de 550 pb (correspondientes a las posicio-
nes 750 - 1300) el cual no presenta homologia con el PNSERK2. Para el PNnSERK2 se utilizé
un fragmento de 600 pb (comprendido entre las bases 1330 - 1930), sin homologia de se-

cuencia con el PnSERK1.

En el caso del PNSERKZ1, al hibridar con las sondas sentido y antisentido correspondien-
tes no se observo hibridacién en ninguno de los estadios analizados, en ambos genotipos
(Figura 11.9). Probablemente, esto se deba a la baja expresién general del gen, como pudo
evidenciarse en los andlisis de PCR en tiempo real. Por el contrario, la hibridaciéon con el
gen PnSERK2 mostr6é sefiales de expresion en ambos genotipos bajo estudio (Q4117 y
Q4188). La hibridacién con la sonda antisentido revelé una disposicion espacial diferente

entre los genotipos sexuales y apomicticos. En el genotipo Q4117 (apomictico), se observo
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una fuerte hibridacién con la sonda antisentido en células de la nucela que rodean a la célu-
la madre de la megéaspora y parte de los tegumentos, en el 6vulo en el estadio de meiosis.
Es de destacar que no se observd hibridacion en las células en division meidtica ni en las
células de los labios (Figura 11.10.a-b). En el estadio de antesis, la localizacién de los trans-

criptos de PnSERK?2, se localizaron sobre los tegumentos y en el aparato del huevo.

La hibridacién con la sonda antisentido en el genotipo Q4188 (sexual), manifestd hibri-
dacion sobre los haces vasculares del ovario en el estadio de premeiosis (Figura 11.10.e). En
el estadio de meiosis, pudo detectarse la expresidn de transcriptos sobre la zona donde se
encuentra la célula madre de la megaspora (CMM), aunque no se puede apreciar la misma
(Figura 11.10.1). En el estadio de antesis, solo se observé hibridacion en los tegumentos del
ovario y sobre las antipodas.(Figura 11.10.g). Asimismo se observé expresidon en anteras

pero no en los granos de polen.

La hibridacion con la sonda sentido de PnSERK2 no produjo sefales significativas sobre
el 6vulo del genotipo Q4117. Sin embargo, en el genotipo Q4188 la sonda sentido mostré
sefales de hibridacion sobre células de la nucela en un estadio previo a la meiosis. En el
estadio de antesis, no se observé sefial en ninguno de los dos genotipos analizados (Figura
[1.10.1).

Los resultados obtenidos muestran que la expresion del gen PNSERK2 se distribuye
mayoritariamente en el tejido esporofitico del évulo tanto en los genotipos apomicticos como
sexuales. De manera similar a lo informado en Poa pratensis (Albertini y col., 2005) se ob-
servd expresion del gen PNnSERK2 especificamente sobre la célula madre de la megaspora
(CMM) en el genotipo sexual, mientras que en el genotipo apomictico se observd expresion
sobre las células de la nucela que rodean a la célula arquesporial en division. Estos resulta-
dos soportan la hipotesis de que los genes SERK patrticiparian de la/s via/s de sefalizacion
de los procesos de diferenciacién celular que ocurren en el 6vulo e indicaria que la regula-
cién de su expresion y/o su accién sobre las moléculas blanco serian diferentes en plantas

con diferente modo de reproduccion.
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Figura 11.9. Hibridacién in situ sobre tejido reproductivo del gen PnSERK1. No se observo
hibridacion en ninguno de los estadios analizados. A-D: Hibridacion con la sonda antisen-
tido del gen PnSERK1. E-F: Hibridacién con la sonda sentido del gen PnSERK1. A:
Q4117 (apomictico) 6vulo en estadio de meiosis. B: Q4117 (apomictico) 6vulo hibridado
en el estadio de. C: Q4188 (sexual) 6vulo en el estadio de meiosis. D: Q4188 (sexual)
Ovulo en el estadio de antesis. E: Q4117 (apomictico) 6vulo en el estadio de meiosis. F:
Q4188 (sexual) 6vulo en el estadio de meiosis.
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Figura 11.10. Hibridacidn in situ sobre tejido reproductivo del gen PnSERK2 (ver leyenda
abajo)
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Figura 11.10 (cont.). Hibridacién in situ sobre tejido reproductivo del gen PnSERK2. A:
Q4117 (apomictico) 6vulo en estadio de meiosis hibridado con la sonda antisentido del
gen PNSERK2. Se observé una fuerte hibridacién en células de la nucela, que rodea a la
célula madre de la megéaspora, y también en parte de los tegumentos. No se observé hi-
bridacion en la célula madre megéspora ni en las células de los labios (rodeado por una
linea punteada). B: Q4117 (apomictico) 6vulo hibridado en el estadio de antesis con la
sonda antisentido del gen PnSERK2. Se observa una fuerte hibridacion tanto en los te-
gumentos y como en el aparato del huevo. C: Vista mas cercana de otro 6vulo en antesis
del genotipo Q4117 hibridado con la sonda antisentido PNSERK2. Se observa hibridacion
en los tegumentos y el aparato de huevo. D: Q4117 (apomictico) 6vulo en el estadio de
premeiosis. Se observa hibridacion en las células madre del polen sobre los primordios
de anteras. E: Q4188 (sexual) 6vulo en el estadio de premeiosis, hibridado con la sonda
antisentido de PnSERK?2. La hibridacién se detecta en todo el sistema vascular. F: Q4188
(sexual) 6vulo en el estadio de meiosis hibridado con la sonda antisentido PnSERK2. Se
detecta una hibridacién en la zona de la célula madre de la megéspora (cmm). G: Una vi-
sibn mas distante de un 6vulo del genotipo Q4188 (sexual) en el estadio de antesis hibri-
dado con la sonda antisentido PnSERK2. Se detecta hibridacion sobre las paredes del
ovario y en las antipodas. H: Q4188 (sexual) anteras, hibridadas con la sonda antisentido
SERK. No se observé sefial en las células del polen. I: Q4117 (apomictico) 6vulos en es-
tadio de meiosis hibridados con una solucién de control sin sonda. Ninguna sefial fue ob-
servada. J: Q4117 (apomictico) 6vulos en meiosis hibridados con una sonda sentido
PnSERK2. No se detect6 sefial. K: Q4188 (sexual) en el estadio premeiético del évulo hi-
bridado con una sonda sentido PNSERK2. Una sefial fuerte se observo en una porcion de
la nucela, en una capa de células cerca de la MMC, hacia el polo chalazal. L: Q4117
(apomictico) 6vulo en el estadio de antesis hibridado con una sonda sentido PnSERK?2.
No se observa sefial. cmm: célula madre de la megaspora. Ic: las células de los labios.
nres: saco embrionario no reducido. res: saco embrionario reducido ea: aparato del hue-
vo. op: primordio de 6vulo. pmc: células madre del polen. p. polen, an: antipodas. Las ba-
rras corresponden a 100 micras.
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Localizacién en in silico de las secuencias de PnSERK1 y PnSERK2 sobre el genoma

de arroz 'y maiz

Con el objetivo de localizar secuencias ortélogas a los genes SERK aislados de P. nota-
tum en especies modelo, se realiz6 un estudio de mapeo in silico de ambos genes sobre
Oryza sativa y Zea mays utilizando las bases de datos publicas GRAMENE

(hppt://www.gramene.org) y Maizesequence ( hppt://www.maizesequence.org).

Localizacion de PnSERK1 en el genoma de Oryza sativa

Los andlisis de alineamiento realizados con el gen PnSERK1 sobre el genoma de Oryza
sativa revelaron la presencia de una copia del mismo ubicada sobre el cromosoma 2 de
arroz (Figura I1.11). En la tabla 1.6 se muestran la localizacion fisica en pares de bases de la
secuencia de PNnSERK1, el cromosoma de arroz en el cual se localiza, la posicion en pares
de base sobre el cromosoma de arroz, el e-value, el porcentaje de identidad de secuencia y
la longitud de la misma.

Esta secuencia se encontré en el cromosoma 2 de arroz en la posicién 7711946 -
7713149 pb (e-value 2,2 e®’), separado por regiones que no presentan homologia alguna
de secuencia. Estas secuencias no homologas internas consistirian en los intrones corres-
pondientes a este gen. El fragmento del PnSERK1 con similitud de secuencia con esta re-
gién del cromosoma 2 de arroz comprende 1137 nucledétidos que abarcan desde el nucledti-
do 584 al 1721 del gen.

Figura I.11: Grafico del genoma de Oryza sativa. Las puntas de flechas rojas sobre los
cromosomas de arroz indican la posicion fisica en la cual se encuentras las regiones orto-
logas al gen PNSERK1.
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Tabla 11.6: Datos del alineamiento de secuencias entre PnSERK1 y el genoma de Oryza
sativa.

PnSERK1  Crom. Arroz Posicion e-value % ldentidad  Longitud
584 - 647 Crom. 2 7713086 - 7713149  2.2e-167 82.81 64
755 - 781 Crom. 2 7712960 - 7712986  2.2e-167 92.59 27
827 - 876 Crom. 2 7712865 - 7712914  2.2e-167 94.00 50
929 - 1287 Crom. 2 7712439- 7712797 2.2e-167 86.94 360
1478 - 1721 Crom. 2 7711946 - 7712189  2.2e-167 88.93 244

Localizacion de PnSERKL1 en el genoma de Zea mays

La localizacion fisica in silico del gen PNSERK1 sobre el genoma de Zea mays mostré
que las secuencias ortélogas del gen se encuentra sobre los cromosomas 5 y 6 de maiz
(Figura 11.12). La Tabla 1.7 resume los datos de los alineamientos de secuencia entre el gen

SERK de P. notatum y el genoma de maiz.
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Figura I11.12: Grafico del genoma de Zea mays. Las puntas de flechas rojas sobre los
cromosomas de maiz indican la posicién fisica en la cual se encuentran las regiones orto-
logas al gen PNSERK1.

Como podemos observar en este caso, se ve una alta similitud de secuencia (e-value:
0.0y 1,4e®") en los cromosomas 5 y 6 de maiz. En el cromosoma 5, se encuentra la mayor
porcion del gen PNSERK1. La similitud de la secuencia abarca 1223 nucledtidos de los 1760

que comprende el gen. El fragmento homadlogo contiene a los nucleétidos del 515 al 1738
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del PNSERK1 y comprende la region, entre 146839257 pb y 146840472 pb del cromosoma 5
de maiz, con ciertas regiones con ausencia de ortologia, posiblemente por pertenecer a se-

cuencias intrénicas.

El cromosoma 6 de maiz presenta una secuencia ortdloga de la porcion comprendida
entre los nucledtidos 943 y 1738 de este gen. Esta region comprende el dominio quinasa de

la secuencia del gen SERK, y es la regidbn mas conservada del mismo.

Tabla 11.7: Datos del alineamiento de secuencias entre PNSERK1 y el genoma de Zea
mays.

PnSERK1 Cf?nn;- iea Posicion e-value % Identidad  Longitud

515 - 879 CI’OI’T):. 5 146839257 - 146839619 0. 86.76 370
943 - 1307 Crom. 5 146839680 - 146840044 0. 91.51 64
1465 - 1738 Crom. 5 146840199 - 146840472 0. 92.00 275
943 - 1314 Crom. 6 102396444 - 102396815  1.4e-257 92.23 373
1469 - 1738 Crom. 6 102396970 - 102397239  1.4e-257 89.30 271

Localizacion de PNnSERK2 en el genoma de Oryza sativa

El analisis in silico de la secuencia del gen PNSERK2 muestra dos regiones ortdlogas en
el genoma de arroz, localizados sobre los cromosomas 4 y 8 (Figura 11.13). Una de ellas se
encuentra localizada sobre el brazo largo del cromosoma cuatro de arroz en la posicion
22.682.669 - 22.684.503 (Tabla 11.8), conteniendo 1669 nucleétidos del gen desde el nucleo-
tido 74 al 1723. La segunda se sitta sobre la region distal del brazo corto del cromosoma 8
de arroz, en la posicion 4.347.085 - 4.348.253, comprendiendo los nucle6tidos desde el 673
al 1942 (1269 pb) del gen.

Genes asociados a la aposporia 83



‘ ‘ | I
. | I l ' ! l 10 ! l Pt
Figura 11.13: Gréfico del genoma de Oryza sativa. Las puntas de flechas rojas sobre los

cromosomas de arroz indican la posicion fisica en la cual se encuentran las regiones orto6-
logas al gen PnSERK2.

Tabla 11.8: Datos del alineamiento de secuencias entre PNnSERK2 y el genoma de Oryza
sativa.

PnSERK2  Crom. Arroz Posicion e-value % |dentidad Longitud
74 - 192 Crom. 4 22682669 - 22682787 3.1e-213 89.17 120
673 - 1036 Crom.4 22683236 - 22683599 3.1e-213 85.79 366
1179 - 1529 Crom.4 22683962 - 22684310 3.1e-213 84.75 354
1604 - 1723 Crom.4 22684384 - 22684503 3.1e-213 85.25 122
673 - 793 Crom. 8 4348253 - 4348373 4.5e-58 85.25 122
1290 - 1527 Crom. 8 4347548 - 4347785 8.9e-71 83.40 241
1846 - 1942 Crom. 8 4347085 - 4347181 8.9e-71 85.00 100

Localizacion de PnSERK2 en el genoma de Zea mays

La localizacion fisica del gen PNSERK2 sobre el genoma de maiz indica que el mismo
se encuentra representado por dos copias posicionadas sobre los cromosomas 4 y 5 de
maiz (Tabla I1.9, Figura 11.14)
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Tabla 11.9: Datos del alineamiento de secuencias entre PNSERK2 y el genoma de Zea

mays
PnSERK2 Crom. Zea Posicion e-value % Identidad
mays
5-329 Crom. 5 176215947 - 176216271 0. 90.46
356 - 505 Crom. 5 176216298 - 176216449 0. 83.97
657 - 1137 Crom. 5 176216601 - 176217081 0. 92.15
1170 - 1788 Crom. 5 176217103 - 176217715 0. 92.89
1805 - 1973 Crom. 5 176217737 - 176217905 0. 88.76
5-329 Crom. 4 124636274 - 124636598 0. 89.54
657 - 1123 Crom. 4 124636927 - 124637393 0. 90.41
1174 - 1745 Crom. 4 124637440 - 124638004 0. 92.48
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Figura I1.14: Gréfico del genoma de Zea mays. Las puntas de flechas rojas sobre los
cromosomas de arroz indican la posicion fisica en la cual se encuentran las regiones orto-
logas al gen PNSERK?2

En la posicién 124636274 - 124638004 del cromosoma 4 de maiz vemos el fragmento
de mayor longitud: abarcando los nucleotidos del 5 al 1745 (1740 pb) del gen PnSERK2.

Otra region de alta homologia que comprende una fraccion apenas mayor (desde el nucleo6-

tido 5 al 1973) del gen PnSERKZ2, se localiza sobre el cromosoma 5 de maiz, en las posicio-
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nes 176215947 - 176217905. En ambas secuencias ortélogas se observa nuevamente la

falta de ortologia interna por presencia de intrones.

