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Resumen

RESUMEN

Estudios de localizacién y herencia de genes relacionados con la apomixis en razas

tetraploides de Paspalum notatum

Paspalum notatum Fliigge, es una graminea forrajera nativa de las regiones
subtropicales de Argentina, Brasil y Paraguay. Los citotipos diploides son autoincompatibles y
de reproduccién sexual, mientras que los poliploides (la mayoria de ellos teiraploides) son
autofértiles y apomicticos aposporicos. La apomixis es una forma de reproduccién asexual por
semillas que conduce a la generacién de progenies genéticamente idénticas a la planta madre.
En la apomixis apospérica se forman sacos embrionarios a partir de células de la nucela cuyos
nticleos no estin reducidos (2n), y los embriones se desarrollan por partenogénesis sin que
.ocurra fecundacioén de la célula huevo. En general, este tipo de reproduccion estd siempre
asociada a la poliploidia. En P. notatum la formacién de la semilla requiere ademas la fusion
de los niicleos polares con uno de los nucleos haploides del microgametofito para la
generacién del endosperma (seudogamia). Trabajos recientes determinaron que el caracter
aposporia en la especie es controlado por un Jocus simple, dominante y con segregacion
distorsionada.

Los objetivos de este trabajo de Tesis fueron determinar el tipo de herencia presente en
las razas tetraploides de Paspalum notatum, construir de un mapa de ligamiento genético
completo de la especie, localizar en dicho mapa el locus responsable de la aposporia (apo-
locus) asi como otros genes involucrados con la expresion del caracter apomixis y realizar

estudios estructurales y de mapeo comparativo del genoma de la especie.

viii



Resumen

Se generd una poblacién de mapeo tipo F; de 113 individuos, segregante por el modo
de reproduccién, a partir del cruzamiento de una planta tetraploide completamente sexual
(Q4188) (progenitor femenino) y un individuo natural apomictico obligado (Q4117) (dador de
polen). La clasificacién de las progenies demostr6 que 15 plantas hijas eran aposporicas y 98
no apospéricas. Las observaciones de meiocitos en ambos progenitores revelaron alteraciones
meidticas en el genotipo Q4117 que podrian corresponder a un re-arreglo cromosomal (por ej.
una inversién) y una menor viabilidad de los granos de polen en comparacion con el
progenitor sexual. Los andlisis citogenéticos y de segregacion de los marcadores moleculares
indicaron que ambos progenitores (sexual y apospdrico), presentaban herencia polisémica y
apareamiento al azar de cromosomas homélogos.

La construccion del mapa genético se basé en la utilizaéién de marcadores de AFLP y
la deteccion de alelos en dosis simples (ADS) segregantes desde ambos progenitores. Se
obtuvo un total de 687 marcadores moleculares (667 AFLPs y 20 RFLPs), de los cuales 316
resultaron de origen materno, 266 paternos y 105 biparentales. Con la informacion de
segregacion de los marcadores de AFLP en dosis simples derivados de ambos progenitores se
desarrollaron 2 mapas genéticos independientes (mapa materno y mapz.1 paterno). El mapa del
genotipo sexual (Q4188) consta de 26 grupos de ligamiento en fase de acoplamiento y tiene
una longitud total de 1.590,6 cM, con una distancia promedio entre marcadores de 6,8 cM. El
mapa del genotipo aposporico (Q4117) consta de 39 grupos de ligamiento en fase de
acoplamiento y tiene una longitud total de 2.265,7 ¢M, con una distancia promedio entre
marcadores de 12,4 ¢cM. El caracter aposporia se asoci6 a uno solo de los grupos, denominado
grupo-apo. Dentro de cada mapa se identificaron 7 y 12 grupos homélogos respectivamente,

por analisis de marcadores ligados en fase de repulsion.
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Resumen

El grupo-apo quedé constituido por 25 loci distribuidos sobre unos 34 cM. Quince
marcadores moleculares co-segregaron estrictamente ligados al caracter y otros 7 mostraron
recombinantes cercanos que definen un bloque génico de aproximadamente 8 ¢M donde la
recombinacién esta suprimida. Se determiné que esta region gendémica en particular presenta
herencia disémica con apareamiento preferencial de cromosomas. Los anélisis de secuencia
de dos de los marcadores ligados 100% a la aposporia (un AFLP y un RFLP) mostraron
homologia con elementos transponibles. La supresién de la recombinacién detectada en el
apo-locus podria estar afectando a un segmento cromosémico de gran tamafio que incluya
varios genes.

Se localizaron en ¢l mapa algunos transcriptos de ARNm especificos del modo de
desarrollo de ovarios aposporicos y que pertenecen a la cascada de genes que se activan
especificamente en este tipo de reproduccion. En ningin caso resultaron asociados al grupo-
apo por recombinaci6n, lo que indica que no son los disparadores del caracter.

Los resultados presentados en esta tesis contribuyen a clarificar aspectos basicos
relacionados con el modo de reproduccién y la evolucion del genoma de las especies de
Paspalum. Los mismos pueden asimismo emplearse para el mejoramiento de las razas
cultivadas, ya que proporcionan marcadores para la répida discriminacién de progenies
sexuales y apomicticas y un marco genético donde localizar otros genes de importancia
agronémica. La caracterizaci6n de la regién genémica responsable de la aposporia sugiere qﬁe
una estrategia de clonado posicional delllos gen/es disparadores de la apomixis seria
dificultosa, dada la fuerte supresion de la recombinacion observada en este locus. Sin
embargo, el mapa provee la base para la asociacion de marcadores GTM (gene targeted
markers), provenientes de estudios de expresioén de genes especificos de plantas apospéricas,

a fin de detectar secuencias de genes candidatos que mapeen en la region del apo-locus.



Introduccion

I- INTRODUCCION

1.1- El género Paspalum

Paspalum es un género perteneciente a la familia de las gramineas (subfamilia
Panicoideas, tribu Paniceas) que comprende mis de 400 especies (Chase 1929). Varios de
sus integrantes constituyen importantes recursos forrajeros para las regiones tropicales y
subtropicales de América, donde se encuentran ampliamente distribuidos, siendo
particularmente abundantes en Brasil, este de Bolivia y nordeste de Argentina (Burton 1974).
El género estid conformado por especies diploides de reproduccién sexual y poliploides
sexuales o apomicticas (Quarin y Norrmann 1987; Quarin 1992). La poliploidia est4 presente
en aproximadamente ¢l 80 % de las especies, existiendo una gran variacién en el nivel de
ploidia que va desde 3x (Quarin y Lombardo 1986) hasta excepcionalmente 16x en Paspalum
floridanum Michx. (Burton 1940). Se considera que aproximadamente la mitad de estos
poliploides son tetraploides (Quarin 1992). En el género es comun que muchas especies
tetraploides apomicticas presenten razas coespecificas diploides, autoincompatibles y de
reproduccién sexual (Quarin 1992). El gran niimero de especies que lo componen, la amplia
distribucién geografica que presenta y las caracteristicas en cuanto a caljdad del forraje,
palatabilidad y produccién de materia seca, hacen del género Paspalum uno de los mas

importantes y promisorios para el desarrollo de cultivares forrajeros adaptados a las regiones
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Introduccion

calidas y templadas de América. Sin embargo, s6lo unas pocas especies originarias han sido
domesticadas y cultivadas hasta el presente. Se dispone de cultivares de P. guenoarum en
Paraguay, P. plicatulum en Australia, P. notatum en Estados Unidos de Norteamérica (EEUU)
y recientemente de P. atratum en EEUU, Argentina y Tailandia (Quarin CL, comunicacién
perﬁonal). Existe una enorme variacién genética ann inexplorada en estas especies para
mejorar la calidad forrajera y produccién de materia seca. Asimismo, existen varias especies
del género con un gran potencial agronémico que pueden desarrollarse si se genera
informaciéon basica sobre su nivel de ploidia, modo de reproduccién y caracteristicas

asociadas a calidad forrajera (Quarin CL, comunicacion personal).
1.1.1- Paspalum notatum (Pasto horqueta, "Bahiagrass")

En particular Paspalum notatum Fliigge, de nombre vulgar pasto horqueta o
“bahiagrass” (en inglés), es una especie rizomatosa distribuida desde México a Argentina que
presenta varios niveles de ploidia y un sistema reproductivo complejo con citotipos diploides
autoincompatibles de reproduccién sexual y poliploides (3x, 4x, 5x) con reproduccion
apomictica, seudogamos y autocompatibles (Quarin 1992, Tischler y Burson, 1995) (Figura
1). Aproximadamente el 98% de los poliploides son tetraploides, siendo los triploides y
pentaploides excepcio@es (Tischler y Burson, 1995; Pozzobon y Valls, 1997). La forma
natural de reproduccién mds frecuente en la especie es la apomixis gametofitica de tipo
apospérica. La apomixis es una forma de reproducciéon asexual por semillas, que genera
progenies genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler 1984a). En este sistema de
reproduccion un embrién se desarrolla por partenogénesis a partir de una célula no reducida

del dvulo que puede tener origenes variados (ver item 1.2.3).
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Figura 1: Paspalum notatum, fotografias de (a) un pastizal natural y de (b) una inflorescencia en
antesis.