Localizacion de los genes PNnSERK sobre el mapa genético de Paspalum notatum

Con el objetivo de determinar la localizacion de las secuencias de los genes PnSERK 1
y 2 en el mapa genético de P. notatum se realizaron experimentos tendientes a detectar
polimorfismos genéticos de sus respectivas secuencias, entre los genotipos Q4188 y Q4117
(progenitores de la poblacion de mapeo utilizados para la construccién de un mapa de liga-
miento genético por Stein y col., 2007) que resultaran adecuados para los analisis de liga-
miento. A pesar de numerosos intentos que incluyeron distintas técnicas como la generacién
de marcadores del tipo SCAR y CAPS, no fue posible detectar polimorfismos segregantes
entre ambos progenitores. Este resultado indica que existe una alta homologia entre las se-

cuencias PNSERK en ambos genotipos (Figura 11.15).
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Figura 11.15. Gel de agarosa al 2%. Ensayo de CAPS a partir del gen PnSERK2 sobre los
genotipos parentales, utilizando cinco enzimas de restriccion diferentes.

CLONADO Y ESTUDIOS DE EXPRESION DEL GEN EXS
Clonado de una secuencia parcial del PnEXS gendmico.

Tres secuencias conocidas de los dominios EXS de arroz, maiz y sorgo fueron alinea-
das (EES17313.1 de Shorgum bicolor, ACG42380.1 de Zea mays, BAG89435 de Oryza sa-
tiva) con el objetivo de determinar las zonas conservadas del dominio. En base a este ali-

neamiento fueron disefiados cebadores heterdlogos (Tabla 11.1). La amplificacién con estos
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cebadores generaron un fragmento de 2298 pb, presente en el genotipo Q4117 y Q4188, el
cual fue clonado y secuenciado. Las secuencias aisladas a partir de ambos individuos (se-
xual y apomictico) resultaron ser muy similares entre si (ID: 99%, e-value 0.0), observando-

se solo ciertas diferencias localizadas, en su mayoria, en regiones no codificantes.

Analisis de similitud de secuencias de PnEXS

La similitud de la secuencia del gen PnEXS fue realizada en la base de datos del NCBI.
Al efectuar un andlisis del tipo BLASTN, este fragmento present6 una alta similitud de se-
cuencia con varios genes EXS (Tabla 11.10), conservando el 99% de similitud de secuencia
con el gen EXS XM_002443430.1 de Sorgo bicolor (e-value: 2 €%, un 90% de similitud, con
el gen EXS AL928754.2 de Oryza sativa (e-value: 2 €**) y un 97% con el gen EXS
NM_003579155.1 de Zea mays (e-value: 3 e™®).

Tabla 11.10. Andlisis de similitud de secuencias (BLAST) para el PnEXS.

Accesion Descripcion C(Zob. e-Value IZA::](_
XM_002443430.1  Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 28% 200e® 9%
XM _002443428.1  Sorghum bicolor hypothetical protein, mMRNA 11% 200e® 95%
NM_001157853.1 ' Zea mays EXS, C-terminal (LOC100284958), mRNA 28% 300e” 9%

AL928754.2  Oryza sativa chromosome 12, BAC OSIJNBa0056D07, sequence  50% 2,00e®  90%
AL713904.3  Oryza sativa chromosome 12, . BAC 0J1306_HO03, sequence 50% @ 200e® 90%
XM_003563711.1 Brachypodium distachyon SPX and EXS domain, mRNA 28% 100e® 98%
AK248801.1  Hordeum vulgare subsp. vulgare cDNA clone: FLbaf5I02, mMRNA 9%  500e¥  91%

El andlisis de las secuencias de OSEXS, ZmEXS y SbEXS, indican que los mismos po-
seen entre 12 y 13 exones segln la especie. Por ejemplo, el gen EXS en Oryza sativa pre-
senta 13 exones, mientras que en Zea mays y Sorgo bicolor contiene 12 exones, aparente-
mente el OSEXS presenta un exén mas en el extremo 5’ de la secuencia. Al realizar un ali-
neamiento de estas secuencias con la secuencia del PnEXS utilizando una versién libre del
programa Sequencher 4.0, revel6 que la misma comprendia la secuencia del gen EXS des-
de los exones 4 al 10 segun el alineamiento con las secuencias de SbEXS y ZmEXS, o de
los exones 5 al 11 segun la secuencia del gen OSEXS, interrumpida por los correspondien-
tes intrones (Figura 11.16).
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Figura 11.16. Analisis de alineamiento de secuencias entre los genes PnEXS y los exones
correspondientes a los genes SbEXS, ZmEXS y OsEXS.

Estos resultados indicaron que PnEXS es similar a los genes ZmEXS y SbEXS. Para
corroborar este resultado, se realiz6 un andlisis de similitud de secuencias utilizando la he-
rramienta BLASTN del programa presente en la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) seguido de un analisis filogenético con las secuencias halladas

en dicha base de datos.

Estudios de filogenia de secuencias del gen EXS de P. notatum

Con el fin de investigar la relacion existente entre el gen PnEXS con otros genes EXS
conocidos, se realizaron estudios filogenéticos utilizando el programa Phylip (Felsenstein
2005). Para dicho andlisis se utilizaron tanto las secuencias aminoacidicas como nucleotidi-
cas de estos genes registradas en la base de datos del NCBI. Siete secuencias nucleotidi-
cas codificantes de genes EXS: EES17313.1 de Sorgo bicolor, ACG42380.1 de Zea mays,
BAG89435 de Oryza sativa, JF747408.1 de Lolium perenne y XM_003533575 de Glycine
max, junto a las dos secuencias pertenecientes a P. notatum fueron analizadas. Como se
puede observar en la figura 1.17, las secuencias nucleotidicas de P. notatum presentan una
alta similitud de secuencia con los genes EXS de Sorgo bicolor, Zea mays, Oryza sativa,

Lolium perenne y Glycine max.
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Figura 11.17. Andlisis de alineamientos de secuencias nucleotidicas codificantes de varios
genes EXS.
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Figura 11.17. (cont.) Andlisis de alineamientos de secuencias nucleotidicas codificantes
de varios genes EXS.

La secuencia codificante del gen PnEXS comprende desde el nucle6tido 213 al 851 de
la secuencia consenso, tan solo 639 pb de los 2298 pb que contiene la secuencia gendémica
aislada. El analisis del alineamiento muestra que la secuencia codificante del genotipo
Q4117 difiere en solo dos nucleétidos de la secuencia codificante de Q4188. En la posicién
525 de la secuencia consenso, se observa un cambio de una adenina (A), presente en el
genotipo Q4117, por una guanina (G), en el genotipo Q4188, y en la posicion 696 una citosi-

na (C), en el genotipo Q4117, fue reemplazada por una timina (T) en el individuo Q4188.

Posteriormente realizamos un andlisis utilizando las secuencias proteicas de los genes
EXS (Figura 11.18). Al efectuar este estudio de alineamiento con las secuencias aminoacidi-
cas, notamos que las transversiones (mutaciones en las que se produce el cambio de una
piridina por una purina o viceversa), encontradas entre el genotipo sexual y el genotipo

apomictico, resultaron ser mutaciones silenciosas, es decir, que a pesar de exhibir una base
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diferente, el aminoacido para el cual

modifica.
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Figura 11.18 Analisis de alineamiento de secuencias aminoacidicas de varios genes EXS

hallados en las bases de datos de NCBI.
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El andlisis de la secuencia aminoacidica muestra una secuencia consenso de 472 ami-
noacidos siendo la secuencia con mayor nimero de residuos aminoacidicos utilizada la co-
rrespondiente al gen de Vitis vinifera (XP_002274355.2) (Figura 11.18). Se puede advertir
que las secuencias proteicas, como era de esperarse luego de observar el alineamiento nu-
cleotidico, es altamente similar en las distintas especies analizadas. La secuencia proteica
del gen PnEXS es parcial comenzando en el aminoacido 186 hasta a la posicién 421 (inclu-

yendo 236 aminoacidos totales).

Al confeccionar el arbol filogenético podemos ver que el gen PnEXS se encuentra aso-
ciado a los genes EXS de sorgo bicolor y maiz (Figura 11.19). Esto se ajusta a lo esperado,

debido a que los tres pertenecen a la familia de las Poaceas, subfamilia Panicoideas.
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w0 L paexs

& ABA99182.2_OsEXSfamily

XP_003563759.1_BdSPX/EXS

b AFA36537.1_LpEXSfamily

XP_002274355.2_WSPX/EXS

73
[ - XP_002515726.1_RcEXS
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Figura 11.19. Arbol filogenético de varios genes EXS hallados en la base de datos del
NCBI.

Andlisis de namero de copias de PnEXS

Con el fin de estimar el nimero de copias aproximado de la familia EXS en P. notatum

se realizé una hibridacién de Southern blot, utilizando el fragmento de 2298 pb correspon-
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diente a los genes PnEXS. Se hibridaron los dos genotipos parentales: Q4117 (apomicticos)
y Q4188 (sexual) (Figura 11.20). EI ADN gendmico se digirié con tres enzimas de restriccion
(EcoRl, Hindlll y Haelll). Tanto EcoRI como Haelll poseen sitios de restriccion interno en la
sonda. EcoRI contiene dos sitios de restricciéon en la misma, generando 3 fragmentos de
diferentes tamarios: uno de 960 pb, otro de 810 pb y un tercero de 560 pb aproximadamen-
te. Haelll, posee un Unico sitio de restriccion que genera dos fragmentos: uno de 990 pb y

otro de 1340 pb. Hindlll no digieren la secuencia de 2298 pb internamente.

Como resultado de la hibridacion se detectaron entre 4-5 bandas de hibridacion del
PnEXS con la enzima de restriccion Hindlll, 6 fragmentos con EcoRIl y 4 fragmentos con
Haelll, por lo cual se deduce que existen entre 2 y 4 copias correspondientes diferentes

genes y/o alelos de EXS en el genoma de P. notatum (Figura 11.20).

« EcoRl Hindill Haelll
S SAY. o5 A" TS WA

Figura 11.20. Hibridacion de Southern Blot del gen PNnEXS sobre ADN de P. notatum.

Andlisis cuantitativo de la expresién de PnEXS en tejido floral

Con el proposito de estudiar los patrones de expresion del PNEXS durante el desarrollo
reproductivo de P. notatum, se realizaron experimentos de qRT-PCR sobre ADNc obtenido a
partir de ARN total extraido de espiguillas durante diferentes estadios del desarrollo repro-
ductivo (premeiosis, meiosis, postmeiosis y antesis) de los genotipos Q4188 y Q4117. Las
reacciones de amplificacién fueron realizadas utilizando cebadores especificos del gen (Ta-
bla I1.11). El amplicén obtenido fue de 170 pb.
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Tabla I1.11. Cebadores utilizados para amplificar el gen PNEXS a partir de cDNA.

Cebador Secuencia
PRTEXSF GTGTTCTCAGATCTGGAGCGTTCGG
PRTEXSR CGCCACAAGTAGGGGAACACAAGAAG

Los andlisis de expresion relativa en los diferentes estadios del desarrollo mostraron que
la expresion de gen PnEXS es similar en ambos genotipos (Figura 11.21). Un andlisis esta-
distico del mismo utilizando el programa Rest2009 reveld que las diferencias de expresion

encontradas fueron no significativas (p>0,05).

A)

~ WPnEXS Q4188
“ PNEXS Q4117

Relacién de Expresién

Premeiosis Meiosis Postmeiosis Antesis

B)

“PreMeiosis
" Meiosis
¥ PostMeiosis

® Antesis

Relacién de expresion

PNEXS Q4188  PnEXS Q4117

Figura 11.21: Gréafica de expresion relativa vs. estadios del desarrollo reproductivo. A)
Comparacion entre los genotipos apomicticos y sexual. B) Comparacion entre los distin-
tos estadios del desarrollo reproductivo.
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Estudios de hibridacion in situ de tejido

La hibridacion in situ de tejido se realizé con el fin de observar la localizacion de la ex-
presion de los transcriptos del gen PnEXS en inflorescencias de los genotipos Q4188 y
Q4117. Dos estadios diferentes del desarrollo reproductivo: el estadio de meiosis y el de
antesis, fueron analizados, utilizando una sonda especifica para el gen PnEXS de 600 pb,

gue contenia a los exones 9y 10.

En la Figura 11.22, se muestran los resultados obtenidos para la hibridacion in situ de te-
jido del gen PnEXS. Al hibridar con la sonda antisentido del gen PnEXS, la cual detecta al
transcripto sentido del mismo, no se pudo detectar hibridacion en ninguno de los 6vulos en
el estadio de meiosis analizados de ambos genotipos: Q4117 (apomictico) (Figura 11.22.a) y
Q4188 (sexual) (Figura 11.22.d). Sin embargo, en el estadio de antesis, se pudo localizar la
expresion del transcripto sentido tanto en el genotipo sexual como en el apomictico. La dis-
posicién de la sefial fue muy contrastante entre los genotipos con diferente modo de repro-
duccién. La expresion del transcripto sentido del PNEXS se localiza en todo el tegumento del
ovario, del individuo sexual, incluyendo el aparato del huevo (Figura 11.22.e y f), en cambio,
en el genotipo apomictico, solo pudo advertirse una pequefa sefial de hibridacién sobre

algunas células del tequmento que rodean los sacos embrionarios (Figura 11.22 b y d).

Al realizar el estudio utilizando la sonda sentido, el genotipo sexual no presenté un nivel
detectable de expresién en ninguno de los dos estadios ensayados (Figura 11.22 j-I). Sin em-
bargo, curiosamente, en el genotipo apomictico podemos observar una regién en la cual
algunas células de la nucela, localizadas en el extremo opuesto a la célula madre de la me-
gaspora, presentan una hibridacién apreciable durante el estadio de meiosis (Figura 11.22 h-
i). La expresion del gen antiPnEXS sobre estas células de la nucela no nos permite discernir
si este gen presenta 0 no una funcién en la generacion de células iniciales de la aposporia
en genotipos aposporicos, indicando que estudios mas exhaustivos sobre el mismo deben
ser realizados poder esclarecer su posible funcién en dichas células. En el estadio de ante-

sis no se detectd hibridacién en ninguno de los dos genotipos estudiados (no mostrado).
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Figura 11.22. Hibridacién in situ de tejido del gen PnEXS en ovarios. a-f) Hibridacién con
la sonda antisentido (detecto transcripto sense). g - I) Hibridacién con la sonda sentido. a
- cy g - i) Hibridacién sobre 6vulos del genotipo apomictico (Q4117) en los estadios de
meiosis (a, g, h e i) y antesis (b y c). d - fyj - I) Hibridacion sobre évulos del genotipo se-
xual (Q4188) en los estadios de meiosis (dy j) y antesis (e, f, Ky I).
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Localizacion in silico de la secuencia de PNEXS sobre el genoma de arroz y maiz

Con el objetivo de localizar las secuencias ortélogas al gen EXS aislado de P. notatum
en especies modelo, se realizd un estudio de mapeo in silico sobre Oryza sativa y Zea
mays utilizando las bases de datos publicas Gramene (www.gramene.org) y Maizesequence

(www.maizesequence.org).

Localizacién de PnEXS en el genoma de Oryza sativa

Los analisis de alineamiento realizados con el gen PnEXS sobre el genoma de Oryza
sativa revelaron la presencia de tan solo una copia del gen ubicada sobre el cromosoma 12
de arroz (Figura 11.23). En la tabla 11.12 se muestran la localizacién fisica en pares de bases
de la secuencia de PnEXS, el cromosoma de arroz en el cual se localiza, la posicion en pa-
res de bases sobre el cromosoma de arroz, el e-value, el porcentaje de identidad de se-

cuenciay la longitud de la misma.
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Figura 11.23: Grafico del genoma de Oryza sativa. Las puntas de flechas amarillas sobre
los cromosomas de arroz indican la posicion fisica en la cual se encuentran las regiones
ortélogas al gen PnEXS.

La posiciobn exacta sobre el cromosoma 12 de arroz corresponde a: 24943149-
24945591 pb (e-value: 1,7 %), separado por regiones que no presentan homologia alguna

de secuencia. Estas secuencias no homologas internas consistirian en los intrones del gen.
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El fragmento del PnEXS con similitud de secuencia en esta regién del cromosoma 12 de

arroz comprende 2275 nucleétidos que abarcan desde el nucleétido 5 al 2280 del gen.

Tabla I1.12: Datos del alineamiento de secuencias entre PNEXS y el genoma de Oryza
sativa.

PnEXS Crom. Arroz Posicion e-value % Identidad  Longitud
5-121 Crom. 12 = 24945475 - 24945591 1.7e-163 89.74 117
544 - 672 Crom. 12 24945006 - 24945134 1.7e-163 91.47 129
1229 - 1366 Crom. 12 = 24944206 - 24944343 @ 1.7e-163 86.43 140
1495 - 1558 Crom. 12 24943994 - 24944057 1.7e-163 98.44 64
1792 - 1860 Crom. 12 24943659 - 24943726 1.7e-163 89.86 69
1957 - 2117 Crom. 12 24943321 - 24943481 1.7e-163 83.44 163
2218 - 2280 Crom. 12 24943149 - 24943211 @ 1.7e-163 90.48 63

Localizacion de PnEXS en el genoma de Zea mays

El mapeo in silico del gen PnEXS sobre el genoma de Zea mays, nos muestra que el

mismo presenta secuencias ortélogas sobre los cromosomas 1y 3 de maiz (Figura 11.24).

En la tabla 11.13 podemos ver que la copia sobre el cromosoma 3 de Zea mays com-
prende casi la totalidad de la secuencia (2290 pb de 2298pb) con una alta homologia (e-
value: 1.2e%°

de base 114875597 - 114880843.

). Su localizacién relativa abarca los nucle6tidos comprendidos entre los pares

En el cromosoma 1, la secuencia ortéloga al gen PnEXS se extiende desde las bases
166714142 a las bases 166716373, conteniendo 2131 nucleétidos del mismo.
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Figura I1.24: Grafico del genoma de Zea mays. Las puntas de flechas amarillas sobre los
cromosomas de arroz indican la posicion fisica en la cual se encuentras las regiones orto-
logas al gen PnEXS.

Tabla 11.13: Datos del alineamiento de secuencias entre PNnEXS y el genoma de Zea

mays.

PnEXS Criﬂrg-y iea Posicion e-value % ldentidad  Longitud
1-109 Crom. 3 114880735 - 114880843 1.2e-316 97.25 109
463 - 670 Crom. 3 114877441 - 114877647  1.2e-316 89.62 212
1164 - 1375 Crom. 3 114876544 - 114876755 1.2e-316 89.35 216
1917 - 2131 Crom. 3 114875727 - 114875941 1.2e-316 88.02 217
2179 - 2290 Crom. 3 114875597 - 114875710 1.2e-316 92.11 114
1-109 Crom. 1 166716265 - 166716373  1.1e-301 98.17 109
534 - 670 Crom. 1 166715640 - 166715777 1.1e-301 91.30 138
1182 - 1365 Crom. 1 166714958 - 166715143  1.1e-301 93.05 187
1400 - 1568 Crom. 1 166714756 - 166714922 1.1e-301 86.71 173
1917 - 2131 Crom. 1 166714142 - 166714357  1.1e-301 89.86 217

La posicién en la cual se ubica en gen PnEXS, tanto en arroz como en maiz, resulta in-
teresante, ya que fue informado que en estas regiones cromosémicas se encuentran varios
de los marcadores moleculares 100% ligados a la aposporia tanto en P. notatum como en P.
simplex (Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004, Pupilli y col., 2004, Podio y col., 2012b).
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Esta franja cromosdmica sinténica entre P. notatum, P. simplex, arroz y maiz podrian
revelar el agrupamiento de ciertos genes con funciones comunes o relacionadas, como por

ejemplo, aquellos que direccionan el modo de reproduccién: aposporia o sexualidad.

Localizacién de la secuencia EXS en el mapa genético de Paspalum notatum

Con el objetivo de localizar al gen EXS sobre el mapa genético de P. notatum se realiza-
ron experimentos con diferentes tipos marcadores moleculares: CAPS, SSCP y RFLP sobre

los genotipos parentales (Q4188 y Q4117) de la poblaciéon de mapeo y 65 progenies F;.

Experimentos de CAPS

Al realizar el mapeo por CAPS, encontramos que los amplicones de PnEXS digeridos
con EcoRI generaron un polimorfismo segregante en la poblacion (Figura 11.25). Este mar-
cador permiti6 mapear uno de los genes y/o alelos del gen PnEXS en el mapa genético de
P. notatum, localizdndose sobre el grupo de ligamiento Lg6a perteneciente al genotipo
Q4117 (Figura 11.26). La posicion relativa sobre este grupo de ligamiento parece ser centro-
mérica, ya que se ubica simétricamente, a aproximadamente 42 cM de los marcadores que

se encuentran en los extremos del grupo de ligamiento.

Mk Q4188 Q4117 F1 SEXUALES F1 APOMICTICAS

Figura 11.25. Gel de agarosa al 2%. Ensayo de CAPS a partir del gen PnEXS sobre los
genotipos parentales y una fraccién de la poblacion segregante por el modo de reproduc-
cion (10 F; sexuales y 10 F; apomicticas).
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849 1 Pasa3p Figura 11.26. Grupo de ligamiento LgM6a del genotipo

Lg6a Q4117 conteniendo una copia del gen PnEXS.

Este resultado indica que el fragmento amplificado de esta copia del gen PnEXS no esta

genéticamente ligado a la aposporia en P. notatum.

Experimentos de SSCP

Conociendo que entre las secuencias gendémicas de los genotipos Q4117 y Q4188 pre-
sentan diferencias a nivel de bases que podrian generar polimorfismo en la conformacién de
la simple hebra de ADN, fueron realizados experimentos de SSCP, con el objetivo de locali-
zar otra de las copias del PnEXS en P. notatum. En este caso, los fragmentos amplificados
de 500 pb entre los genotipos parentales y los 65 individuos F; fueron resueltos en un gel de
MDE al 0,5% (Figura 11.27). En este analisis, fue observada una banda polimorfica entre los
genotipos parentales, la cual resulté segregante en la poblacion de mapeo. Con estos datos
fue posible localizar esta nueva copia en el grupo de ligamiento Lgl7a del genotipo Q4117

utilizando el programa Mapmaker 3.0.

Genes asociados a la aposporia 101



Figura I1.27. Gel MDE al 0,5%, con los genotipos parentales y parte de la poblacién de
mapeo. La flecha indica la banda presente en el genotipo apomictico y ausente en el ge-
notipo sexual, que segrega en la poblacion.

Los resultados arrojados por el programa de mapeo indicaron que una de las copias del
gen PnEXS se localiza en el grupo de ligamiento Lgl7a. Esto result6é ser interesante ya que
este grupo contiene al locus responsable de la aposporia, y se posicion6 a aproximadamen-

te unos 20 cM de esta regién (Figura 11.28).
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Figura 11.28. Grupo de ligamiento LgM17a del genotipo

Lg17a ) -
Q4117 conteniendo una copia del gen PnEXS.
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Experimentos de RFLP

Como habia sido informado con anterioridad que el gen PnEXS se encontraba 100% li-
gado a la aposporia en P. notatum (Hosjgaard y col., 2011), realizamos un experimento de

RFLP, para lograr distinguir la copia de PnEXS ligada al caracter.

A través de este experimento, utilizando los genotipos parentales y grupos segregantes
para el modo de reproduccion, fue posible observar una banda presente en el genotipo pa-
rental apomictico, la cual se encontraba ausente en el grupo apomictico (BA) y presente en
todos los grupos sexuales (BS) (Figura 11.29). Si bien, no se ha podido mapear aun este
marcador debido a que no fue posible analizar los patrones de hibridacion sobre todos los
individuos de la poblacion por carecer de ADN genomico, este resultado estaria indicando
gque al menos una copia del gen se halla ligada en repulsion con el locus responsable de la

aposporia. Analisis mas exhaustivos seran necesarios para confirmar esta hipoétesis.

2w
N BA BS BS BS BS BS

Figura 11.29. Andlisis de RFLP sobre
los genotipos parentales y grupos se-
gregantes por el modo de reproduc-
cion. La flecha indica la banda presen-
te en el genotipo parental apomictico y
en los grupos sexuales.

v

o

Es posible que los tipos de marcadores empleados, o las enzimas utilizadas en esta
oportunidad estén localizando algunas de las 4 - 5 copias del gen no ligadas genéticamente
a la aposporia. Sin embargo, es posible que exista una copia del gen PnEXS que si esté
relacionada con el modo de reproduccién, tal como fue informado por Calderini y col., (2006)

y Hosjgaard y col., (2011) en P. simplex y P. notatum.
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Discusioén
CLONADO Y ESTUDIOS DE EXPRESION DE GENES HOMOLOGOS A SERK

La familia de genes SERK (somatic embriogenesys receptor like kinase) ha sido par-
cialmente caracterizada a nivel funcional en varias especies de plantas. En Arabidopsis tha-
liana, la familia consta de cinco miembros, que estan involucrados en al menos cinco vias de
sefalizacion diferentes. AtSERK1 y AtSERK2 son esenciales para la microsporogénesis;
AtSERK3 cumple funciones en vias controladas por brasinoesteroides y es parcialmente
redundante con AtSERK1. AtSERK3 controla también la inmunidad innata (Kemmerling y
col., 2007) y esta implicada en la percepcion de la flagelina (Chinchilla y col., 2007, Heese y
col., 2007). Junto con SERK4/BKK1, SERK3 controla la muerte celular de la planta (He y

col., 2007, Kemmerling y col., 2007). La funcion de SERK5 aun permanece desconocida.

La familia de genes SERK parece ser un ejemplo clasico de redundancia de genes, de-
bido a que no se registraron fenotipos para los mutantes con pérdida de funcién simples, a
excepcion de serk3/bakl (Albrecht y col., 2008). Un enfoque genético sistematico fue utiliza-
do para analizar mutantes dobles, triples y cuadruples de arabidopsis con el fin de ver si sus
fenotipos estan relacionadas con la sefalizacion por BR y con la respuesta a patégenos
(Albrecht y col., 2008). Los resultados sugieren que so6lo AtSERK1 y AtSERKS3 participan en
la sefalizacion mediada por BRI1. Solamente los triples y cuadruples mutantes serk mostra-
ron fenotipos aditivos, lo que sugiere que los diferentes SERK tienen redundancia (Albrecht
y col., 2008). Ademas, SERK4 result6 ser parcialmente redundante con SERK3 en la media-
cion de la respuesta inducida por patdgenos (Albrecht y col., 2008). Se propuso que los dife-
rentes miembros SERK son s6lo redundante en pares, y que los miembros SERK que son

redundantes dentro de una via, no son redundantes en otra (Albrecht y col., 2008).

Hasta ahora, no se ha identificado el ligando para los receptores SERK. Ellos son consi-
derados como correceptores de no unién a ligando, que son funcionales a través de la for-
macién de heterodimeros u homodimeras (Nolan y col., 2009). AtSERK1 es capaz de formar
homodimeros (Shah y col., 2001). Se demostré que SERK1 heterodimeriza con BRIl y
SERKS3 para detectar las sefiales de BR (Li y col., 2002, Nam y Li 2002, Karlova y col.,
2006). Asimismo, se propuso que SERK1, junto con SERK2 heterodimerizan con
EMS1/EXS (Canales y col., 2002, Zhao y col., 2002) para el control del desarrollo del polen
(Albrecht y col., 2005, Colcombet y col., 2005). SERK3 heterodimeriza con al menos dos
receptores diferentes: BRI1, para la deteccidén de sefiales de BR, y FLS2, durante el control
de la inmunidad innata (Li y col 2002, Nam y Li 2002, Russinova y col 2004, Chinchilla y col

2007). Basandose en la estimacion del tamafio que se informé sobre el complejo
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BRI1/SERK1/SERK3 de 350-450 kDa (Karlova y col., 2006) y en el hecho de que los recep-
tores de BR1 pueden homodimerizarse (Russinova y col., 2004), Albrecht y col., (2008) pro-
puso que una posible configuracion de este complejo de receptores incluye dos receptores
que unen al ligando y dos correceptores. La combinacion de diferentes receptores y corre-
ceptores en la estructura del heterodimero contribuiria a generar una red compleja que con-

trola la activacion de multiples vias independientes (Albrecht y col., 2008).

En este Capitulo del trabajo de Tesis fueron identificados dos diferentes miembros de la
familia SERK de P. notatum, denominados PNnSERK1 y PNnSERK2. Sin embargo, posible-
mente existan otros miembros de la familia SERK aun no identificados ya que los experi-
mentos de Southern blot realizados con una sonda altamente conservada demuestran que
tanto en el genotipo sexual como en el apomictico hay presentes al menos tres copias de

esto genes.

El analisis de los dominios de las dos secuencias aisladas confirmé la presencia del
dominio quinasa y el dominio transmembrana caracteristicos de este tipo de proteinas. Es-
tos resultados confirmaron que estas secuencias estan funcionalmente relacionadas con los
receptores del tipo quinasa. Los analisis filogenéticos realizados incluyendo secuencias
SERK de varias especies indicaron que los genes aislados de P. notatum pertenecen a
grupos evolutivos diferentes y que PNSERK2 es el que mayor similitud presenta con los ge-

nes SERK (AtSERK1/2) de arabidopsis relacionados con la embriogénesis somatica.

Los estudios de expresion de los genes PnSERK en diferentes estadios del desarrollo
permitieron asociar estos genes al modo de reproduccién. Se caracterizo la expresion de los
mismos en tejidos reproductivos de genotipos apomicticos y sexuales. Especialmente,
PnSERK2 mostrd niveles altos de expresién en évulos y diferencias significativas de expre-
sion relativa entre el genotipo sexual y el aposporico durante los estadios de meiosis, post-
meiosis y antesis. Los estudios realizados con PnNSERK1 mostraron muy bajos niveles de

expresion en ambos genotipos.