1.1.2- Distribucién, adaptacion y centro de origen de P. notatum

Las razas tetraploides de P. notatum Fliigge constituyen una variedad bot4nica tipica
conocida con el nombre vulgar de pasto horqueta tetraploide. Se distribuyen en tierras
abiertas, sabanas y pasturas hasta 2.000 metros sobre el nivel del mar desde México central
hasta el noreste de Argentina (Chase 1929). El pasto horqueta tetraploide es el principal
constituyente de los campos naturales del sur de Brasil, Paraguay, noreste de Argentina y
Uruguay. Asimismo, ha sido introducido en Estados Unidos y otros paises alrededor del
mundo (Gates et al. 2004).

La forma diploide (P. notatum var. saurae Parodi), variedad botanica tipica conocida
como pasto horqueta diploide (Pensacola bahiagrass en EEUU), es nativa de las cuencas de
los rios Parand y Uruguay en el noreste de Argentina. Luego de ser introducida
accidentalmente a principios del siglo veinte en Florida, es hoy una de las forrajeras

cultivadas mas importantes de los estados del golfo en el sur de los Estados Unidos. Las
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poblaciones diploides naturales son poco frecuentes y estén restringidas a los suelos sueltos
los mérgenes de los rios Uruguay, Parand y sus afluentes y en las planicies arenosas de las
islas del rio Parand. La basqueda del centro de origen de Pensacola bahiagrass condujo al
Prof. G. Burton a descubrir una gran poblaci6n natural del citotipo que cubria la isla Berduc,
en la Pcia. de Santa Fe (Burton 1967). En dicha isla se encontrd la totalidad de la variacion
genética observada én los Estados Unidos para la especie cultivada (y naturalizada). Otra gran
poblacion del citotipo diploide, con una gran variacion genética, fue encontrada en Cayastd, a
70 Km al noreste de la ciudad de Santa Fe, alrededor de las ruinas del sitio donde la ciudad
fue fundada originalmente, Como los biotipos diploides de P. notatum var. saurae son nativos
de esta regién y debido a que los estudios citogenéticos sugieren que las razas de tetraploides
fueron originadas por autopoliploidizacién y comparten juegos de cromosomas homélogos
con los diploides, la region es considerada el centro de origen de la especie (Forbes y Burton

1961; Gates et al. 2004).

1.1.3- Caracteristicas genéticas de la Paspalum notatum

1.1.3.1- Conceptos generales sobre poliploidia

Se considera que un individuo es diploide cuando su dotacién autosomica normal estd
compuesta por dos juegos homélogos de x cromosomas cada uno. Dentro de cada uno de los
juegos, los x cromosomas son todos diferentes entre si y no pueden reagruparse en grupos
inferiores. El niimero x de cromosomas se conoce como “nimero basico”. El conjunto de los

x cromosomas es llamado genomio. Por extension, el nimero cromosémico de un individuo

diploide es 2x (Lacadena 1988).
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Se denominan poliploides aquellos individuos cuya dotacién autosémica normal esta
compuesta por mas de dos genomios 0 juegos completos de cromosomas. Los poliploides se
pueden clasificar de acuerdo al origen de los genomas que los componen en:

a) autopolipleides, cuando los genomios componentes provienen de la misma especie
(homodlogos) y se los denomina tri, tetra, ..n-ploides de acuerdo con el nimero de x
cromosomas que presenten sus células somdticas (3, 4..m juegos). Sus numeros
cromosdmicos serdn 3x, 4x ..., siendo x el nimero bésico antes definido. Se denominan
homélogos a los cromosomas provenientes de los diferentes genomios que se aparean durante
la meiosis. En plantas, los autopoliploides se pueden originar por duplicacién gendmica,
ausencia de reduccién gamética o poliespermia. La duplicacion somatica puede ocurrir en el
zigoto o en embriones jévenes, generando un esporofito completamente poliploide. Este
fenémeno puede inducirse mediante experimentos de golpe de calor en los cuales los
embriones son expuestos brevemente a altas temperaturas. La duplicacién somatica también
puede darse en tejidos meristematicos de esporofitos jovenes o adultos lo que genera
quimeras mixoploides. Tales células poliploides ocasionalmente inician un crecimiento
nuevo, especialmente en heridas o tomores, y son fuentes potenciales de tallos poliploides.
Una segunda fuente importante de formacién de poliploides involucra la ausencia de
reduccién gamética, o restitucién nuclear meidtica, durante la micro y megasporogénesis. Este
proceso genera gametas no reducidas, también conocidas como gametas 2n, las cuales
contienen el conjunto completo de cromosomas somaticos. La unién de gametas reducidas
con gametas no reducidas (puente triploide), o de dos gametas 2n, puede generar embriones
poliploides. Por su parte, la poliespermia, es decir la fecundacién de un huevo por mas de un

nicleo espermatico, ha sido descripta en varias especies de plantas (Ramsey y Schermske

1998).



Introduccion

b) alopoliploides, cuando los genomas que corﬁponcn el poliploide provienen de dos
o més especies diploides diferentes. Se pueden originar por la duplicacién cromosomica de
hibridos interespecificos o intergenéricos o por la autopoliploidizacion y posterior
cruzamiento de los autotetraploides de especies diferentes. Puede ocurrir que no se hayan
encontrado o estén extinguidas las especies diploides ancestrales que intervinieron en la
formacién del alopoliploide. Se denominan homeélogos a los cromosomas de los diferentes
genomas que se originaron a partir de un cromosoma ancestral comim (Lacadena 1988).

Independientemente de su condicién genética diploide o poliploide, en el ciclo vital de
los organismos con reproduccion sexual se distinguen dos fases: la fase diploide (0 no
reducida), caracterizada porque las células contienen todos los juegos de cromosomas
aportados por los gametos, y la fase haploide (o reducida) en la que la constituciéon
cromosémica de la célula es equivalente al contenido gamético (n), es decir, solo tiene la
mitad de la dotaci6n, siendo n = nimero de cromosomas en la gameta. Si el organismo es
diploide, el complemento gamético serd el genomio tipico de la especie (n = x), pero si el
organismo es poliploide el complemento gamético estard formado por varios genomios (por
ejemplo, en un tetraploide # = 2x) (Lacadena 1988).

E! comportamiento de los cromosomas durante la meiosis tiende a ser diferente en los
auto y alopoliploides. En un autotetraploide, por ejemplo, los cromosomas homélogos se
encuentran por cuadruplicado y por lo tanto mas de dos cromosomas pueden aparearse en las
mismas zonas originando diferentes configuraciones de multivalentes durante la profase L
Cuando se forman bivalentes, el cromosoma elegido para el apareamiento suele ser cualquiera
de los homélogos al azar, de manera que en cada meiosis existe la misma probabilidad de que
se apareen como bivalentes cualquiera de los homélogos. La constitucién genética de los

gametos formados dependerd de la formacién de multivalentes y posterior segregacion
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anafisica de los mismos, de manera que las segregaciones geno- y fenotipicas seran diferentes
de las mendelianas tipicas de los organismos diploides. Este comportamiento peculiar de los
autopoliploides se denomina herencia polisémica (Lacadena 1988, Qu y Hancock 2001). Sin
embargo, en el largo plazo luego de constituido el autopoliploide, se observan a veces
sectores del genoma que tienden a presentar “apareamiento diferencial” o sea, los hom6logos
que se aparean como bivalentes son siempre los mismos cromosomas. Es decir, existe un
proceso gradual de diploidizacion del genoma, que puede avanzar hasta ;:onvertir un
autopoliploide en un poliploide ancestral (o paleopolipioide) (Ramsey y Schermske 1998).

En el caso de los alopoliploides, el comportamiento meiético inicial de los cromosomas
esta directamente influenciado por el grado de homologia entre los genomas de las diferentes
especies que lo forman. En un alopoliploide obligado durante la meiosis se formardan
bivalentes entre cromosomas homélogos dando lugar a una segregacion genética igual a los
diploides que se conoce como herencia disémica (Lacadena 1988). Sin embargo, a2 menudo se
observa formacién de multivalentes o de bivalentes al azar en los alopoliploides, debido a que
la homologia entre cromosomas homeélogos lo permite. A estos alopoliploides que presentan
herencia disémica parcial, se los conoce con el nombre de alopoliploides segmentales. Estos
poliploides también sufren procesos de diploidizacién que comienzan temprano durante la
formacion del alopoliploide con una eliminacion rapida de secuencias especificas del genoma,
y sigue luego en forma gradual (revisado en Wendel 2000).

De lo anterior se deduce que entre los extremos formados por los auto y alopoliploides
obligados existe una gran variedad de situaciones en las que puede observarse una
combinacién de herencia tipo disomica y polisémica (mas alld de cual haya sido el origen del
poliploide) que corresponde al grado de homologia y/o diferenciacion en los genomas que

halla alcanzado la especie en particular, desde segmentos cromosémicos hasta cromosomas
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enteros (Lacadena 1988).
1.1.3.2- Citogenética y herencia en P. notatum

Paspalum notatum Fliigge tiene un nimero bésico de cromosomas x = 10. Los citotipos
diploides presentan un nimero 2n = 2x = 20 y los tetraploides 2n = 4x = 40 (Burton 1940). La
ocurrehcia de citotipos triploides 2n = 3x = 30 y pentaploides 2n = 5x = 50 es muy baja en Ia
naturaleza pero se han podido obtener experimentalmente plantas con 2n = 5x =50 y 2n = 6x
= 60 polinizando tetraploides apomicticos con polen de plantas de 20 y 40 cromosomas,
respectivamente. Los 5x y 6x se originarian como producto de la fecundacion de sacos
embrionarios no reducidos con gametas de 10 o 20 cromosomas (2n +n o hibridos B3) (Burton
1948a; Martinez et al. 1994). Se han obtenido también plantas de 40 y 80 cromosomas por
duplicacién del complemento cromosémico con colchicina a partir de razas diploides (Forbes
y Burton 1961; Quarin 1999).

En P. notatum, los estudios citologicos clasicos de Forbes y Burton (1961) involucrando
plantés autotetraploides sexuales inducidas, tetraploides naturales apomicticos ¢ hibridos de
individuos sexuales por apomicticos a nivel tetraploide, indicaron que la autopoliploidia es el
origen mas probable de las razas tetraploides. Las observaciones realizadas mostraron
asociaciones cromosémicas multivalentes, principaimente cuadrivalentes, en las meiosis de
todas las accesiones evaluadas, en rangos de 2 a 10 cuadrivalentes por célula madre del polen
(Forbes y Burton 1961, Fernandes et al. 1973). Ademas, los hibridos triploides obtenidos de
cruzamientos entre el diploide y accesiones tetraploides mostraron hasta 10 trivalentes por
microsporocito, sugiriendo una completa homologia entre el juego cromosémico aportado por

la madre diploide y los dos juegos cromosémicos provistos por el padre tetraploide (Forbes y
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Burton 1961). Resultados similares fueron observados por Quarin et al. (1984), quienes
propusieron la hipétesis que P. notatum es un complejo agamico con varios niveles de ploidia
originados por autopoliploidia.

La determinacién precisa del tipo de herencia (disdmica o polisémica) en P. notatum es
critica para establecer la filogenia de la especie y desarrollar estrategias adecuadas de
mejoramiento. Asimismo, un tipo de segregacion disémico o tetrasémico llevaria al
planteamiento de distintas hipétesis para el estudio de la herencia del caracter apomixis. Se
considera que las relaciones de segregacién de marcadores moleculares son el método mas
exacto conocido actualmente para determinar el tipo de herencia e inferir por lo tanto el
origen del poliploide, con relaciones mayoritarias de segregacién polisémicas y disémicas
sugiriendo auto y alopoliploidia, respectivamente (Soltis y Riesenberg 1986, Krebs y
Hancock 1989, Qu y Hancock 1995). La comparacion entre la proporcién de marcadores en
dosis simple vs. dosis doble (da Silva et al. 1993, Qu y Hancock 1995) y la relacion entre el
ntimero de marcadores en fase de repulsion vs. fase de acoplamiento (Sorrells 1992, Wu et al.
1992) también han sido propuestos como métodos para determinar el tipo de herencia {ver
ftem 14.3). Dichos estudios determinaron el tipo de herencia presente en Saccharum
spontaneum (da Silva et al. 1993), Vaccinium darrowi (Qu y Hancock 1995) y Paspalum

simplex (Pupilli et al. 1997).
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1.2- Apomixis
1.2.1- Definicion del término apomixis

La apomixis es un modo de reproduccién asexual (agdmica), por semillas, que conduce
a la generacién de progenies genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler 1984a). El
término apomixis deriva del griego “apo” que significa falta o ausencia, y “mixis” que
significa unién o mezcla, haciendo referencia a la falta de unién de gametas de origen sexual.
La apomixis fue descripta por primera vez en 1841 en la planta australiana Alchornea
ilicifolia por J. Smith cuando un ejemplar femenino de esta especie dioica (llevado a los Kew
Gardens de Londres desde Asia) creciendo en forma aislada florecié y produjo semillas en
abundancia. Paraddjicamente, los primeros experimentos con plantas apomicticas fueron
realizados en forma involuntaria por Gregor Mendel, quien utiliz6 cruzas entre especies del
género Hieracium para intentar confirmar los resultados obtenidos con sus famosos estudios
sobre la herencia de arvejas de jardin. Mendel describi6 la curiosa situacion de que en sus
experimentos obtenia progenies Fy segregantes. y numerosas F» no segregantes. El
investigador atribuyé erréneamente la falta de segregacion observada en estas poblaciones a
una “frecuente autopolinizacién”. Hoy se sabe que muchas especies de este género son
apomicticas (Asker y Jerling 1992).

' La apomixis ha sido observada en al menos 400 especies de plantas que abarcan 35
familias diferentes, siendo muy comin en las Gramineae, Compositae, Rosaceae y Rutaceae
(Hanna y Bashaw 1987). Se considera que la apomixis ha evolucionado como un sistema de

reproduccién alternativo a la sexualidad a través de la reformulacion de los programas de

10
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desarrollo del ovario (Grimanelli et al. 2001). Por esto, para determinar sus caracteristicas con

precisién es necesario compararlo con ¢l sistema de reproduccion sexual de las angiospermas.

1.2.2- El proceso sexual

La sexualidad en las angiospermas comprende la alternancia ciclica entre los estados
de esporofito (la planta misma, 2n) y gametofito (el grano de polen y el saco embrionario, n).
La meiosis que ocurre en las flores posibilita la recombinaci6n y reduccién del contenido
genético y da lugar a la formacién de las esporas femeninas (megdsporas) en el ovario y
masculinas (microsporas) en las anteras. El desarrollo del megagmetofito femenino consta de
dos fases, la megaesporogénesis que involucra la formacién y maduracién de los productos de
la meiosis, y la megagametogénesis que comienza con la divisién mitética de los productos de
la meiosis hasta la celularizacion y maduracion (diferenciacién) del saco embrionario
(megagametofito). En el ovario, una célula especializada de la nucela denominada célula
arquesporial o célula madre de la megaspora, se divide por meiosis para formar cuatro
megésporas reducidas (n), o en algunos casos puede arrestarse la divisién resultando en la
formacién de una diada de células. Dependiendo del patrén de formacion de la pared celular,
la megaesporogénesis se clasifica en tres patrones basados en el nimerc de nicleos de
megasporas que van a participar en la formacién del megagametofito: monospérica, bisporica
o tetraspérica. Los sacos monospéricos se forman a partir de una sola megaspora uninucleada,
en los bispdricos la megaspora funcional es binucleada y en el caso de los sacos tetrasporicos
los cuatro productos de la meiosis participan en la formacioén del saco (Huang y Russell
1992). La megaesporogénesis monospérica que resulta en la formacion de sacos embrionarios

de tipo Polygonum es la méas ampliamente distribuida estando presente en aproximadamente

11
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el 70% de las angiospermas y es el proceso que se describe a continuacion. Como se
menciond anteriormente, luego de la meiosis se forman 4 megasporas reducidas, tres de la
cuales degeneran. La restante, que ocupa la posicién chalazal constituye la megéspora
funcional y por mitosis (proceso de megagametogénesis) desarrolla el saco embrionario
(Reiser y Fischer 1993). El mismo esta formado por 8 nicleos haploides () contenidos en 7
células: la ovocélula, dos sinérgidas, una célula central binucleada y tres antipodas (Figura 2).
En las gramineas en particular, el aparato oosférico formado por la ovocélula, rodeada por dos
sinérgidas esta situado en el extremo micropilar del évulo, sitio por donde ingresa el tubo
polinico en el momento de la fecundacion. En ¢l extremo opuesto denominado chalazal, se
encuentra un gran nimero de antipodas que puede variar de 6 o 7 hasta varias decenas
(Maheshwari 1978).

En las anteras, la meiosis sucede en los microesporocitos o células madre de las
micrésporas, dando origen a cuatro micrésporas. Cada micréspora desarrolla un grano de
polen con una célula vegetativa y otra generativa, producto de la division mitética del nicleo
haploide. La célula generativa se divide una vez mds para originar dos células espermaticas
(Figura 2). En las Gramineas, esto altimo ocurre generalmente después de la germinacion del
tubo polinico.