Sumado a esto los experimentos de hibridacion in situ de tejidos con fragmentos del gen
PnSERK2 revelaron un patrén de expresién espacial contrastante entre plantas sexuales y
apospoéricas en los estadios de premeiosis y meiosis. En los individuos sexuales, la hebra
sentido se expresa s6lo en la MMC y las células del labio adyacentes. En los individuos
aposporicos, se observo una expresion fuerte en gran parte de la nucela y parte de los te-
gumentos, precisamente donde las células iniciales de la aposporia se diferencian, pero no

se detecto ARNm ni en el MMC ni en las células del labio. Esto sugiere que PnSERK2 po-
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dria participar de la cascada de sefiales que posibilitan la generacién de sacos embrionarios
del tipo apospdrico a partir de células nucelares en el genotipo apomictico. Curiosamente, la
expresion de la hebra antisentido detecté la presencia de transcriptos en un grupo de células
nucelares en el genotipo sexual en premeiosis, sugiriendo que alguin tipo de mecanismo de

silenciamiento podria estar funcionando en las células.

En los individuos con reproduccion sexual una célula de la nucela (el precursor de la cé-
lula madre de la megaspora) es capaz de detectar sefiales que conducen a la reprograma-
cion celular, con el fin de: 1) adquirir un destino gametofitico, y 2) dividirse por meiosis. Las
células nucelares, en cambio, ignoran estas sefiales, y contindan con su destino preprogra-
mado de esporofito. En contraste, en los individuos apospdéricos, varias células somaticas
nucelares se vuelven sensibles a sefiales aun desconocidas que inducen la adquisiciéon de
un destino gametofitico, pero sin determinar la entrada a la meiosis. Por lo tanto, se vuelven
capaces de dividirse y formar un megagametofito funcional mitéticamente, integrado por
células no reducidas. Desde hace tiempo se intenta dilucidar cémo las células nucelares de
individuos aposporicos son capaces de detectar sefiales que regulan la reprogramacion ce-
lular hacia un destino gametofitico. Se ha especulado sobre la existencia de vias de trans-
duccion de sefales que operan sobre la MMC y, que se encontraria reprimida en las células
nucelares circundantes durante la reproduccion sexual normal. Este control seria desrepri-
mido en células nucelares de individuos aposporicos. Curiosamente, un andlisis transcripté-
mico comparativo de los érganos reproductivos de individuos sexuales y apospéricos revelo
la existencia de un gran numero de genes expresados diferencialmente que pertenecen a
las cascadas de sefializacion de tipo ERK (Albertini y col., 2004, Laspina y col., 2008, Pole-
gri y col., 2010). Asimismo, evidencia de la existencia de vias moleculares reprimidas en la
nucela de plantas sexuales fue provista por Olmedo-Monfil y col., (2009), quienes informaron
que la pérdida de funcién en mutantes argonauta9 (ago9) de Arabidopsis thaliana, mostraba
una elongacion de varias células en la nucela, que adoptaban un destino gametofitico. Cu-
riosamente, AGO9 estd implicada en la generacion de siRNAs, y participa como un actor
importante en la via de silenciamiento génico transcripcional y postranscripcional. Por lo
tanto, AGQO9 podria ser el control de un mecanismo represivo, actuando en la nucela con el
fin de inhibir la re-programacién para un destino gamético. El principal objetivo de la proteina
AGQO9 parecen ser retrotransposones. Olmedo-Monfil y col. (2010) propusieron que AGO9
funcionaria produciendo tasiRNAs, que podrian moverse como moléculas sefial mas alla de
su lugar celular de iniciacion provocando la metilacion del ADN, dirigida por ARN vy, por lo

tanto, el silenciamiento génico.

Genes asociados a la aposporia 106



Interesantemente, el candidato PnSERK2 parece estar activo en la MMC de plantas se-
xuales, pero reprimido en la nucela. Este mismo candidato se expresa fuertemente en la
nucela de plantas apospéricas. Ademas, PnSERK2 resulté ser el ortélogo putativo de
AtSERK1, que ha demostrado ser esencial para la especificacion del tapetum y el desarrollo
del polen durante la esporogénesis masculina (Albrecht y col 2005;. Colcombet y col 2005.).
En Medicago truncatula, la expresion de MtSERK1 (el ortélogo de AtSERK1) se asoci6 con
cambios en el desarrollo, posiblemente reflejando una reprogramacion celular (Nolan y col.,
2009). La clonacién del promotor MtSERK1 en un vector conteniendo el gen GUS ha permi-
tido el andlisis de expresion de MtSERK1 en los cultivos embriogénicos y en la planta (Nolan
y col., 2009). La expresién se vio asociada con los meristemas, con zonas de transicion en-
tre un tipo de tejido y otro o la transicion entre un 6rgano y otro, ademas de estar asociado a
células del tejido vasculares del procambio. Los autores proponen un papel para MtSERK1
en la adquisicion de la pluripotencialidad y la reprogramacion celular hacia nuevas direccio-
nes de desarrollo (Nolan y col., 2009). Estas conclusiones estan de acuerdo con la observa-
cion de la expresion de PNSERK2 en células nucelares de los individuos aposporicos, ya

que estan siendo re-programadas para adquirir el destino de gametofito femenino.

Una pregunta para responder en el futuro es la naturaleza del receptor implicado en la
heterodimerizacion junto al correceptor PNSERK2 en el 6vulo de P. notatum, asi como el
ligando del mismo y las otras posibles moléculas que podrian participar en este complejo
receptor. En las anteras de arabidopsis, fue propuesto que la via de control de la microspo-
rogeénesis seria activada por la accién de una hormona peptidica pequefia denominada
TPD1 (Yang y col., 2003), los LRR receptores EMS1/EXS (Canales y col., 2002, Zhao y col.,
2002) y los correceptores SERK1/SERK2 (Albrecht y col., 2005, Colcombet y col., 2005), los
cuales forman heterodimeros. La via BR implica un ligando brasinoesteroide, el receptor
BRI1, asi como los correceptores SERK1 y SERK3 (Li y col., 2002, Nam y Li 2002, Karlova y
col., 2006). La via de la inmunidad innata implica el ligando flg22, el receptor FLS2 y el co-
rreceptor SERK3 (Chinchilla y col.,2007). La via de control de la muerte celular consiste en
un receptor no identificado y el ligando, junto con el correceptor SERK3/SERK4. Ademas, de
dicho péptido y ligandos de brasinoesteroides, otras moléculas pueden estar actuando como

sefales posibles en otros tejidos.

Las auxinas son un grupo de fitohormonas que funcionan como reguladoras del creci-
miento vegetal y juegan un rol fundamental en todos los aspectos del desarrollo de la planta,
influyendo, elongacion y diferenciacion celular. Resultados recientes han demostrado que un
gradiente de auxina ovular dirige la identidad de las células en el gametofito femenino dife-

renciado de Arabidopsis thaliana (Pagnussat y col., 2009). Aunque los mecanismos que con-
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trolan la produccién y el establecimiento de este gradiente de auxina aun no se han diluci-
dado, la adquisiciéon de la identidad de la célula depende de la distancia que separa los nu-
cleos haploides no-celularizados desde el extremo micropilar de los 6vulos. En Medicago
truncatula, se inform6 que la auxina regula la expresion de MtSERK1 (un ortdlogo a
AtSERK1) en cultivos embriogénicos (Nolan y col., 2003). Los genes SERK de Triticum aes-
tivum también son inducibles por auxina (Singla y col., 2008). Ademas, existe evidencia de
que la sefializacion de BR a través de proteinas de transduccién de sefales dependientes
de auxina (Nakamura y col., 2006, Vert y col., 2008) proporciona un punto de cruce entre la
auxina y las vias de sefializacién de hormonas BR (Nolan y col., 2009). EI mecanismo de
respuesta auxina se ha sugerido que tiene un papel en el desarrollo del évulo en la especie
apomictica Hieracium (Koltunow y col.,, 2001). Yamada-Akiyama y col., (2009) también en-
contraron una proteina sensible a la auxina que se expresa en pistilos de Panicum maximum
apomictico. Polegri y col., (2010), hallaron un homadlogo de A. thaliana ARF1 (Auxin respon-
se factor 1) expresado en las etapas iniciales de la formacion del évulo apomictico, lo cual
sugiere que la respuesta a auxinas puede afectar a la diferenciacion de la célula inicial de la
aposporia de células de la nucela, tal vez mediante la represion de cierta clase de genes de
respuesta a auxina que intervienen para mantener el estado indiferenciado de las células
nucelares una vez que la célula madre de la megaspora se forma. Por lo tanto, aunque el
gen SERK no se encuentre involucrado directamente en el inicio de la formacion de un saco
embrionario aposporico, posiblemente pertenezca a una de las cascadas de sefializacidén en

la cual podrian también estar involucrados la auxina y ciertos ARF.

Por otro lado, a pesar de que aun no se ha logrado localizar fisicamente estos genes en
el genoma de P. notatum el mapeo in silico en los genomas de arroz y maiz muestra que
ambos se localizan en regiones distintas a las descriptas como estrictamente relacionadas a
la aposporia. Se conoce que regiones del cromosoma 2 y 12 de arroz junto a regiones de
los cromosomas 1, 3, 4 y 5 de maiz presentan sintenia con el locus responsable de la apos-
poria en especies de Paspalum (Pupilli y col., 2001, Martinez y col., 2003, Pupilli y col.,
2004, Stein y col., 2007, Hojsgaard y col., 2011, Podio y col., 2012) y Brachiaria brizantha
(Pessino y col., 1998). La localizacion del PnSERK2 sobre los cromosomas 4 y 5 de maiz y
la localizacion del PNSERK1 en el cromosoma 2 de arroz, es similar a la encontrada para
otros genes expresados diferencialmente entre plantas sexuales y apomicticas de P. nota-
tum (Laspina y col., 2008) y Brachiaria Brizantha (Rodrigues y col., 2003) lo cual aporta evi-
dencia de que los genes de esta region podrian formar parte de una cascada de sefaliza-

cion involucrada en la determinacion del modo de reproduccion en la especie.
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Es relevante destacar que PNSERK1 es muy similar a PpSERKZ1, informado por Albertini
y col., (2005) el cual se expresé diferencialmente en évulos sexuales y apomicticos de Poa
pratensis. Sin embargo, en P. notatum no se detectdé una sefial significativa para PnSERK1
en los tejidos reproductivos en los estudios de hibridacion in situ de tejido. Por otra parte, en
los experimentos de PCR en tiempo real, PNSERK1 mostré una menor expresion compara-
da con la correspondiente a PnSERK2. Curiosamente, PNSERK2 muestra un patron de ex-
presién espacial muy similar a la informada para PpSERKL1: expresiéon de la hebra sentido
en la MMC de genotipos sexuales y en células nucelares en los genotipos apomicticos. Esto
indicaria que PNSERK2 cumpliria una funcién analoga a PpSERK1. Sin embargo, dado que
en Poa pratensis no se observa expresion de la hebra antisentido, no es posible plantear el

mismo tipo de regulacién para ambas especies.

CLONADO Y ESTUDIOS DE EXPRESION DEL GEN PNEXS

En los ultimos afios se ha tratado de dilucidar cual/es seria/n el/los mecanismo/s por el
cual se produce el cambio de destino de las células de la nucela a células iniciales de la
aposporia (Grimanelli y col., 2001; Koltunow y Grossniklaus 2003; Albertini y col., 2004; Al-
bertini y col., 2005; Curtis y Grossniklaus 2007; Curtis y Grossniklaus 2008; D’Erfurth y col.,
2009; Grimanelli 2012). En 2006, Calderini y col., encontraron una secuencia con alta homo-
logia al dominio EXS presente en un clon de BAC conteniendo secuencias 100% ligadas a
la aposporia. Si bien todavia no se conoce la funcién de este dominio C-terminal, fue uno de

los primeros genes que pudo ser localizado en la region que controla el caracter.

En este trabajo se ha logrado aislar un fragmento del gen EXS de P. notatum de 2298
pb, con el cual se realizaron estudios de filogenia, expresién, mapeo comparativo y localiza-
cion en el mapa genético de la especie. La secuencia parcial, aislada hasta el momento, de
PnEXS contiene seis exones, con sus correspondientes intrones, de los 12 o 13 exones que
podria comprender este gen segun estudios de alineamientos de secuencias realizados con
especies relacionadas. Los estudios de filogenia muestran que tanto las secuencias ami-
noacidicas como las secuencias nucleotidicas se alinean casi en su totalidad, lo cual nos
indica que este gen esta altamente conservado en distintas especies de angiospermas, por

lo cual, su funcion podria ser de vital importancia para este tipo de plantas.

El andlisis de niumero de copias utilizando la técnica de Southern blot, revelé que existi-
rian entre dos y cuatro copias de este gen en P. notatum. No se ha determinado auln si estas

copias representan a genes duplicados o a miembros de esta familia génica particular. Pero
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si se han podido localizar dos de ellas en el genotipo apomictico de la especie. EI mapeo
genético de una de las copias del gen PnEXS sobre el genoma de P. notatum mostré una
localizacién en la regidn central (centromérica) del grupo de ligamiento Lg6a del genotipo
apomictico. Otra de ellas, se ubicé en un extremo del grupo de ligamiento Lgl7a aproxima-
damente a unos 23 cM de la regién asociada al caracter. Por ultimo un analisis de RFLP,
indicaria que otra de las copias esta ligada en repulsion al grupo de ligamiento Lgl7a, que
contiene al locus responsable de la aposporia. Sin embargo no es posible descartar que
exista una copia del mismo que se encuentre ligada al caracter que aun no fue posible de-
tectar ya que Hosjgaard y col., (2011) revelan que una de las copias del gen PSEXS se en-

contraria 100% ligada a la aposporia en P. notatum.

Asimismo, la localizacién in silico de PNEXS sobre los genomas de arroz y maiz indicé
que EXS se ubica sobre el cromosoma 12 de arroz, y sobre los cromosomas 1y 3 de maiz.
Estas regiones ya fueron relacionadas a la aposporia en P. notatum, P. simplex y P. procu-
rrems (Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004, Pupilli y col., 2004, Podio y col., 2012b,
Hosjgaard y col., 2011). Estos resultados indican que esta zona contiene genes que podrian
estar relacionados fisicamente con este modo de reproduccién. Conjuntamente, la region del
cromosoma 1y 3 de maiz en la cual encuentra sintenia, contiene otros genes que han sido
relacionados a la apomixis en otras especies como Tripsacum y Brachiaria (Grimanelli y col.,
1998, Blakey y col., 2001, Pessino y col., 1998,1999).