La formacién de la semilla requiere un proceso de doble fecundacién (Figura 2). El
polen germina sobre el estigma de la flor desarrollando un tubo polinico que crece por el
estilo y entra al 6vulo a través de la apertura micropilar. Los niicleos espermaticos ingresan al
saco embrionario después de la penetracién del tubo polinico a través de una sinérgida. Uno
de los niicleos espermaticos (1) se fusiona con la ovocélula (n) para dar origen al cigoto (2n),
a partir del cual desarrollara el embrién. El otro gameto masculino se fusiona con los nicleos

polares para originar ¢l endosperma (2n + n) (adaptado de Russel 1993).

12
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Figura2: esquema mostrando el proceso de reproduccién sexual en una planta angiosperma: desarrollo
de un saco embrionario de tipo Polygonum en el ovario, formacién de los granos de polen en las
anteras, doble fecundacion y desarrollo del embrién. +: indican nimeros de divisiones mit6ticas.
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De esta manera la reduccién meidtica se complementa con la fecundacién que
reestablece el ntimero cromosémico diploide de la especie. Asi, la fusién de dos gametos
haploides tnicos derivados de la distribuci6n al azar del material genético durante las meiosis

femenina y masculina resulta en la generacion de progenies genéticamente diversas.

1.2.3- Diferentes tipos de apomixis

La apomixis elude la ruta sexual evitando la reduccién meidtica y la fecundacion. La

‘ovocélula desarrolla un embrién que contiene exactamente el mismo genotipo que la planta

que lo origina. El caricter presenta formas diferentes y parece haber surgido varias veces en
forma independiente durante la evolucion (Grimanelli et al. 2001). Nogler (1984a) dividi6 a la
apomixis en dos mecanismos distintos para la generacién de los embriones de origen asexual:
la ruta espordfitica y la ruta gametofitica.

En la ruta esporofitica, también llamada embrionia adventicia, los embriones
somadticos se originan directamente a partir de células de ia nucela o de los tegumentos del
6vulo, sin que se forme un saco embrionario (Koltunow et al. 1995). Cominmente se forman
embriones muiiltiples (esporofiticos) que comparten ef évulo junto con el embridén de origen
sexual y que utilizan su endosperma para desarrollarse (Figura 3). Las células nucelares
destinadas a formar embriones son morfoldgicamente distinguibles de las otras células
nucelares normales por tener un nicieo grande y un citoplasma denso. Se desconocen el
mecanismo fisiologico y €l momento en el cual se determina el destino de estas células para
que se transformen en iniciales embrionarias (Koltunow 1993). Las células nucelares iniciales
son similares a la ovocélula en cuanto al potencial de desarroilo pero no estdn contenidas en

una estructura de megagametofito, sino que estin adyacentes a un saco embrionario meibtico

14
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(de tipo sexual) y rodeadas por otras células nucleares. Esta forma de apomixis es tipica en los

citricos, los cuales representan un sistema modelo para estudiar el proceso (Koltunow 1993).

EMBRIONIA ADVENTICIA
Wm nucela (2n)
v
embrién gamético

nucela(2n)  célula
(2n)
funcional (n)

SISINIOOUOLSIVOIN

Figura 3: esquema mostrando una comparacién de los modos de reproduccién sexual y apomictico.
Dentro de la apomixis se distinguen la ruta esporfitica (embrionia adventicia) y la ruta gametofitica

(diplosporia y aposporia). +: indica nimero de divisiones mitoticas.
15
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En la apomixis gametofitica se forma un saco embrionario no reducido a partir del
cual se desarrolla el embrién sin fecundacién. Se denomina apomeiosis al proceso que permite
que surjan estos sacos embrionarios no reducidos. De acuerdo con el origen de la célula que
genera al saco embrionario y al embrion, la apomixis gametofitica se subdivide en dos grupos:
diplosporia y aposporia.

a) Diplosporia: los sacos embrionarios se generan a partir de la célula madre de la
megaspora directamente por mitosis (tipo Antennaria) o luego de una falla en la meiosis (tipo
Taraxacum). Los sacos embrionarios diplosp6ricos conservan la estructura tipica de los sacos
de origen meidtico de tipo Polygonum, generalmente con sicte células y ocho nicleos
(Savidan 2000). En la diplosporia mit6tica, forma mas ampliamente difundida, la célula madre
de la megaspora no inicia la meiosis, sino que después de una larga interfase, se produce un
crecimiento celular acompafiado por una profunda vacuolizacién, seguido de tres mitosis
sucesivas que dan origen a un saco embrionario maduro compuesto por oche nucleos (todos
no reducidos) (Nogler 1984a) (Figura 3). En la diplosporia meiética de tipo Taraxacum, la
célula madre de las megéspora inicia la profase mei6tica, pero a consecuencia de una
mimpsis parcial o total, la mayoria o la totalidad de los cromosomas permanecen sin
aparearse en forma de univalentes. Estos univalentes no migran hacia los polos. Por el
contrario, restituyen el nicleo (niicleo de restitucién) en el centro celular y luego, uniéndose a
las fibras del huso se separan en sus cromatidas en una divisién ecuacional dando origen a dos
nicleos no reducidos. La posterior citocinesis origina una diada de megasporas,
citolégicamente no reducidas. Generalmente, en la célula del extremo chalazal de la diada, se
producen tres mitosis consecutivas para formar un saco embrionario octo-nucleado (Figura 3).
La formaci6n del nucleo de restitucién ocurre Gnicamente en la meiosis femenina (Nogler

1984a). Existen descriptos otros dos tipos de diplosporia meidtica, tipo Ixeris y tipo Allium,
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pero son mucho menos frecuentes que el tipo Taraxacum (Nogler 1984a, Savidan 2000). En
las plantas diplospéricas el proceso sexual se ve completamente comprometido ya que es la
misma célula madre de la megaspora la que sufre la modificacion. Sin embargo, existen
individuos diplospéricos facultativos en los cuales algunos 6vulos siguen la ruta sexual y otros
la diplosporica.

b) Apesporia: los. sacos embrionarios no reducidos son generados por mitosis a partir
de células somaticas del 6vulo, generalmente provenientes de la nucela (Figura 3). Los sacos
embrionarios aposporicos tienen una constitucion distinta y muy variable tanto en taxones
diferentes como dentro de un mismo taxén. Pueden presentar distintas morfologias: tipo
Hieracium (Rosenberg 1908 y 1930), tipo Panicum (Warmke 1954), ademds de algunas
variantes tipicas del género Paspalum (Quarin y Burson 1991). Las células nucelares iniciales
de la aposporia poseen un niicleo grande y un citoplasma denso al igual que las células que se
diferencian como células arquesporiales. A diferencia de la diplosporia, en los 6vulos de las
plantas que presentan aposporia pueden coexistir el proceso sexual y el apomictico al mismo
tiempo. Observaciones citolégicas de diferentes especies aposporicas mostraron que las
células inciales aposporicas pueden diferenciarse de la nucela préxima a las células
arquesporiales en cualquier estadio de la megaesporogénesis o megagametogénesis (Figura
4). Cuanto més temprano ocurre esta diferenciacion, es mas probable que el proceso sexual
sea inhibido (Nogler 1984a). El desarrollo de los sacos embrionarios apospdricos es mas
rapido que el de los sexuales posiblemente por no estar demorados por la divisién meiotica.
En general, el desarrollo de los sacos embrionarios meidticos queda detenido en el estadio de
célula arquesporial o en el de megaspora y los productos del proceso sexual degeneran
(Koltunow 1993) (Figura 3). En la aposporia tipo Hieracium, la formacién del saco se

produce después de tres divisiones mitéticas, originandose ocho miicleos que se distribuyen
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hacia ambos polos, conformando una estructura similar a los sacos embrionarios de tipo
Polygonum de las especies sexuales. La diferencia con este tltimo reside en que cada nicleo
no esta reducido (Figura 3). Los sacos embrionarios tipo Panicum se forman a partir de
células de la nucela del 6vulo, mediante dos mitosis consecutivas, dando origen a solo cuatro
niicleos, los cuales se distribuyen hacia un solo polo. Los sacos estan constituidos por dos
sinérgidas, la ovocélula y una célula central con un solo nicleo polar, careciendo de antipodas
(Figura 3). La apomixis apospérica estd ampliamente distribuida entre las Gramineas. Muchas
gramineas tropicales y subtropicales poseen el tipo Panicum de desarrollo de saco
embrionario; mientras otras tantas de clima templado poseen sacos embrionarios del tipo
Hieracium (Savidan 2000). En las especies aposporicas del género Paspalim los sacos son

similares a los de tipo Panicum pero tienen una célula central con dos y a veces tres nicleos

polares (Quarin CL, comunicacién personal) (Figura 3).
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Figura 4: fotografia tomada al microscopio 6ptico de dos cortes consecutivos de un 6vulo de
Paspalum notatum apomictico en estado muy joven (antes de la meiosis femenina), tefiido con
safranina-fast green. En el corte de la izquierda se ve la célula madre de la megéspora (CMM)
completa, con su tipica forma alargada, mucho més grande que las de la nucela, y con su nicleo
y nucleolo. En el corte siguiente se ve una célula nucelar de citoplasma més tefiido que las
restantes y nucléolo bien notable (Célula inicial de saco aposporico = IA), ubicada sobre la
CMM. En este caso en particular, la diferenciacién de la célula nucelar como IA es anterior a la

meiosis de la CMM.

Los sacos embrionarios, tanto diplospéricos como apospéricos, contienen la ovocélula
(2n), a partir del cual se desarrolla directamente el embrion por partenogénesis sin que exista
fecundacién. Asi, la ausencia de reduccién se complementa con la partenogénesis. Sin
embargo, no necesariamente se anula la fecundacion de los niicleos polares. Aunque en
algunos casos el endosperma puede desarrollarse en forma auténoma (Erigeron o
Taraxacum), en muchas especies (la mayoria de las gramineas tropicales como Panicum,
Pennisetum, Tripsacum o Paspalum) es necesario que una gameta masculina se fusione con

el/los niicleos polares de la célula central para formar el endosperma. Este proceso es
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conocido como seudogamia. La falla en el desarrollo del endosperma es una de las causas de
la ausencia de formacion de semillas apomicticas en muchas ocasiones (Quarin 1999).

La apomixis gametofitica ha sido mas profundamente estudiada que la apomixis
esporofitica, principalmente por ser el tipo presente en la gramineas, donde muchas especies
de valor agron6mico presentan este modo de reproduccion. Aunque durante los ultimos diez
afios ha habido un gran progreso en ¢l entendimiento y dilucidacién de las bases celulares y
moleculares de la apomixis, los genes disparadores del caricter ain no se han podido
identificar. Una de la teorias sobre el origen de este tipo de reproduccién, basada en datos
genéticos, sugiere que las especies apomicticas derivan de antecesores sexuales que sufrieron
un numero limitado de mutaciones en la via del desarrotlo del gametofito femenino (revisado
en Nogler 1984a, Koltunow 1993, Grimanelli et al. 2001 y Grossniklaus et al. 2001a). Los
genes involucrados son atin desconocidos pero se han propuesto modos de acci6n posibles. En
la reproduccién sexual, la meiosis estd activamente regulada en determinados puntos de
control cuya funcidn es asegurar que los eventos futuros no sucedan antes que los previos
hayan sido completados satisfactoriamente. Una de las hipétesis supone que en la diplosporia
se induce una salida heterocrénica (a destiempo) de la meiosis que afecta el desarrollo normal
de la esporogénesis. Sin embargo, las funciones bésicas requeridas para la misma per se (el
potencial para la meiosis femenina) permanecerian inalteradas (Grimanelli et al. 2003). Asi, en
la diplosporia la progresion en la formacién de la espora, la célula huevo y el embrion sufre
alteraciones respecto a la via sexual, posiblemente debido a una falla en los puntos de control.
Por el contrario, en las plantas apospéricas son las células sométicas de la nucela las que se
diferencian a espora (sin pasar por una meiosis) y sufren los procesos post-meiticos de
gametogénesis. Esto implica que la primer consecuencia de la aposporia es un cambio en el

destino celular de algunas células del tejido nucelar.

20



Introduccion

Consecuentemente se propone que la aposporia y la diplosporia se basan en
mecanismos diferentes. Se puede considerar que ambas imitan las diferencias observadas entre
mutantes heterocrénicos y homeoéticos: en la diplosporia se altera el destino celular dentro de
dominios temporales (es heterocronica) mientras que en la aposporia se cambia el destino
celular dentro de dominios espaciales (similar a lo que ocurre en los mutantes homeéticos)
(Grimanelli et al. 2003). En el otro extremo, se considera a la partenogénesis como una

consecuencia pleiotropica de la apomeiosis (Nogler 1984a, Grossniklaus et al. 2001a).

1.2.4- Rasgos distintivos del cardcter apomixis

1.2.4.1- Apomixis y sexualidad

En general se considera que la apomixis no afecta la formacién del microgametofito y
que la meiosis ocurre normalmente en las anteras generando granos de polen viables
portadores de gametas reducidas (Nogler 1984a). Esto hace que las plantas apomicticas
puedan transmitir el cardcter via polen y ser utilizadas en cruzamientos ‘micamente como
progenitores masculinos. Sin embargo, analisis recientes en P. notatum (Martinez et al. 2001;
esta Tesis, ver mas adelante) y Erigeron annuus (Noyes y Reiseberg 2000) muestran que la
transferencia del carécter via polen se desvia significativamente de las proporciones
mendelianas esperadas. Esto sugiriere una letalidad parcial posiblemente asociada a las
gametas que transmiten el/los factor/res determinantes del caracter.

La apomixis y la sexualidad no son procesos mutuamente excluyentes ya que pueden
aparecer simultdneamente sacos reducidos (mei6ticos) y no reducidos (apomeidticos) en una

misma planta, en una misma inflorescencia y atn en un mismo 6vulo (Harlan et al. 1964).
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Como criterio general se considera como apomictico a cualquier individuo que tenga la
capacidad de generar progenies por apomixis (independientemente del grado de expresion del
caricter). Asi, una planta apomictica capaz de generar al menos una parte de su progenie por
medios sexuales se conoce como facultativa. Las progenies de los genotipos apomicticos
facultativos pueden segregar como clases maternas (2n + 0) y aberrantes o fuera de tipo que
provienen de reproduccion sexual (Asker y Jerling 1992). Dentro de los individuos aberrantes
pueden encontrarse: 1) hibridos BII (n + #) que resultan de la unién de dos gametas reducidas,
2) hibridos BIII (27 +n) que se originan por la fecundacién de una ovocélula no reducida por
un grano de polen reducido y 3) haploides (# + 0) generados por partenogénesis a partir de la
ovocélula reducida (Savidan 2000). La apomixis es considerada obligada cuando el 100 % de
las progenies son de origen materno.

En general en las gramineas la apomixis es de tipo obligado, o con escasa proporcién de
reproduccién sexual. Por esto, el mejoramiento genético y la generacion de nuevas variedades
quedan restringidos en muchos casos a la seleccién y multiplicacion de genotipos superiores
tomados en las poblaciones naturales. Esto dificulta la incorporacién de caracteres deseables a
cultivares agronémicamente adaptados y ha {levado a algunos autores a considerar a este tipo

de reproduccién como un cuello de botella infranqueable para el mejoramiento.

1.2.4.2- Apomixis y poliploidia

La apomixis gametofitica estd siempre asociada a la poliploidia. Se han descripto
algunos casos excepcionales de diploides naturales que presentan este tipo de reproduccion
pero no pertenecen a la familia de la gramineas (Asker y Jerling 1992; Savidan 2000) y

ademas, estudios posteriores que involucraron repeticiones de los analisis de algunas de esas
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excepciones cuestionaron estos hallazgos (Holm y Ghatnekar 1996; Holm et al. 1997). Sin
embargo, la embrionia adventicia es comun en plantas diploides, tales como Cifrus,
Nothoscordum, Sarcococca, y Euphorbia (Gustafsson 1946).

Una caracteristica comin en la apomixis gametofitica es que las especies forman
complejos agamicos, grupos en los cuales biotipos sexuales y apomicticos se encuentran
representados en distintos niveles de ploidia. En la mayoria de los casos, los citotipos
diploides son sexuales y los poliploides (tri, tetra o pentaploides) son apomicticos. Estos
complejos agdmicos se consideraﬁ estructuras reproductivas complejas y evolucionadas
donde la sexualidad permite la generacion de nuevos genotipos y la apomixis la propagacién
clonal muy eficiente de las combinaciones gendticas superiores. Existen evidencias que
sugieren que la diversidad generada a niveles de ploidia bajos puede ser impulsada hacia los
niveles poliploides por eventos sucesivos de hibridaciones 2n + n (Daurelio et al. 2004).