Los estudios de expresion realizados sobre los genotipos sexuales y apomicticos reve-
lan que el transcripto del gen PNnEXS se expresa en todos los estadios del desarrollo repro-
ductivo del genotipo apomictico y sexual, observandose un minimo de expresion en el esta-
dio de postmeiosis en el genotipo sexual. En el genotipo apomictico no se observaron dife-
rencias significativas durante los diferentes estadios del desarrollo. No obstante, tampoco
fueron observadas diferencias significativas entre los genotipos apomictico y sexual en nin-
guno de los estadios. Sin embargo, al realizar la hibridacion in situ de tejido para poder loca-
lizar la expresion del mismo sobre ovulos, se observaron diferencias muy contrastantes en-
tre el genotipo apomictico y sexual. A pesar de no poder detectar expresion en el estadio de
meiosis en ninguno de los dos genotipos, en el estadio de antesis, el genotipo sexual pre-
sentd una fuerte hibridacién en todo el tegumento que rodea el saco embrionario, incluyendo
el aparato del huevo, mientras que en el genotipo apomictico se observé una gran restric-
cion de la expresion en todo el ovario, localizandose solamente en unas pocas células del
tegumento que se encuentran adyacentes a uno de los sacos embrionarios. Estos resulta-
dos indicarian una represion de la expresion del gen PnEXS en los évulos apomicticos. Cu-

riosamente, la sonda sentido, la cual no mostrd hibridacion en el genotipo sexual en ningu-
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nos de los dos estadios examinados, reveld una hibridacion en algunas células de la nucela
del genotipo apomictico. Estos analisis revelan una posible relaciona funcional del PNnEXS
con el modo de reproduccion, dando lugar a una posible especulacion donde el PNEXS esta-
ria regulado por la expresion de su secuencia antisentido a través de un posible mecanismo
de miRNA/siRNA en el genotipo apomictico. Si bien esto es una hipétesis, se conoce que la
regulacién de la expresion durante el desarrollo del ovario y la reproduccién sexual esta lle-
vada a cabo por numerosos mecanismo de miRNA y siRNA (Vaucheret y col., 2004), por lo
tanto se podria postular que un mecanismo de regulacion de la expresion en la cual podria
estar involucrada la secuencia antisentido de este transcripto en células de la nucela del
genotipo apomictico podria estar relacionada con la apariciébn de células iniciales de la

aposporia dando origen a la expresion de la aposporia.
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CAPITULO lIl;

MAPEO COMPARATIVO Y LOCALIZACION DE SECUENCIAS RELACIONADAS
A LA APOSPORIA EN PASPALUM NOTATUM

l1I.1 ANALISIS DE MAPEO IN SILICO DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE LA
APOSPORIA EN PASPALUM NOTATUM.

Resumen

La genética comparativa es una herramienta Gtil para estudiar genes relacionados en di-
ferentes especies. Las gramineas son una familia muy importante desde el punto de vista
agrondémico ya que entre ellas podemos mencionar al arroz, maiz, trigo y cebada. El analisis
comparativo en estas especies permitié identificar regiones sinténicas que conservan la pre-
sencia y orden génico entre las mismas. Los analisis comparativos a nivel de mapas genéti-
cos han revelado también la existencia de rearreglos cromosomales. En el caso de la apo-
mixis, el mapeo comparativo permitio la identificacion de marcadores moleculares ligados al
caracter en diferentes especies de gramineas como Pennisetum squamulantum, hibridos
maiz-tripsacum, hibridos de Brachiaria, Panicum maximum y varias especies de Paspalum.
Particularmente, en Paspalum notatum se observo que el locus responsable de la aposporia
es sinténico a regiones del cromosoma 2 y 12 de arroz. Una estrategia alternativa es el ma-
peo in silico de secuencias asociadas al locus de la apomixis en especies modelo. Esta es-
trategia resulta interesante para identificar posibles ortélogos de genes candidatos. El objeti-
vo de este trabajo fue identificar por medio de experimentos de mapeo in silico en arroz y
maiz la localizaciéon de secuencias fisica y/o funcionalmente relacionadas a la apomixis en
P. notatum y establecer por estudios de mapeo comparativo las regiones sinténicas de estas
especies que pueden contener genes candidatos a controladores de este modo de repro-
duccién. Para ello se analizaron marcadores previamente identificados como 100% ligados a
la aposporia en P. notatum utilizando las herramientas de BLAST de las bases de datos del
NCBI, GRAMENE y MaizeSequence. Varios de los marcadores analizados resultaron ser
similares a transposones y retrotransposones, mientras que otros reflejaron similitud de se-
cuencia con proteinas hipotéticas. Llamativamente uno de ellos presentd similitud de se-

cuencia con una metiltransferasa de la familia MT-A70 (N6-adenosine-methyltransferase
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MT-A70-like protein). Asimismo, se localizaron los marcadores ligados a la aposporia en P.
notatum en los cromosomas 2y 12 de arroz y 1, 3, 4 y 5 de maiz, en regiones que abarcan
aproximadamente entre 8 y 30 Mpb, respectivamente. Estos resultados indican que la com-
paracién de secuencias in silico es una herramienta util para identificar genes homélogos de

candidatos a controladores de la aposporia en las especies modelo.

Introduccién

La genética comparativa abarca la comparacion estructural y funcional entre genomas
con el fin de estimar similitudes y diferencias entre las organizaciones biolégicas (Devos y
Gale 2000). La evolucién de los organismos a menudo permite realizar andlisis biol6gicos
comparativos para asociar genes, proteinas, genomas y caracteristicas a través de las es-
pecies y los géneros. Estos patrones conectados pueden conducir a un nuevo conocimiento,
hipotesis y predicciones sobre especies relacionadas. La variedad de investigaciones a nivel
de ADN han contribuido considerablemente al conocimiento de la estructura y funcion de los
genomas debido a la complementacién de investigaciones realizadas entre diferentes disci-

plinas.

Los analisis de genética comparativa han mostrado la existencia de conservacion en el
contenido y orden génico (colinearidad) en los genomas de diferentes especies de plantas y
animales. En el caso de la familia de las gramineas la colinearidad se ha mantenido durante
la evolucion por un periodo mayor a 60 millones de afios (Devos y Gale 1997). Asimismo,
Paterson y col. (1996) predijeron que entre el 43% y 58% de la extension cromosomal per-
manecié colineal a lo largo del periodo evolutivo que separa las monocotiledoneas de las
dicotileddneas. La genética comparativa es una herramienta muy Util en el campo de la bio-
logia molecular. Los programas de mejoramiento de cultivos pueden usarla para transferir
informacién desde las especies modelos (estudiadas en mayor detalle) a la especie de inte-
rés agronomico (estudiadas en menor detalle) para identificar genes que controlan caracte-
risticas deseables y para detectar alelos superiores con el fin de introducirlos en los progra-

mas de mejoramiento (Sorrells y col., 2003).

La familia botanica de las gramineas (Poaceae) comprende mas de 10.000 especies.
Las cinco especies de cultivos de cereales mas importantes desde el punto de vista social y
econdémico son miembros de las gramineas (Poaceae) que pertenecen a tres grandes sub-
familias, Panicoideae (sorgo, maiz), Ehrhartoideae (arroz) y Pooideae (trigo, cebada), que

se estima divergieron de un antepasado comun hace 60 millones de afios atras (Devos y
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Gale 1997). Estudios comparativos de la gendémica en las gramineas han ayudado a com-
prender los cambios evolutivos que originaron las especies actuales a partir de un ancestro
comun asi como también apoyé el desarrollo de herramientas gendémicas tales como mar-

cadores del tipo COS (secuencias ortdlogas conservadas) (Salse y Feuillet 2007).

Los analisis comparativos de los genomas de gramineas fueron inicialmente realizados
utilizando sondas de RFLP y tomando al genoma del arroz como referencia (Devos y Gale,
1997). Mediante la localizacién de un mismo grupo de marcadores en las distintas especies
fue posible comparar el orden y distribucién de determinadas secuencias en los genomas de
trigo (Sorrells y col., 2003, Singh y col., 2004), sorgo (Klein y col., 2003, Paterson y col.,
2004), cebada (Stein y col., 2007, Stein 2007) y maiz (Salse y col., 2004). Estos estudios
llevaron a definir los términos colinearidad y sintenia para hacer referencia a la conservacion
del orden de genes/locus en un segmento cromosémico y a las regiones conservadas que
derivan de un antecesor comun, respectivamente. El término "sintenia" esta siendo Ultima-
mente reemplazado por "ortologia" para referirnos a segmentos cromosomicos o loci géni-
cos conservados en distintas especies provenientes de un mismo ancestro comun (Devos y
Gale, 1997). Andlisis posteriores determinaron que la colinearidad presente en grandes
segmentos cromosomales no necesariamente se mantiene al nivel de secuencias (microco-
linearidad) (Li y Gill 2002).

El mapeo comparativo basado en el uso de marcadores moleculares de RFLP revelé
que a pesar de las grandes diferencias en el nivel de ploidia, el nUmero de cromosomas y el
contenido de ADN (valor C), el orden lineal de los marcadores se mantuvo conservado entre
las especies de gramineas. Los alineamientos entre los cromosomas de estas especies se
pueden visualizar como circulos concéntricos que representan las relaciones entre segmen-
tos cromosomicos ortélogos (sinténicos) de arroz, maiz, sorgo, trigo y cebada (Moore y col
1995, Devos y Gale 2000). Un trabajo reciente de integracién de las duplicaciones dentro de
estos cuatro genomas de cereales (trigo, arroz, maiz, sorgo) condujeron a la identificacion
de siete duplicaciones compartidas en las cuatro especies y a la definicién de los cinco gru-
pos cromosomicos ancestrales (Salce y col., 2008) (Figura 111.1.1). Los analisis comparativos
a nivel de mapas genéticos han revelado también la existencia de rearreglos (inversiones,
translocaciones e inserciones) en la organizacion de los cromosomas de las distintas espe-
cies que en algunos casos son indicativos de los mecanismos evolutivos involucrados en la

especiacion en gramineas (Keller y Feuillet, 2000).
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Ehrartoideae Pooideaea Panicoideae

Cromosomas de Cromosomas de Cromosomas de Cromosomas de
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r4 2 s6 m4
m5
6 7 s10 m9
m6
m5

Figura 111.1.1. Colinearidad entre arroz, trigo, cebada, sorgo y maiz (tomado de Bolot y
col., 2009). Los cromosomas ortélogos de arroz, trigo, cebada, sorgo y maiz se muestran
en 12 cajas usando como referencia los 12 cromosomas de arroz. Los bloques del mismo
color (rosa, rojo, azul, amarillo, verde) muestran los cinco cromosomas ancestrales de
gramineas identificados por el analisis de sintenia y la presencia de duplicaciones halla-
das entre las cinco especies.

Recientemente, la secuenciacion de los genomas de arroz y sorgo (International Rice

Genome Sequencing Project 2005, Paterson y col., 2009) asi como el desarrollo de un mapa
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fisico del maiz (Wei y col., 2007) proporcionaron herramientas muy valiosas para comparar
estos tres genomas de gramineas. Al mismo tiempo, el desarrollo de colecciones de EST de
las Triticeae (trigo y cebada) y la mejora de los métodos de andlisis (herramientas de alinea-
cion de secuencias, analisis estadisticos) permitieron un andalisis in silico de la macrocolinea-
ridad entre estos genomas (Devos y Gale 2000). Los modelos evolutivos que pueden dedu-
cirse de comparaciones in silico del genoma se basan en la capacidad de evaluar con con-
fianza si dos 0 mas genes que se encuentran en el mismo orden en dos segmentos cromo-

sémicos son verdaderamente ortdlogos.

En el caso de la apomixis, el mapeo comparativo permitié la identificacién de marcado-
res moleculares ligados al caracter en diferentes especies de gramineas como Pennisetum
squamulantum, hibridos maiz-tripsacum, hibridos de Brachiaria, Panicum maximum y varias

especies de Paspalum (revisado en Ozias-Akins y van Dijk 2007, Pupilli y Barcaccia 2012).

Mediante el uso de un conjunto de sondas heterélogas, en un trabajo pionero en este
campo se observo que la apomixis en P. simplex cosegrega estrictamente con un conjunto
de marcadores situados en la region telomérica del brazo largo del cromosoma 12 del arroz,
cubriendo una distancia de aproximadamente 15 cM (Pupilli y col., 2001). Posteriormente,
en P. notatum, se encontré que la region que contiene el locus responsable de la aposporia
es sintenico a segmentos del cromosomas 12 y 2 de arroz (Pupilli y col., 2004, Stein y col
2007). Recientemente, en el caso particular del género Paspalum se han identificado mar-
cadores moleculares ligados a la apomixis en cuatro especies P. notatum, P. simplex, P.
malacophyllum y P. procurrens (Pupilli y col 2004, Hosjgaard y col., 2011, Pupilli y Barcaccia
2012). El mapeo comparativo del ACL en estas especies, realizado con un conjunto comuan
de sondas heterdlogas de arroz, mostré que aunque todos los marcadores ligados a la apo-
mixis en P. simplex. y P. malacophyllum fueron sinténicos a la misma porcién del cromoso-
ma 12 del arroz, el ACL de P. notatum fue localizado en un cromosoma hibrido que lleva los
marcadores asignados a los cromosomas 2 y 12 de arroz y corresponderia a un segmento

cromosoémico mas extenso.

Se ha determinado que en P. simplex y P. notatum el caracter de la aposporia esté con-
trolado por un unico alelo dominante con segregacion distorsionada (Pupilli y col., 2001,
Martinez y col., 2001). Asimismo, la deteccion de varios marcadores completamente ligados
al caracter evidencio una fuerte supresion de la recombinacion alrededor del locus de la
aposporia en estas especies (Pupilli y col. 2001, Martinez y col., 2003, Stein y col., 2004,
Stein y col., 2007). La falta de recombinacion en el locus responsable de la apomixis se ha

observado ademas en otras especies de reproduccion apomictica (Ozias-Akins y van Dijk,
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2007, Pupilli y Barcaccia 2012). Una explicacion para la supresioén de la recombinacion pre-
sente en este locus en Paspalum podria estar relacionada con reordenamientos cromosémi-
cos que tuvieron lugar después de la poliploidizacién. Segun Urbani y col., (2002), algunas
especies de Paspalum fueron sometidas a la poliploidizacién a partir de un ancestro diploide
sexual comun. Pupilli y col. (2004) compararon la sintenia de marcadores anclados en cro-
mosomas sexuales y apomicticos de P. notatum, observando una estricta colinearidad de
los cromosomas sexuales con los cromosomas 2 y 12 de arroz, en cambio el segmento
cromosomico que contiene el locus responsable de la aposporia cosegrega con marcadores
presente en los cromosomas 2 y 12 de arroz, lo cual indicaria que existiria una posible trans-
locacion de un segmento cromosomal que podria haberse producido como consecuencia de
la poliploidizacion. Este cromosoma hibrido presentaria divergencias de secuencia que pro-
ducirian una pérdida en la capacidad de emparejamiento y de recombinacion en el locus de
la apomixis en esta especie. Un reordenamiento similar ha sido planteado que pudo haberse
producido en el locus de la apomixis en Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins y col., 1998)
y Cenchrus ciliaris (Goel y col., 2003), donde el mapeo comparativo mostré bajos niveles de

recombinacion en este locus.