Por otro lado, en varios citotipos diploides de Paspalum (Norrmann et al 1989;
Quarin et al. 1989; Quarin y Norrmann 1990) y de Brachiaria decumbens (Naumova et al.
1999) se ha descripto Ia presencia ocasional de sacos embrionarios aposporicos junto a los
sacos embrionarios meidticos normales. Estas observaciones indican que la apomeiosis seria
funcional a nivel diploide al menos en algunos individuos de estas gramineas. Sin embargo,
nunca se confirmé que la apomixis (apomeiosis + paternogénesis + seudogamia) se expresara
efectivamente en estas especies diploides. Analisis genéticos realizados recientemente
empleando distintas progenies del genotipo diploide Q3754 de P. rufum determinaron que
todos los individuos filiales se originaron a partir de éametas maternas reducidas, a pesar de

presentar entre un 8 - 26% de sacos embrionarios apospéricos (Siena et al. 2005).
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1.2.4.3- Apomixis y desarrollo del endosperma

El endosperma es igualmente importante para el desarrollo de las semillas generadas
tanto por la via sexual como por la apomictica, pero la formacién del mismo difiere
significativamente entre ambos procesos. Como se mencioné anteriormente, en algunas
especies apomicticas el endosperma se desarrolla en forma auténoma (partenogenéticamente)
sin fecundacién y en otras depende de la fecundacién de los nucleos polares de la célula
central del gametofito (seudogamia). En ambos casos existen diferencias con respecto a la
contraparte sexual en las contribuciones relativas de los genomas materno y paterno al
endosperma. En un diploide sexual, el endosperma es triploide, compuesto por dos genomas
maternos y uno paterno (2m:lp), mientras que, por ejemplo, en un apomictico tipico
tetraploide auténomo la relacién es 8m:0p (la célula central tiene dos niicleos no reducidos) y
en uno tetraploide seudégamo es 8m:2p (la célula central tiene dos micleos no reducidos y la
gameta masculina tiene uno reducido). En muchas plantas (por ejemplo, la mayoria de los
cereales) una relacién constante y determinada entre los genomas materno y paterno en el
endosperma (2m:1p) es critica para el desarrollo de las semillas. En las especies apomicticas
seudégamas este requerimiento se alcanza en algunos casos por modificaciones en la
gametogénesis o fecundacién (Panicum y Dichanthium) o bien parece estar relajado en otros
(Paspalum y Tripsacum). En Panicum la célula central del saco embrionario aposporico (tipo
Panicum) tiene un solo nicleo no reducido (4x), por lo tanto el endosperma que se generard
luego de la fecundacion por un micleo espermético (2x) tendré una relacién 4m:2p, o sea
2m:1p (Savidan 2000). En Dichanthium que presenta sacos embrionarios apospdricos tipo
Hieracium, la relacién de balance endospérmico 2m:1p también se mantiene, pero ¢n este

caso lo que sucede es que los dos niicleos polares (4x, cada uno) son fecundados por las dos
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células espermaticas (2x, cada una) generando un endosperma 8m:4p. (Savidan 2000). En P.
notatum tetraploide aposporico se determiné una insensibilidad al balance endospérmico, ya
que se pueden formar semillas viables por autopolinizacién (balance endospérmico 8m:2p) y
por polinizacién cruzada intra o interespecifica con genotipos de diferente nivel de ploidia,
desde 2x hasta 8x (cuyos balances endospérmicos varian desde 8m:4p hasta 8m:1p) (Quarin
1999). Resultadds similares se obtuvieron en Tripsacum dactiloides (tetraploide,
diplospérico) (Grimanelli et al. 1997). Las bases genéticas de la respuesta del balance
endospérmico son atin desconocidas, pero esté claro que representan un aspecto esencial de la

apomixis gametofitica (Grimanelli et al. 2001).

1.2.4.4- Apomixis e “imprinting” gendmico

El “imprinting” genémico se refiere a la expresion uniparental especifica de genes y
resulta en la diferenciacién funcional de los genomas matemo y paterno (Reik y Walter 2001).
Fn los mamiferos el imprinting genera que ¢l genoma materno y paterno sean
complementarios para genes que son esenciales para el desarrolio del embrion asegurando de
esta manera la presencia de ambos genomas en el cigoto. La ocurrencia de la apomixis en
plantas. sugiere que la presencia del genoma paterno no es un requerimiento absoluto para ¢l
desarrollo del embrién (Grimanelli et al. 2001). Estudios recientes en Arabidopsis thaliana
demostraron que de 20 genes analizados en la semilla (embridén o endosperma) durante los
primeros dias luego de la fecundacion, nirllguno correspondié al complemento genético
paterno indicando que las primeras etapas del desarrollo estarian exclusivamente bajo control
materno {combinacién del almacenamiento de productos maternos en la gameta e imprinting

genémico) (Vielle- Calzada et al. 2000). Esto sugiere que en los individuos apomicticos los
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procesos fundamentales del desarrollo temprano del embrién serian similares a los que
suceden en las plantas sexuales. Las diferencias en el desarrollo de la semilla entre especies
sexuales y apomicticas radicarian en la regulacion de la activacion de los correspondientes

programas de desarrollo y no en los programas en s{ mismos (Grimanelli et al. 2001).

1.2.4.5- Apomixis vs. embriogénesis somdtica

En general, existen por lo menos tres diferencias en el desarrolio que permiten distinguir
a los embriones originados por apomixis de aquellos provenientes de embriogénesis somética:
i) la formacién del embrién apomictico ocurre dentro de estructuras diferenciadas, ii) los
embriones apomicticos se forman directamente a partir de una célula localizada en, o cercana
a una estructura gametofitica, sin pasar por una fase de callo, lo que en general es necesario
para la embriogénesis somatica (con la excepcion de los casos de embriogénesis directa) y iii)
el patron de formacién del embrién en las especies apomicticas es indistinguible del que
ocurre en las especies sexuales mas cercanas, lo que no siempre es el caso para la

embriogénesis somatica (Koltunow 1993).

1.2.5- Importancia agronémica de la apomixis

La apomixis constituye un cardcter de gran interés para la agricultura. Las potenciales
ventajas de la manipulacién de este tipo de reproduccion han sido ampliamente discutidas por
varios autores (Bashaw 1980, Savidan 1986, Hanna y Bashaw 1987, Savidan y Dujardin 1992,

den Nijs y van Dijk 1993, Jefferson 1994, Hanna 1995, Koltunow et al. 1995, Vielle Calzada
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et al. 1996a). Savidan (2000) deseribié como las principales ventajas de la apomixis las
siguientes caracteristicas: a) facilidad y eficiencia en el desarrollo, multiplicacion y
mantenimiento de genotipos hibridos superiores, ya que una planta que posea el caricter puede
convertirse inmediatamente en un cultivar estable, b) facilidad para producir semilla pura de
alta calidad sin requerimiento de aislamientos y c) facilidad y eficiencia en el desarrollo y
aplicacién de nuevos procedimientos de mejoramiento. Ademés, la manipulacién de caracter
facilitaria el uso de transformantes considerando que una planta apomictica transgénica
inmediatamente fijaria los genes introducidos y se convertiria en cultivar luego de
multiplicarse (Vielle ~-Calzada et al. 1996a).

Aungue desde el punto de vista del mejoramiento genético la apomixis puede
considerarse como un sistema que restringe la recombinacién genética, el caracter representa
ventajas que atraen el interés de los mejoradores. Estas ventajas residen en la posibilidad de:
generar nuevos hibridos intergenéricos e interespecificos (sin las constricciones que implica la
meiosis), multiplicar sus semillas ficilmente, disminuyendo sus costos de produccién y
mantener lineas puras sin aislamiento fisico. Por dltimo, existe un interés de los agricuitores de
4reas marginales en el caricter, quienes podrfan utilizar sus propias semillas (no segregantes)
en sucesivos ciclos de cultivo. Estas caracteristicas hacen que la transferencia de la apomixis a
especies como los cereales (especialmente maiz y arroz), ¢l girasol o la papa sea un objetivo

de gran importancia agronémica y un enorme beneficio potencial.

1.2.6- Transferencia del cardcter apomixis a especies de interés agrondmico

La obtencién de nuevos cuitivos apomicticos implica que la meiosis femenina debe

estar bajo un control inducible, que el embrion se debe desarrollar a partir de una célula
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materna genéticamente inaiterada y que el endosperma debe ser compatible Asimismo, se
deberia lograr la expresién del caracter a nivel diploide (Grossniklaus et al. 2001a).

Basicamente se consideran tres grupos generales de procedimientos para la potencial
transferencia de la apomixis a especies sexuales: i) la hibridizacion clisica entre una planta
sexual y un pariente apomictico natural cercano; ii) la iniciacion de la expresion de la
apomixis por experimentos de bloqueo de genes (mutantes T, etiquetado transposicional,
mutagénesis); iii) la transformacién de cultivares sexuales con genes que controlan la
expresion del cardcter. Las dos primeras metodologias ya fueron intentadas (con un grado
variable de éxito) mientras que la tercera todavia continua siendo hipotética.

Los primeros experimentos dirigidos a introducir la apomixis a través de cruzas fueron
realizadas cerca dé 40 afios atras por D.F. Petrov, quien realizo hibridizaciones de razas
tetraploides de maiz y Tripsacum dactyloides (que presenta apomixis de tipo diplospdrica)
(Petrov et al. 1979). Posteriormente otros grupos de investigacion obtuvieron hibridos
interespecificos de maiz-Tripsacum que se reproducen por apomixis (Kidinger et al. 1996,
Savidan 2000). Sin embargo, como los hibridos obtenidos luego de una serie de retrocruzas
son completamente machoestériles, el progreso en la recuperacién del genoma de maiz esta
fuertemente asociado coﬁ la posibilidad de generar al menos algunos individuos con sacos
embrionarios meidticos. Una dificultad adicional es el fuerte requerimiento de una relacién
2:1 en el nimero de genomas haploides maternos y paternos que contribuyen a la formacion
del endosperma. Estos problemas han demorado el progreso de la introduccién de la apomixis
en maiz en los ultimos aftos y constituyen el obstdculo mas importante que presenta esta
estrategia. En cambio, la apomixis ha sido transferida exitosamente al mijo por un programa
de mejoramiento iniciado al final de los 70 y que es considerado el méas avanzado de su clase

(Hanna et al. 1993). Se han obtenido individuos apomicticos parcialmente macho fértiles pero
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que producen un nimero bajo de semillas viables, probablemente debido a problemas
asociados con el desarrollo del endosperma (Morgan 1998).

Los intentos para generar mutantes apomicticas inactivando genes de la sexualidad por
etiquetado transposicional o mutagénesis (Walbot 1992) no han tenido éxito ain en recrear el
caracter, sin embargo permitieron la identificacion en Arabidopsis thaliana de varios genes
involucrados en el control de etapas particulares de su desarrollo. Los tres genes FIS (del
inglés, fetilization independent seed): FIS2 , FIE (fetilization independent endosperm) y MEA
(MEDEA), reprimen la formacion del endosperma en ausencia de fecundaci6én (Grossniklaus
et al. 2001b). Los analisis de secuencias de estos genes mostraron que MEA y FIE tienen
similitud estructural y funcional con proteinas del grupo polycomb (PcG) y FIS2 codifica una
proteina "zincfinger” (dedo de Zn). Las proteinas del grupo PcG (en animales) forman
complejos multiméricos que regulan la expresién de genes por modulacién de la estructura
altamente organizada de la cromatina y algunos miembros también estin involucrados en el
contro! de la proliferacién celular. En Drosophila, una proteina dedo de Zn estd implicada en
las etapas tempranas de formacién del complejo PcG. La similitud de ME4, FIE y FIS2 con
dichos genes y el fenotipo comin de los mut;'mtes mea, fie y fis2 (desarrollan el endosperma
sin fecundacién), sugiere que en plantas estds proteinas forman complejos tipo Pc y que
regulan génes que controlan la proliferacion celular durante el desarrollo de la semilla.
Asimismo, se demostré que MEA y posiblemente FIS2 estén regulados por “imprinting”
genémico, es decir, solo los alelos matemos se expresan luego de la fecundacién
(Grossniklaus et al. 2001b, Berger 2003).

La transformacion genética de cultivares sexuales con genes que controlan el inicio de
la apomixis es aun hipotética, ya que la identificacion de los genes especificos que disparan el

cardcter no se ha logrado. Estudios genéticos y moleculares realizados en varias especies
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indican ademas que el locus en el que se encuentran el/los factores determinantes de la
apos_pon'a y dispiosporiﬁ seria una estructura compleja que probablemente contiene varios
genes asociados por funcién y aislados por recombinacién (Grimanelli et al. 1998a, Ozias-
Akins et al. 1998, 2003, Pupilli et al. 2001, Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004). Esta
caracteristica dificulta la identificacion de secuencias nucleotidicas Unicas y anticipa

dificultades a la hora de transformar individuos sexuales en apomicticos utilizando vectores

portadores de genes candidatos.
1.2.7- La apomixis en Paspalum notatum

El caricter apomixis estdi muy difundido en el género Paspalum e incluye un
importante niimero de especies de interés agronémico. La mayoria de ellas son aposporicas,
siendo la diplosporia infrecuente (Bonilla y Quarin 1999). Paspalum notatum, en particular,
forma un complejo agamico con citotipos diploides de reproduccion sexual y poliploides
(tetraploides en su mayoria) apospéricos. Los citotipos diploides presentan sacos embrionarios
meiéticos de tipo Polygonum produciendo exclusivamente un saco por ¢vulo (Figura 5a-b).
Las razas tetraploides presentan sacos embrionarios apospodricos, de estructura globular,
conteniendo una ovocélula acompafiada por una o dos sinérgidas y una célula central
binucleada. Esta ultima caracteristica es importante porque debido a la scudogamia, la relacion
gendémica materna/paterna del endosperma en las semillas tetraploides es 4/1 (madre 2n +
padre n). Los nucleolos en la célula central tienen un volumen que supera en dos veces 0 mas
al volumen del nucleolo de la ovocélula (Quarin y Burson 1991). La célula central esta
constituida en un 70 u 80 % por espacio vacuolar. La caracteristica mas notable de estos sacos

es la ausencia de antipodas (Norrmann et al. 1989; Quarin y Burson 1991) (Figura Sc-d).
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Figura 5: fotografias de dos cortes seriados de ovarios de Paspalum notatum tefiidos con safranina-fast
green. (a) 6vulo conteniendo un saco embrionario mei6tico proveniente de un genotipo tetraploide
apomictico facultativo (Q3664) y (¢) 6vulo conteniendo dos sacos embrionarios apospéricos proveniente de
un genotipo tetraploide apomictico obligado (Q4117). (b) y (d) esquemas de reconstitucién. o: ovocélula, s:

sinérgida, np: nicleos polares, a: antipodas.

Se ha analizado embriol6gicamente una coleccion muy importante de ecotipos
tetraploides apomicticos y en prcticamente todos ellos se encontré un grado variable de
sexualidad residual (Altamiranda 1983). En las plantas apomicticas se pueden distinguir cuatro
tipos de 6vulos: a) con un saco meidtico, b) con un saco meiético y uno o varios aposporicos
(sacos mixtos), ¢) con sacos apospdricos tinicamente y d) con saco embrionario abortado (sin
desarrollo).

No se ha descripto la presencia de plantas tetraploides completamente sexuales de P.
notatum en la naturaleza, pero si se las ha obtenido experimentalmente mediante tratamientos
con colchicina de diploides o por cruzamientos entre apomicticos facultativos generados
artificialmente y tetraploides naturales (Forbes y Burton 1961; Quarin et al. 1984; Quarin et al.
2001). Como ejemplos de materiales disponibles de este tipo pueden citarse a los genotipos
Q4188 y Q4205 ambos obtenidos en ¢l Instituto de Boténica del Nordeste (Quarin et al. 2003).

Como se menciondé anteriormente, en P. notatum diploide se ha observado un
porcentaje bajo de 6vulos (entre 0,4 —1,3 %) con sacos embrionarios mixtos. Asimismo, se

han obtenido tetraploides apospoéricos a partir de diploides sexuales por técnicas de cultivo in
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vitro asociadas a tratamientos con colchicina (Quarin y Bovo 1995; Quarin et al. 2001). Los
resultados de estos estudios indican que los genes responsables de la apomixis estarian
presentes a nivel diploide y solo se expresarian a nivel poliploide (ploidia-dependientes). Esta
dependencia de la poliploidia puede involucrar alternativamente: 2) efectos de dosaje que
actian sobre un Jocus secundario que requeriria una dosis mayor del alelo para regular la
expresion del locus que gobierna el caracter {(Quarin et al. 2001) (ver item 3.4); b) efectos
epigenéticos que afecten la region gendmica responsable de la aposporia u otra que controla

su expresion (Pessino SC y Ortiz JPA, comunicacién personal).

1.3- Control genético de la apomixis

La apomixis es un cardcter heredable (Nogler 1984a). En los ultimos afios varios
autores discutieron el mecanismo de regulacion genética en diferentes especies (Nogler
1984a, Asker y Jerting 1992, Mogie 1992, Koltunow 1993, Pessino et al. 1999, Savidan 2000,
Grimanelli et al. 2001, Ozias-Akins et al. 2003). A pesar de su amplia distribucién en las
angiospermas, la apomixis no es muy comtn en los cultivos mayores o en sistemas modelos.
Esta condicién forzo a que los estudios en este campo deban ser realizados en especies que
son comunmente poliploides, altamente heterocigotas y con poca caracterizacion genética. La
diseccién del caracter es por lo tanto dificultosa y compleja (Stebbins 1950, Nogler 1984a).
Los estudios de herencia solo son posibles si pueden cruzarse individuos completamente
sexuales (naturales o generados artificialmente) utilizados como madres con apomicticos
obligados como dadores de polen. La progenie F, segregante debe ser examinada por métodos

citoembriolégicos y clasificada de acuerdo al modo de reproduccion. Alternativamente, el
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andlisis de progenies para detectar variaciones morfoldgicas o con marcadores moleculares,
puede ser usado como indicador del modo y grado de reproduccion apomictica de los
genotipos parentales (Ortiz et al. 1997, Ortiz y Pessino 2002). Otro método de clasificacion
utilizado se basa en realizar andlisis de progenies por citometria de flujo, midiendo el
contenido de ADN en las semillas maduras (Matzk et al. 2000). Comparando el valor C (en
pg de ADN) del embrién y del endosperma se puede deducir la via reproductiva que dio
origen a la semilla considerada, por ejemplo un tetraploide sexual estaria representado por
4C+6C, un apomictico seudégamo por 4C+10C y uno auténomo por 4C+8C (Céceres et al.
2001).