La supresion de la recombinacion es una caracteristica comudn a varias especies apomi-
cticas (Ozias-Akins y van Dijk, 2007, Pupilli y Barcaccia 2012) y se considera un obstéaculo
para la clonacion posicional de los genes claves controladores del caracter. Una estrategia
alternativa, es el mapeo in silico de las secuencias asociadas al locus de la apomixis en es-
pecies modelo. Esta estrategia resulta interesante para determinar las posibles regiones
sinténicas en estas especies e identificar en ellas genes candidatos. Por otro lado el mapeo
de los mismos marcadores en varias especies apomicticas del mismo género y la identifica-
cion de secuencias comunes a todas ellas, contribuiria a reducir la regién del ACL y ayuda-

ria al reconocimiento de genes candidatos.

Hipotesis

» La localizaciéon de secuencias asociadas a la aposporia en especies modelo como
arroz y maiz contribuird a detectar genes candidatos asociados con el modo de reproduc-

cion.
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Objetivo

* El objetivo de esta seccién fue determinar por medio de experimentos de mapeo in sili-
co en arroz y maiz la localizacion de secuencias fisica y/o funcionalmente relacionadas a la
apomixis en Paspalum notatum e identificar por estudios de mapeo comparativo las regiones
sinténicas de estas especies que pueden contener genes candidatos a controladores de

este tipo de reproduccion.

Materiales y métodos
Marcadores moleculares ligados a aposporia

Se analizaron diferentes tipos de marcadores completamente ligados a la aposporia en
P. notatum: dos marcadores de RAPD (BCU243-377 y 1157-BCU259) (Martinez y col.,
2003), 14 marcadores AFLP (E32M33e, E33M32c, E33M33a, E33M33b, E33M33f,
E33M42e, E33M42g, E35M33p, E35M33n, E36M37c, E36M37d, E36M38a, E35M43n y
E35M43p) (Stein y col., 2004, 2007), cinco clones de RFLP originados a partir de DNAc de
arroz (C560, C932, C454, C996A y C1069), (Martinez y col., 2003; Pupilli y col., 2004) y
cinco SCAR (PnGSA1, PnGSA2, PnGSA3, PnGSA4, PnMAT764) (Podio y col., 2012) (Tabla
[11.1.1). Asimismo, se analizaron la localizaciéon de las secuencias codificantes de los genes

PnSERK 'y PnEXS (ver capitulo 1l de la presente Tesis).

Tabla Ill.1.1: Marcadores moleculares ligados a la aposporia

Tipo de Marcador Ligado ala Nombre de la secuen- Lonai
marcador aposporia cia el (ot

RAPD BCU243-377% PnMA243 351
E32M33e” PnMAC5 96
E33M32c” PnMAI3 279
E33M42e” PnMAJ5 207
AFLP E33M42g° PnMAJ7 115
E36M37c” PnMAM3 87
E36M38a° PnMAN1 42
E35M43p” PnMAU16 176
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C560° D15383 421

Cc932° D22694 329
RFLP C454° C98049 725
C996A° C98189 271
C1069*P° D15675 400
PnGSA1 350
o PnGSA2 384
n
SCAR PnGSA3 689
PnGSA4 1077
PnGSA1¢ PNnMA764 764

aMartinez y col., (2003); “Stein y col., (2004), Stein y col., (2007); “Pupilli y col., (2004).
Podio y col., (2012)

Mapeo in silico de marcadores ligados a la aposporia en P. notatum

Las secuencias de los marcadores moleculares de AFLP y RAPD ligados a la aposporia
en P. notatum fueron obtenidas a partir del banco de datos genéticos de P. notatum disponi-
ble en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNR.
Dichas secuencias fueron identificadas durante el trabajo de Tesis Doctoral de la Dra. Ro-
driguez (Maria Pia Rodriguez Tesis Doctoral, Facultad de Ciencias Agrarias, UNR 2010).
Las secuencias de los clones de RFLP, fueron obtenidas de la base de datos RGP
(http://rgp.dna.affrc.go.jp/). Todas las secuencias disponibles se localizaron en los genomas
de arroz y maiz mediante la herramienta BLAST (Altschul y col., 1990) que proveen las ba-
ses de datos GRAMENE (www.gramene.org) y MaizeSequence (www.maizesequence.org),
respectivamente. Las secuencias ortélogas a las secuencias estudiadas se determinaron
siguiendo el procedimiento descripto por Salse y col. (2004), utilizando los criterios para de-
finir ortologia: poseer al menos 65% de identidad sobre al menos 60% de la longitud de las
secuencias y con un e-value <0,005. Los clones de RFLP de arroz que generaron marcado-
res previamente asociados con la aposporia también se incluyeron en el analisis como pun-

tos de referencia.
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Analisis de similitud de secuencias

Se realizaron busquedas de similitudes para todos marcadores ligados a la aposporia
en la base de datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI;
www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul y col., 1990, 1997.). Las herramientas de BLASTn y
BLASTX fueron utilizados para comparar las secuencias de nucleétidos y de aminoécidos,

respectivamente.

Resultados
Analisis de similitud de secuencias

Con el objetivo de caracterizar las secuencias de los marcadores ligados a la aposporia
en P. notatum, se realizaron consultas en las bases de datos del NCBI utilizando la herra-

mienta BLAST. Los resultados obtenidos se sintetizan en la tabla I11.1.2.

Tabla lll.1.2: Alineamiento de secuencias segun BLASTN/BLASTX

Nombre de la

) e-value Mejor alineamiento segiin BLASTN/BLASTX"
secuencia

PAMA243 5 0e-50 gb|FL_982880.1. P{imcum virgatum cDNA clone. Similar to hypothetical
protein, DNA binding protein

PnMAC5 n.d n.d
PnMAI3 n.d n.d.
PnMAJ5 2.0e-07 gbJAC243221.1 Panicum virgatum clone PV_ABa006-D05
PnMAJ7 n.d. n.d.

PnMAM3 7.3e-06  0Os07g22800.1 retrotransposon protein, putative, Tyl-copia subclass
PnMAN1 n.d. n.d.

C560° 2.7e-53 = LOC_0s04g39700, 60S ribosomal protein L6, putative, expressed
C932° 5.0e-152 LOC_0s02g52290.1, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type
C454° 2.7e-113 LOC_0s12g40560.1, KH domain containing protein
C996A° 1.2e-49 LOC_0s12g42180, 50S ribosomal protein L14
C1069*"¢ 1.8e-228 LOC _0s12g40530.1, transposon protein, putative, Mutator sub-class
PnGSA1° 3e-08 gbFE614154.1 CBYX11857.b1 CBYX Panicum virgatum callus cDNA
PnGSA2° 2e-05 ghJG806067.1 CFNU4264.b1 CFNU Panicum virgatum shoot cDNA

2e-59  gbCD438587.1 Endosperm_5 Zea mays cDNA LOC100281493 N6-
PnGSA3¢ adenosine-methyltransferase MT-A70-like protein

5.1e-42 LOC_0s029g45110.1 Transcript. MT-A70 domain containing protein
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gb|CD433356.1 ELO1N0307F02.b Endosperm_3 Zea mays cDNA.

8e-54

PnGSA4* 19e.o5 LOC_0s03g45030.1 Retrotransposon protein, putative, Ty3-gypsy sub-
' class.

PnMA764° 0.068 gb|FK945593.1 Zea mays cDNA

1.1e-06 RMZM5G800837_TO01 transposable element

aMartinez y col. (2003); "Stein y col. (2004), Steiny col. (2007);° Pupilli y col. (2004) “Podio y col. 2012
! Mejor alineamiento segiin BLASTn/BLASTXx (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). n.d. no
determinado.

Varios de los marcadores (PNMAM3, C1069, PNnGSA4 y PnMA764) resultaron ser simila-
res a transposones y retrotransposones, lo cual concuerda con lo informado en otras espe-
cies en el sentido de que la regién responsable de la apomixis se encuentra invadida por
elementos repetitivos (Ozias-Askin y Van Dijk 2007, Pupilli y Barcaccia 2012). Otras secuen-
cias, reflejaron similitud de secuencia con proteinas hipotéticas (PnMA243, PnMAJ5,
PnGSAly PnGSA2).

El andlisis de las secuencias correspondientes a los marcadores de RFLP C996A vy
C560, revel6 que las mismas serian proteinas ribosomales, mientras que el C454 presenté
similitud de secuencia con un dominio KH y el C932 con una peptidil-prolil cis-trans isomera-
sa. El marcador PnGSA3 resulté ser uno de los mas interesantes ya que presento similitud
de secuencia con una metiltransferasa de tipo MT-A70 (N6-adenosine-methyltransferase
MT-A70-like protein).

Mapeo in silico de marcadores ligados a la aposporia

El analisis de mapeo in silico sobre los genomas de arroz y maiz posibilité la identifica-
cion de secuencias ortélogas en estas especies. Los resultados del analisis de los distintos

marcadores en los genomas de arroz y maiz se resumen en la tabla I11.1.3.

Los marcadores PNMACS5, PnMAI3, PnMAN1, PnMAU16, PnGSAl1 y PnGSA2 no pre-
sentaron alineamientos significativos con secuencias ortélogas en ninguno de los dos ge-

nomas analizados (no mostrado).
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Tabla Il.1.3: Mapeo in silico de secuencias ligadas a la aposporia en P. notatum sobre
los cromosomas de arroz y maiz.

Marcador

PnMA243

PnMAJ5

PnMAJ7

PnMAM3

C560

C932

C454

C996A

C1069

PnGSA3

PnGSA4

PnMA764

PnSERK1

PnSERK2

PnEXS

Cromosoma de Arroz

(Os): bp

Os2: 22235716 -
22235909

n.s.

Os2: 28607664 -
28607748

Os6: 14637709 -
14637797
Os : mdltiples
Os2: 22876845 -
22.878075
Os 4: 23476213 -
23477653

Os 2: 32011864 -
32014026

0s12: 25058216 -
25065293

0Os12: 26106507 -
26108035

0s12: 25047073 -
25047471

0s2: 27358073 -
27358338

Os: mltiples

0Os12: 18536262 -
18536706

Os 2: 7713086 -
7712189

Os4: 22682669 -
22684503

Os8: 4348253 -
4347181

Os12: 24945475 -
24943211

e-value

0.003

n.s

0.37
0.19

7.6e-05

2.3e-147
3.7e-213

5e-152

0.0

4.4e-160

1.8e-228

5.1e-42

1.9e-25

4.8e-7

2.2e-167

3.1e-213
4.5e-58

1.7e-163

%ID

65.19

n.s

68.82
68.48

86.57

100

100

100

100

100

69.83

66.25

68.15

82.81

89.17
92.23

89.74

Cromosoma de maiz (Zm):

bp

Zm 4: 94738078 - 94738380

Zm4:181677342-
181677525

Zm 6: 14579479 -
14579638

n.s.

Zm: multiples
Zm4; 128263137 -
128264614
Zmb5:; 179392786 -
179393814

Zm5: 209262954 -
209264371

Zm1: 167869383 -
167870468

Zm3: 86923502 - 86928449

Zm1l: 167565640-
167566038

Zm3: 115792597 -
115792988

Zm5: 194339512 -
194343577

Zm: multiples
Zm: multiples

Zm5: 146839257 -
146840472

Zm6: 102396444 -
102397239
Zmb5: 176215947 -
176217905
Zm4: 124636274 -
124638004
Zml: 166716265 -
166714357

Zm3: 114880735 -
114875710

e-value

12e-11

5.6e-07
6.6 e-09

n.s.

7.2e-05

2.5e-79
2.9e-79

1.3e-53

4.2e-98

1.0e-32

1.0e-87

1.4e-75

4.2e-28

8e-54

4.0e-05

0.0
1.4e-257

0.0
0.0

1.1e-301
1.2e-316

%ID

65.93

70.31
71.10

n.s.

84.42

86.87
87.21

87.04

75.12

78.10

85.96

85.50

79.62

68.00

67.61

86.76
92.23

90.46
89.54

98.17
97.25
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Los marcadores PnMA243, PNMAM3 y PnGSA3 fueron localizados en el cromosoma 2
de arroz, cercanos a los marcadores relacionados con la aposporia C560 y C932. Estos
marcadores también fueron ubicados en forma colineal en el cromosoma 5 de maiz. El mar-
cador PNMA764 alined con una secuencia genémica del cromosoma 12 de arroz y el cromo-
soma 5 de maiz, cerca de los clones de arroz relacionados con la aposporia C1069 y C932,
respectivamente. Junto a estos marcadores se encuentra posicionado también el gen
PnEXS muy cercano al marcador de RFLP ligado a la aposporia C1069. Esta regiéon com-
prendida entre los marcadores C996A, C1069 y el gen PnEXS se presenta, ademas, de ma-
nera colineal en el cromosoma 3 de maiz. El resto de las secuencias analizadas mapea en
los cromosomas de maiz 1 (C454), 4 (PnMA243, PnMAJ5 y C560) y 6 (PnMAJ5) (Tabla
[11.1.3). El andlisis de secuencias de los genes PNnSERK revel6 su posicion en los cromoso-
mas 2 de arroz y 4y 5 de maiz (ver Capitulo Il). Sus localizaciones relativas resultaron ale-
jadas a la mayoria de los marcadores ligados a la aposporia. Sin embargo, el PnNSERK2
mostro una alta asociacion con el marcador de RFLP C560 tanto en el cromosoma 5 como

en el 4 de maiz.

~ M ~ -~
PaMA243 ] |-
9
s
- PnEXS
PnSERK2 41 T €168
c560 |
H- PnSERK1
3 Al PnSERK2 C1088 =H= PPEXS
cs5604 = 4 - JEc4
PamaJs | L Co08A cane
PnSERK1
PnGSA3 |- €560 PnMA243 Ny 9 N
PHMAT64 B “.
PnMAT764 o |- PoAM3
cosz |- PnGSA3
PnEXS ,C1069
U v c932 cas4 C996A - -
Zma Zms os2 Fpotatum o ., Zm3 Zm1
ik " LgM17a » "

Figura lll.1.2. Mapeo in silico de secuencias especificas de la aposporia en los genomas
de arroz y maiz. Los marcadores de Paspalum notatum (Pn) y de arroz fueron localizados
en los cromosomas de arroz (Os) y maiz (Zm) mediante la herramienta BLASTn disponi-
ble en las bases de datos GRAMENE y MaizSequence. La posicion relativa de cada mar-
cador se determina en base a la posicion fisica de las secuencias ortélogas enumeradas
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en la Tabla 111.1.3. Los clones de RFLP de arroz que generaron marcadores completa-
mente ligados a aposporia en la especie fueron incluidos como puntos de referencia.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo de tesis indican que secuencias orto-
logas a los marcadores ligados a la aposporia en P. notatum se distribuyeron entre los cro-
mosomas 2y 12 de arrozy 1, 3, 4 y 5 de maiz, en regiones que abarcan aproximadamente
entre 8 y 30 Mpb, respectivamente, a excepcion del cromosoma 4 de maiz en el cual los
marcadores se encuentran mas distanciados entre si (aproximadamente 87 Mpb) (Figura
[11.1.2). Se conoce que regiones del cromosoma 2 de arroz son ort6logas a regiones de los
cromosomas 4 y 5 de maiz y que regiones del cromosoma 12 presentan ortologia con se-
cuencias posicionadas en los cromosomas 1y 3 de maiz (Bolot y col., 2009) por lo cual se

considera que la asignacion de ortologia entre las secuencias de estas especies es correcta.

Discusioén

Las gramineas han sido la familia mas estudiada en el reino vegetal. Los recientes
avances en la secuenciacion y tecnologias de genotipado han ayudado en el anélisis com-
parativo de los genomas de especies relacionadas. La utilizacion de esta informacion apli-
cada a los programas de mejoramiento de cultivos ha aumentado por la disponibilidad de
sofisticadas herramientas bioinformaticas. Sobre la base de la homologia de secuencias,
sumado a la disposicién de marcadores moleculares, hemos podido realizar una compara-

cion entre los genomas de arroz, maiz y P. notatum.

El segmento del cromosoma que codifica para la aposporia en P. notatum se asemeja a
la region gendmica especifica de la aposporia (ACL) encontrado en otras gramineas tales
como Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins y col., 1998; Roche y col., 2001), Cenchrus
ciliaris (Ozias-Akins y col., 2003;. Roche y col., 1999), Paspalum simplex (Labombarda y
col., 2002; Pupilli y col., 2004) y Panicum maximum (Ebina y col., 2005). En todas estas es-
pecies el ACL se caracteriza por una restriccion de la recombinacion. En Pennisetum, Cen-
chrus y Paspalum, también existe una fuerte distorsion de la segregacién (Ozias-Akins y
col., 1998, 2003; Roche y col., 1999, 2001; Labombarda y col., 2002; Pupilli y col., 2004) que
estd ausente en P. maximum (Ebina y col., 2005). La comprension de la estructura genética
de estos bloques cromosémicos complejos no recombinantes puede proporcionar informa-
cion clave sobre los genes que controlan y regulan la expresién de la aposporia. En P.

squamulatum (Akiyama y col., 2004), C. ciliaris (Conner y col., 2008) y P. simplex (Calderini
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y col., 2006, 2011) esta tarea se ha intentado por secuenciacién directa de clones de BAC
que contienen marcadores moleculares completamente ligados a la aposporia. En estas tres
especies, se han hallado regiones que codifican proteinas, asi como también un gran nime-

ro de secuencias altamente repetitivas (Akiyama y col., 2004; Calderini y col., 2006, 2011).

En este trabajo, fue posible caracterizar las secuencias de marcadores moleculares
completamente ligados a la aposporia en P. notatum y realizar un andlisis de mapeo in silico
de las mismas en los genomas de arroz y maiz. Los andlisis de similitud de las secuencias
derivadas de marcadores de RAPD y AFLP determinaron que la mayoria de ellas corres-
ponden a secuencias no codificantes. Esto puede ser debido a la naturaleza de los marca-
dores moleculares de las cuales derivan, que normalmente se localizan en regiones repetiti-

vas.

El mapeo in silico determin6é que varias secuencias ortélogas fueron localizadas en los
cromosomas 2 y 12 de arroz, en segmentos previamente asociados con la aposporia en
esta especie (Pupilli y col., 2004), y en los cromosomas 1, 3, 4 y 5 de maiz. Un estudio re-
ciente sobre la base de una estrategia de mapeo comparativo mostrd que varios marcadores
del cromosoma 12 de arroz (incluyendo los marcadores de RFLP C996 y C1069 analizados
en este trabajo) se encuentran sobre la regién cromosémica responsable de la aposporia en
cuatro especies de Paspalum (Hojsgaard y col., 2011). Teniendo en cuenta que la apomixis
puede haber surgido a partir de la desregulacion de los genes implicados en la reproduccion
sexual, la identificacion de las secuencias codificantes dentro de las regiones sinténicas al
ACL y una comparacion con la informacion derivada de los andlisis de expresion puede
ayudar a identificar los genes fisica y funcionalmente relacionados con este modo de repro-
duccion. Por otro lado, varios transcriptos expresados diferencialmente en los tejidos repro-
ductivos sexuales y aposporicos de P. notatum resultaron ser ortélogos a secuencias situa-
das en la misma region del cromosoma 2 de arroz (Laspina y col., 2008). Asimismo, el cro-
mosoma 2 de arroz y el 5 de maiz fueron asociados a la aposporia en hibridos de Brachiaria
(Pessino y col., 1997, 1998). Por consiguiente, es probable que estos segmentos cromoso-
micos contengan secuencias relacionadas con la aposporia. Varias de estas secuencias
especificas de P. notatum parecerian estar relacionadas con elementos repetitivos tales
como transposones de la subclase mutator y retrotransposones de las subclases Tyl-copia
y Ty3-Gypsy. La presencia de estos elementos coincide con la observacion de la presencia
de secuencias repetitivas en el ACL de otras especies de gramineas (Akiyama y col., 2004;.
Calderini y col., 2006; Conner y col., 2008). Ademas, mutantes nulas en la expresion de la
proteina AGO9 implicada en el procesamiento de retrotransposones fueron capaces de pro-

ducir gametos no reducidos en Arabidopsis thaliana, imitando asi el primer paso del desarro-
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llo de la aposporia (Olmedo Monfil y col., 2010). En un estudio reciente de P. notatum, se
observé que retrotransposones que se expresan diferencialmente en inflorescencias de ge-
notipos sexuales y apomicticos contienen segmentos de genes asociados a la apomixis
transduplicados. Este hallazgo hizo pensar que este tipo de elementos puede cumplir una

funcién reguladora en la expresion de genes asociados al caracter (Ochogavia y col., 2011).

En este trabajo se encontré que la secuencia derivada de uno de los marcadores 100%
ligados a la aposporia (PNGSAS3) (Podio y col., 2012), mostré similitud con una metiltransfe-
rasa del tipo MT-A70 (N6-adenosine-methyltransferase MT-A70-like protein). Las proteinas
MT-A70 son metiltransferasas de ARN asociadas a la division de tejidos, particularmente a
6rganos reproductivos y meristemas del tallo y la raiz (Clancy y col., 2002, Zhong y col.,
2008) La inactivacion de un ortélogo a esta proteina en Arabidopsis thaliana resulta en una
falla en el desarrollo del embrién pudiendo progresar solamente hasta el estadio globular
(Zhong y col., 2008). Debido a que una de las hipétesis planteadas sobre el control de la
expresion de la apomixis incluye mecanismos epigenéticos como reguladores o disparado-
res de la aposporia en gramineas la metilacion de genes podria estar relacionada al caracter
(Grimanelli 2012). La presencia de una secuencia similar a MT-70 en el locus responsable
de la aposporia en P. notatum justifica la realizaciébn de nuevos experimentos tendientes a
identificar la secuencia completa y determinar si se trata de un gen funcional. En este caso,
estudios de expresion en tejido de inflorescencias a distintos estadios del desarrollo podrian

aportar evidencia sobre su participacion o no en el proceso de apomixis.

Los resultados presentados en este Capitulo del trabajo de Tesis indican que es posible
identificar genes homélogos de candidatos a controladores de la aposporia en las especies
modelo, basados en la comparacion in silico de secuencias. En particular, fue posible identi-
ficar genes ort6logos en arroz y maiz que podrian estar asociados a la expresion del carac-

ter aposporia.

Parte de los resultados presentados en este Capitulo fueron publicados en el articulo:
Podio, M, Rodriguez, MP, Felitti, SA, Stein, J, Martinez, EJ, Siena, LA, Quarin, CL, Pessino,
SC, Ortiz, JPA (2012) “Sequence characterization, in silico mapping and cytosine methyla-
tion analysis of markers linked to apospory in Paspalum notatum”. Genetics and Molecular
Biology. http://www.scielo.br/pdf/gmb/2012nahead/2012-055.pdf
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1.2 LOCALIZACION DE SECUENCIAS EXPRESADAS DIFERENCIALMENTE
ENTRE PLANTAS APOMICTICAS Y SEXUALES DE PASPALUM NOTATUM

Resumen

El estudio de transcriptos diferencialmente expresados en 6rganos reproductivos entre
los genotipos apomicticos y sexuales se ha utilizado desde la segunda mitad de la década
de 1990 para la detecciéon de genes candidatos relacionados a la apomixis. Trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio identificaron 65 genes expresados diferencialmente segun
el modo de reproduccion en Paspalum notatum. El objetivo de este trabajo fue determinar la
localizacién de un grupo de ellos en el mapa genético de P. notatum y establecer si presen-
tan un ligamiento genético con el locus responsable de la aposporia en la especie. Para ello
se disefiaron cebadores especificos para cada transcripto y se generaron marcadores de
tipo SCARs. Utilizando la poblacion de mapeo segregante para el modo de reproduccion se
intento posicionar cada clon en el mapa genético de P. notatum. La mayoria de los amplico-
nes resultaron no segregantes en la poblacion y solo uno de los clones (N54), el cual pre-
senta similitud de secuencia con poliubiquitina, pudo ser situado en el grupo de ligamiento
LgM17b del genotipo Q4117 (apomictico). Este grupo es homodlogo al grupo de ligamiento
LgM17a, el cual contiene al locus responsable de la aposporia, por lo cual posiblemente una
de las copias aun no mapeadas podria encontrarse en este grupo. Si bien, en este trabajo
no se han podido localizar los demas transcriptos analizados, todos pudieron ser amplifica-
dos a partir de ADN gendmico de los genotipos Q4117 (apomictico) y Q4188 (sexual), lo que
indicaria que no existirian genes especificos del caracter aposporia, sino que existiria algu-

na forma de regulacion de la expresidn de los mismos que podria disparar el caracter.

Hipotesis

» Secuencias expresadas diferencialmente en inflorescencias de plantas apomicticas y

sexuales se localizan en regiones genémicas asociadas a la aposporia.

* La asociacion genética y funcional de determinadas secuencias es clave para identifi-

car los genes disparadores del caracter.
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Objetivo

* El objetivo de este trabajo fue determinar la localizacion de secuencias expresadas di-
ferencialmente entre plantas apomicticas y sexuales en el mapa genético de P. notatum y
determinar si presentan un ligamiento genético con el locus responsable de la aposporia en

la especie.

Introduccion

El estudio de los perfiles transcripcionales de los 6rganos reproductivos entre los geno-
tipos apomicticos y sexuales se ha utilizado desde la segunda mitad de la década de 1990
para la deteccion de genes expresados diferencialmente de acuerdo al modo de reproduc-
cion. Inicialmente, Vielle-Calzada y col. (1996) realizaron estudios comparativos en Pennise-
tum squamulatum y posteriormente otros estudios analogos fueron llevados a cabo en gra-
mineas como Brachiaria (Leblanc y col., 1997; Rodriguez y col., 2003), Panicum (Chen y
col., 1999; Yamada-Akiyama y col., 2009), Poa (Albertini y col., 2004), Eragrostis (Cervigni y
col., 2008), Paspalum (Laspina y col., 2008, Polegri y col., 2010), Pennisetum ciliare (Singh
y col., 2007), y en Hieracium (Guerin y col., 2000) y Boechera (Sharbel y col., 2009).

Sin embargo, a pesar de que se han podido identificar varios genes candidatos a través
de estos perfiles de expresion (Albertini y col., 2005; Chen y col., 2005, Polegri y col., 2010),
hasta la fecha no existen datos certeros sobre la participacion de genes apomicticos aisla-
dos de especies naturales que participan en las vias claves de alguno de los procesos que
involucra la apomixis. Por lo tanto es necesario combinar la informacién obtenida por un
andlisis transcripcional con los datos genéticos disponibles, para mejorar la probabilidad de
identificar los determinantes del caracter. La localizacion en el genoma puede aportar infor-
macién importante a cerca de su funcion como miembro de una cascada de eventos que
desencadenan la apomixis o como disparadores del mismo. En este ultimo caso, la asocia-

cion fisica con el locus de la aposporia es una prueba crucial para su demostracion.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio identificaron un grupo de secuencias
expresadas diferencialmente entre genotipos sexuales y apomicticos de P. notatum (Pes-
sino y col., 2001; Laspina y col., 2008). Sumado a esto, la existencia de un mapa genético
de la especie (Stein y col., 2007) posibilita localizar estas secuencias diferencialmente ex-
presadas y determinar si presentan una asociacion fisica con el locus responsable de la

aposporia.
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Materiales y métodos
Mapeo de transcriptos relacionados a la aposporia
Desarrollo de SCARs (Secuencias amplificadas, caracterizadas y secuenciadas)

Un grupo de clones hallados como diferencialmente expresados entre genotipos sexua-
les y apomicticos fueron analizados con el objetivo de encontrar polimorfismos asociados al
modo de reproducciéon y posteriormente localizarlos en el mapa genético de P. notatum ge-
nerado por Stein y col. (2007). Los clones analizados fueron: N5, N13, N19, N31, N54 y
N108 (Tabla 111.2.1). (tomado de Laspina y col., 2008)

Tabla Ill.2.1 Transcriptos de ARNm expresados diferencialmente entre genotipos apomic-
ticos y sexuales de P. notatum

Nombre Localiza-
Origen ID? e-Value = Homologia de Secuencia cion en
del Clon b
Arroz
N5 Sexual AK068667 29e-"° Lunapark B protein 2,4
N13 Apomictico n.d - n.d 10
N19 Sexual CAJ83813.1 3e? CHK1 checkpoint homolog 2
N31 Sexual CAB40774.1 0.25 Extensin-like protein 2
N54 Sexual NP_001054720.1 9e™® Polyubiquitin 1-10
N108 Sexual AAX94831.1 1 e-36 Transposon protein 2

?ID correspondiente al mejor alineamiento en el analisis de BLAST. PAnalisis realizado
con Gramene Sequence (Laspina y col., 2008) n.d.: no determinado

Para ello se realizaron amplificaciones de tipo SCAR utilizando cebadores especificos
para cada secuencia (Tabla 111.2.2). Las reacciones de amplificacion se realizaron a partir de
ADN genomico de los genotipos parentales (Q4117 y Q4188) en un volumen final de 25 pl
conteniendo 60 ng de ADN, 0,2 uM de cebador, buffer de PCR 1X (Promega), MgCl, 2,5
mM, dNTPs 200 pM y Taq polimerasa 1,5U (Promega). Las condiciones de reaccion consis-
tieron en una etapa inicial de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C seguida de 40 ciclos de 30
seg a 94° C, 1 min a temperaturas fijas que van desde los 55°C hasta los 69°C dependiendo
del clon a analizar, 1 min 30 seg a 72 °C y 10 min finales de elongacién a 72 °C. Luego de la
reaccion los productos de amplificacion fueron suplementados con buffer de siembra y re-

sueltos en geles de agarosa al 2,5 % p/v y/o poliacrilamida al 5%. La electroforesis en geles
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de agarosa se realizé a 60 mA en buffer TAE 1X, durante 4 horas. Los productos de amplifi-
cacion fueron tefidos con una solucion de bromuro de etidio (10 ug/ml) y visualizados usan-
do un transiluminador UV. En el caso de electroforesis en geles de poliacrilamida, los pro-
ductos de amplificacion fueron suplementados con 5 ul de buffer de siembra (formamida
95% p/v, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml), desnaturalizados a 95 °C por 5 min y
sembrados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 5% (acrilamida:bisacrilamida
(19:1) 5%, TBE 0,5X, urea 7,5 M). La electroforesis se realizé empleando un equipo de se-
cuenciacion Gibco-BRL modelo S2, USA a 50 W por 2:30 h (1 h sin las muestras y 1:30 h
con las muestras) usando como soluciones reguladoras TBE 0,5X y 1X pH 8,0 en los reser-
vorios superior e inferior, respectivamente. Los geles se revelaron con nitrato de plata si-
guiendo el protocolo descripto por el “DNA Silver Staining System” (Promega). Brevemente,
los geles se incubaron 20 min en solucién fijadora (acido acético glaciar 10% v/v), seguido
de 3 lavados en H,0O destilada de 2 min cada uno e incubacion en solucién de tincién (Ag-
NO; 1 g/l, formaldehido 0,1% v/v) por 30 min. Luego se lavé por 10 s en H,Od y se reveld
con solucion desarrolladora (carbonato de sodio 30 g/l, formaldehido 0,1% v/v, tiosulfato de
sodio 2 mg/l) preenfriada, deteniéndose la reaccién con agregado de la solucién fijadora.
Los geles se lavaron exhaustivamente con agua y se tomaron los datos directamente sobre

el vidrio luego del secado a temperatura ambiente por al menos 24 hs.

Tabla 111.2.2 Cebadores utilizados para amplificar las secuencias asociadas a la apospo-
ria y desarrollar marcadores de tipo SCAR

Nombre del Clon Nombre Cebador Secuencia
5NJU AAGTTGGGTGCCGATTCTGGAT
No 5NJL GAGTGCTGGGGCCTTCTTCATTA
A-13-U1 GCCCTTAGCCATTTACACTTATTTAG
N13 A-13-L2 TATCTTCACTCGACTTGTACCGTTTAGG
19NJU CCTGAGAAACGGCTACCACATC
N19 19NJL CGAGCTTTTTAACTGCAACAACTT
31NJU TCCTCCTCGTTCCGCACAAAT
N1 31NJL GGGGGAATGAAGAAGGAGTC
54NJU GAAAGCAGCGCCTCCCAGTAGC
No4 54NJL CAGGCGAAGGACGAGGTGAAGG
108NJU ATCTGGGCAGTGGTTTGTGAA
N108 108NJL GACGGGGGTTAGTTTAGATAGAGA
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Andlisis de ligamiento

El andlisis de ligamiento se realiz6é utilizando el programa de mapeo Mapmaker 3.0
(Lander y col., 1987) de acuerdo a lo descripto por Stein y col. (2007), codificando los datos
genéticos de los marcadores como “F2-retrocruza” (opcion F2 backcross), donde la presen-
cia o0 ausencia de un determinado marcador indica heterocigosis u homocigosis respectiva-

mente. Las unidades de mapeo en cM derivaron de la funcion de Kosambi (1944).

El mejor orden de los marcadores dentro de cada grupo se determiné usando las fun-

ciones del programa “compare”, "order" y “ripple” (para verificar el orden establecido). Se

empled asimismo el comando “error detection on” para detectar los posibles errores.

Resultados
Mapeo de transcriptos relacionados con la aposporia

Seis de los clones de ADNc derivados de transcriptos especificos del desarrollo de flo-
res obtenidos por expresion diferencial entre plantas sexuales y apomicticas de P. notatum
(Laspina y col., 2008) fueron ensayados en la poblacion de mapeo a fin de determinar su

posicién en el mapa genético de la especie (Tabla I11.2.1).

En la tabla 111.2.3, se resumen los resultados obtenidos para las amplificaciones realiza-
das para cada uno de los clones estudiados. El clon N19 result6 monomérfico entre los ge-
notipos parentales, presentando solo una banda de amplificacion. En el caso de los clones
N5, N13, N31, N54 y N108 fue posible observar bandas polimérficas entre los genotipos

parentales en las condiciones ensayadas.

Las mismas condiciones de amplificacion fueron entonces ensayadas sobre los genoti-
pos parentales y parte de la poblacién de mapeo para observar la segregacion de los mis-

mos Yy determinar su localizacion en el mapa genético de P. notatum.

Solo uno de los cinco clones de ADNc provenientes de transcriptos expresados diferen-
cialmente segun el modo de reproduccién en P. notatum pudo localizarse en uno de los gru-
pos de ligamiento de la especie. El clon N54, mostrd segregacion entre los individuos F; de
la poblacién segregante por el modo de reproduccién (Figura 111.2.1), lo cual permitié su pos-

terior localizacion en el mapa genético de P. notatum.
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Tabla 111.2.3 Andlisis de segregacién y mapeo de los transcriptos expresados diferencial-
mente en P. notatum.

Bandas Bandas P s Localizacion en
Nombre Andlisis entre  Andlisis en la
del Clon detectados detectados los parentales progenie el mapa de P.
en Q4188 en Q4117 notatum
N5 3 5 Polimérfico No segregante -
N13 3 2 Polimérfico No segregante
N19 1 1 Monomorfico - -
N31 3 5 Polimorfico No segregante -
N54 9 10 Polimérfico Polimérfico LgM17b
N108 5 6 Polimérfico No segregante -

Los resultados de la localizacion en el mapa genético de P. notatum tetraploide lo ubicé
en el grupo de ligamiento LgM17b, uno de los cromosomas homologos al grupo LgM17a que
contiene el locus responsable de la aposporia (Figura 111.2.2), a 16 cM de marcadores que
se encuentran 100% ligados en repulsién con el locus responsable de la aposporia.

44748 50 52 5556 60 62 65
.

Figura lll.2.1: Gel de agarosa al 2,5% corrido a 40mA por 5hs. Amplificacion del clon N54
a partir de ADN gendmico de los genotipos parentales y parte de la poblacion F; segre-
gante por su modo de reproduccién de P. notatum. La flecha indica la banda polimérfica
segregante por el modo de reproduccién que pudo ser mapeada en el grupo de ligamien-
to LgM17b. El asterisco (*) indica aquellos individuos F; cuyo modo de reproducciéon es
apomictica.
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Figura Ill.2.2. Localizacién del transcripto diferencialmente expresado N54. A) Grupo de
ligamiento LgM17b mostrando la localizacion del transcripto N54a. B) Grupos de liga-
miento asociados a la aposporia reportados por Stein y col (2007). Las lineas horizonta-
les indican marcadores ligados en fase de repulsion.

Discusioén

El andlisis de transcriptos diferencialmente expresados entre genotipos apomicticos y
sexuales es una de las herramientas utilizadas por varios grupos que estudian la apomixis
en diferentes especies. Existen varios estudios recientes sobre la identificacion y aislamiento
de genes candidatos de la aposporia en diferentes especies de gramineas (Vielle-Calzada y
col., 1996b, Chen y col., 1999, Leblanc y col., 1997, Rodrigues y col., 2003, Pessino y col.,
2001 y Albertini y col., 2004 y 2005, Laspina y col., 2008, Polegri y col., 2010). Sin embargo,
resulta dificil poder determinar si estos genes se encuentran relacionados directamente con
el desenlace del caracter o si solo estan involucrados en cascadas de sefializacion posterio-
res al inicio de la apomixis. Hasta el momento solo unos pocos transcriptos han sido repor-
tados como funcional y fisicamente asociados a algin componente de la apomixis (Polegri 'y
col., 2010).
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En el presente trabajo se intentd localizar transcriptos previamente relacionados con la
aposporia (ya que se hallaron expresados diferencialmente entre genotipos apomicticos y
sexuales) (Laspina y col., 2008) en el mapa genético de P. notatum. Los experimentos reali-
zados a partir del disefio de cebadores especificos para la amplificacion por PCR de cada
uno y transformarlos en marcadores tipo SCAR mostré que de los seis clones de ADNc en-
sayados solo 1 pudo localizarse en el mapa de ligamiento de P. notatum. Este clon (N54), el
cual presenta homologia de secuencia con una poliubiquitina, se localizé en el grupo de li-
gamiento LgM17b, uno de los grupos de ligamientos homdlogos al grupo de ligamiento
LgM17a, que contiene al locus responsable de la aposporia, encontrdndose a 16 cM de
marcadores detectados como 100% en repulsién al grupo apo. Esta localizacién puede indi-
car que alelos de este gen se encuentren en acoplamiento ligados a la aposporia aunque los

mismos no pudieron ser identificados en este trabajo.

Por otro lado, dado que la mayoria de las secuencias asociadas a la aposporia amplifi-
cadas en este trabajo fueron no segregantes en la poblacién, es de suponer que dichas se-
cuencias se encuentran en multiples dosis y por lo tanto no mostraron polimorfismos para su
localizacion en el mapa genético de P. notatum. Asimismo, estos resultados indican que
muchos de los genes expresados diferencialmente entre plantas apomicticas y sexuales no
serian genes especificos para cada uno de los tipos de reproduccion analizados sino que las
diferencias estarian dadas por alteraciones en los patrones de expresion. Este trabajo seria
un nuevo progreso en el anclado de transcriptos relacionados al modo de reproduccion que
podrian llegar a dar un avance importante sobre los posibles mecanismos involucrados con
la aposporia. Debido a que todavia no se han detectado transcriptos diferencialmente ex-
presados que se encuentren ligados al locus responsable de la aposporia en P. notatum, es
posible que estas secuencias pertenezcan a la cascada de genes que se activan especifi-
camente en este tipo de reproduccion, pero ninguno de los transcriptos analizados hasta el
momento serian los disparadores del caracter. Sin embargo, como no fue posible detectar
polimorfismos para su mapeo, su asociacion fisica con el locus no puede ser ain descartada
y seran necesarios nuevos analisis para revelar su localizacion fisica en el genoma de P.

notatum.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los estudios realizados en este trabajo de tesis estuvieron dirigidos a profundizar el co-
nocimiento de las caracteristicas citogenéticas y moleculares del locus responsable de la
aposporia en P. notatum, caracterizar genes cuya expresiéon fue asociada a la apomixis en

gramineas y analizar secuencias genémicas especificas del locus de la aposporia.

A partir de los resultados obtenidos en la presente Tesis se puede arribar a las siguien-

tes conclusiones:

CAPITULO |

1) Las razas tetraploides apomicticas naturales de P. notatum presentan cierto tipo de
rearreglo cromosomal que afecta la meiosis en las células madre del polen y que se transmi-

te a la descendencia asociado al modo de reproduccion.

2) Las razas tetraploides apomicticas de P. notatum presentan una menor viabilidad
del polen que los genotipos tetraploides completamente sexuales (obtenidos experimental-
mente). La menor viabilidad del polen se correlaciona con la aberraciones meiéticas descrip-

tas en el item 1.

3) Existirian otros factores, ademas de la presencia de aberraciones meidticas, capa-
ces de afectar la produccion de polen viable en los hibridos ya que no fue posible correla-
cionar las anormalidades meiéticas y la viabilidad del polen en las progenies F; derivadas

del cruzamiento de plantas apomicticas y sexuales.

4) Este tipo de rearreglo cromosomal pude explicar la distorsion de la segregacion y la

supresion de la recombinacion asociada a la transmision de la apomixis en esta especie.

5) El locus responsable de la aposporia en P. notatum se encuentra localizado en un
fragmento cromosomico hemicigota, rodeado de regiones de heterocromatina, el cual migra
hacia uno de los polos en la meiosis | de la microesporogénesis. Esta estructura puede ex-

plicar el caracter simplexo del locus que controla aposporia en una especie tetraploide.
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CAPITULO Il

1) Existen al menos dos genes de la familia SERK en P. notatum (PnSERK1 y
PnSERK?2), los cuales resultaron altamente homadlogos al gen PpSERK1 y al gen ZmSERK2

respectivamente.

2) Estudios moleculares y experimentos de Southern blot determinaron que existen al

menos tres genes/alelos en P. notatum.

3) La expresion del gen PNSERK?2 se manifiesta fundamentalmente en tejido esporofi-
tico. Este gen muestra diferencias en los patrones de expresion en los distintos estadios del
desarrollo reproductivo y una notable diferencia en la localizacion de su expresién entre los

genotipos apomicticos y sexuales.

4) La expresion del gen PnSERK2 en el genotipo sexual se encuentra confinada a la
célula madre de la megéspora, mientras que en el genotipo apomictico, se localiza exclusi-

vamente en células nucelares.

5) El gen PnSERK2 seria uno de los genes implicados en la cascada de sefializacion

del desarrollo de sacos apospéricos.

6) Una secuencia con alta homologia a los genes EXS de Sorgo bicolor, maiz y arroz

de P. notatum (PnEXS) fue aislada y caracterizada.

7) Estudios moleculares y experimentos de Southern blot determinaron que existen en-

tre 2y 4 genes/alelos en P. notatum.

8) La expresion del gen PnEXS entre los genotipos apomicticos y sexuales no mostré

diferencias significativas en los estadios del desarrollo reproductivo analizados.

9) La localizacion de la expresion del gen PnEXS se detecta en todo el tejido del ovario
sexual mientras que solo pudo detectarse expresion en algunas células del tegumento que

rodean los sacos embrionarios en el genotipo apomictico.

10) El gen PnEXS estaria diferencialmente regulado en los genotipos apomicticos y se-
xuales, posiblemente a través de un mecanismo de silenciamiento presente en el genotipo

apomictico.
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11) La localizacién in silico de PnEXS determiné que la misma se localiza en regiones

previamente asociadas a la aposporia (cromosoma 12 de arroz y 1y 3 de maiz).

12) Una copia del gen PnEXS fue localizada en el grupo de ligamiento LgM6a en una
region no asociada genéticamente con el locus responsable de la aposporia (ACL) en P.
notatum. Otra fue situada en el grupo de ligamiento LgM17a, a 23 cM del ACL. Una tercera

estaria ligada en fase de repulsion al mismo.

13) El gen PnEXS seria uno de los primeros genes relacionados fisica y funcionalmente

a la aposporia en P. notatum.

CAPITULOIII. 1

1) El analisis de las secuencias de marcadores ligados a la aposporia revel6 que va-
rias de las secuencias presentan similitud con transposones y retrotransposones, y regiones

codificantes y no codificantes.

2) Particularmente, uno de los marcadores ligados a la aposporia resulté ser similar a
una metiltransferasa del tipo MT-A70. Esta proteina podria estar relacionada con alguno tipo

de regulacion epigenética de genes claves del proceso de reproduccion.

3) El analisis de las secuencias de marcadores previamente ligados a la aposporia in-
dican que es posible identificar genes homologos a candidatos controladores de la apospo-

ria en las especies modelo, basados en la comparacion in silico de secuencias.

CAPITULOIIII. 2

1) De los seis clones de ADNc ensayados solo uno pudo localizarse en el mapa de li-

gamiento de P. notatum.

2) El clon N54, que presenta homologia de secuencia con poliubiquitina, fue localizado
en el grupo de ligamiento LgM17b, en fase de repulsién al locus responsable de la apospo-

ria.

3) Posiblemente estas secuencias pertenezcan a la cascada de genes que se activan
especificamente en este tipo de reproduccién, pero ninguno de los transcriptos analizados

hasta el momento serian los disparadores del caracter.
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