Los primeros andlisis genéticos de la apomixis se llevaron a cabo en Hieracium (género
con especies aposporicas) donde se determiné que el cardcter posee un control genético simple
dominante (Ostenfeld 1910, Christoff 1942). Estos resultados han sido actualmente
confirmados en un andlisis exhaustivo de diferentes tipos de progenies segregantes en H.
aurantiacum (Bicknell et al. 2000). Al mismo resultado se llegé con los géneros apospéricos
de Hypericum (Noack 1939), Potentilla (Christoff y Papasova 1943), Sorbus (Liljefors 1955),
Malus (Sax 1959) y Beta (Cleij ét al. 1976). Debido a la complejidad del carécter, varios
estudios se concentraron en la herencia de la apomeiosis, a través del analisis embriol6gico de
progenies obtenidas a partir de diferentes cruzamientos. En los géneros apospdricos de
Ranunculus (Nogler 1984b), Panicum (Savidan 1982), Pennisetum (Sherwood et al. 1994),
Brachiaria (do Valle et al. 1994) y qupalum (Martinez et al. 2001) y en los géneros
diplospéricos de Tripsacum (Leblanc et al. 1995), Erigeron (Noyes y Reiseberg 2000) y
Taraxacum (Van Dijk y Bakx-Schotman 2004), se determiné que tanto la aposporia como la
diplosporia parecen estar controladas por uno o unos pocos genes de herencia simple

dominante. En Ranunculus y en Panicum, en los mismos experimentos se determiné que la
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apomeiosis y la partenogénesis co-segregaban estrictamente, sugiriendo que estos dos
componentes de la apomixis estdn bajo el mismo control genético o bien que la partenogénesis
es una consecuencia pleiotropica de la apomeiosis (Nogler 1984a, Savidan 2000). Sin
embargo, en algunas especies como Erigeron annuus (Noyes y Reisenberg 2000), Taraxacum
officinale (Van dijk et al. 1999) y Hypericum perforatum (Matzk et al. 2001) se ha informado
que la apomeiosis y la partenogénesis segregan independientemente.

Asimismo, los anélisis genéticos determinaron que la regién genémica asociada con la
apomeiosis en Panicum maximum (Savidan 1981), Brachiaria (do Valle et al. 1994),
Paspalum simplex (Pupilli et al. 1997), en hibridos interespecificos de Pennisetum (Ozias-
Akins et al. 1998) y en Tripsacum (Grimanelli et al. 1998a) se transmite de acuerdo a un tipo
de herencia polisémica (tetrasémica). Sin embargo, en Cenchrus ciliaris la aposporia mostro
una forma de herencia disomica (Jessup et al. 2002).

Un estudio recienite realizado en Poa pratensis en el que se incluyeron varias
poblaciones segregantes originadas por cruzamientos entre individuos apomicticos obligados
y sexuales; apomicticos facultativos y autofecundaciones, propone un modelo de herencia
complejo en el cual 5 genes mayores controlarian la apomixis en la especie y la aposporia y
partenogénesis segregarian en forma independiente. Los factores responsables del cardcter
fueron definidos como: iniciador de la aposporia [apospory iniciator gene (Ait)], inhibidor de
la aposporia [apospory preventer gene (APV)], desarrollador de la megaspora [megaspore
development gene (Mciv)], iniciador de la partenogénesis [parthenogenesis initiator gene
(Pit)] e inhibidor de la partenogénesis [parthenogenesis preventer gene (Ppv)]. De acuerdo a
este modelo, diferencias en la expresividad asi como entre las interacciones entre ellos serian

los responsables de la herencia y la amplia variacién en la expresividad del caricter (Matzk et

al 2005).
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Este nuevo modelo de herencia compleja desafia el concepto clasico en el cual un
factor Mendeliano simple seria el responsable del cardcter. Asimismo, impone una nueva
mirada a las estrategias de transferencia de la apomixis a especies sexuales por medio de
técnicas de ingenieria genética debido a que seria necesario manipular simultdneamente varios

factores que segregan en forma independiente.

1.3.1- Herencia de la apomixis en Paspalum

Los primeros estudios de herencia de la apomixis en Paspalum los realizaron Burton y
Forbes (1960). En dicho trabajo se propuso que el caricter en Paspalum notatum estaria
controlado por unos pocos genes recesivos con influencia de factores modificadores. Estos
resultados fueron obtenidos a partir de cruzamientos intraespecificos entre plantas tetraploides
sexuales inducidas (dif)loides duplicados) y apomicticas naturales. La clasificacién
reproductiva de los individuos segregantes se realiz6 mediante pruebas de progenies (unas 10
plantas por individuo) por caracteres morfolégicos con respecto al genotipo materno. Si bien
este primer trabajo intent6 proponer un modelo de herencia, el sistema experimental empleado
presentaba importantes limitaciones en cuanto a la clasificacion de los individuos filiales y
por consiguiente en la estimacién del las proporciones de segregacion de plantas sexuales y
apomicticas. Por ejemplo el reducido nimero de individuos segregantes no permite
diferenciar entre una planta sexual y otra apomictica facultativa con alta expresion de la
sexualidad. Por otro lado, los autores consideraron que los autotetraploides obtenidos por
induccién con colchicina de diploides sexuales eran completamente sexuales, cuando ahora se
sabe que pueden obtenerse individuos apomicticos facultativos por este tratamiento (Quarin et

al. 2001). Estas restricciones hicieron que en los ultimos afios fuera necesario replantear el
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estudio de la herencia del cardcter empleando nuevas técnicas embriolbgicas y moleculares.
Un segundo antecedente de estudios sobre ¢l control genético de la aposporia en Paspalum se
baso en el desarrollo de una poblacion segregante por el modo de reproduccion obtenida a
partir de un cruzamiento entre un individuo tetraploide sexual autoincompatible de P.
ionanthum usado como progenitor femenino y uno apomictico facultativo de P. -
cromyorrhizon como dador de polen (Martinez et al. 1999). Los genotipos parentales y las
progenies segregantes fueron clasificadas de acuerdo a su modo de reproducciéon en no
apospdricas y apospéricas por andlisis embriolégicos, usando la técnica de observacidn de
sacos embrionarios por clarificado de ovarios (Herr 1971). En base a los resultados obtenidos
los autores plantearon dos modelos posibles que explicarian el control genético de la
aposporia en las especies de Paspalum: a) un modelo de dosaje génico que suponia que la
aposporia requeria de al menos dos dosis de un alelo recesivo junto con una del alelo salvaje,
siendo los genotipos homocigotas recesivos inviables, o alternativamente, b) un modelo que
planteaba un gen dominante, que resultaba le@ cuando estaba en doble dosis en las gametas
(Martinez et al. 1999). Este trabajo constituyé el fundamento del modelo aceptado
actualmente en el cual, empleando cruzamientos intraespecificos y euploides (entre dos
genotipos del mismo nivel de ploidia) en razas tetraploides de Paspalum notatum, se
determiné que la aposporia se comporta como un caracter sitﬁple dominante y se trasmite a la
progenie de manera no-mendeliana debido a una distorsién en la relacién de segregacion,
probablemente asociada a un efecto pleiotrépico letal con penetrancia incompleta 0 a un
factor letal parcial ligado que afecta a las gametas masculinas (Martinez et al. 2001). En este
trabajo, los genotipos utilizados como progenitores sexual y apomictico (femenino y
masculino, respectivamente) fueron analizados exhaustivamente por citoembriologia y por

pruebas de progenies usando marcadores moleculares (Ortiz et al. 1997). Asimismo, los
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hibridos obtenidos fueron confirmados por analisis moleculares y clasificados, por el modo de
reproduccioén, por observacion de al menos 60 sacos embrionarios de cada planta (Ortiz et al.
1997, Martinez et al. 2001).

Distorsiones asociadas a la segregacién de la apomeiosis han sido descriptas también en
hibridos de maiz-tripsacum (Grimanelli et al. 1998b), en cruzamientos reciprocos entre mijo
perla sexual (Pennisetum glaucum) e hibridos apomicticos de Pennisetrum (P.glaucum x P.
squamulatum) (Roche et al. 2001) y en Erigeron annuus (Noyes y Reiseberg 2000) sugiriendo
un patrén general de distorsion en la transmision del cardcter en varias especies.

El modelo genético mas simple propﬁesto para especies tetraploides de Panicum,
Brachiaria, Paspalum y Tripsacum supone que la constitucion genética de las plantas
sexuales seria de tipo nuliplexo (aaaa) mientras que los individuos apomicticos serian
simplexos (Aaaa) para un hipotético alelo A, dominante y responsable de la apomixis. Si bien
este modelo simple ha posibilitado importantes avances en el estudio del cardcter, estd claro

que no puede generalizarse y que en muchos casos no permite explicar los resultados

experimentales obtenidos.
1.3.2- Rol funcional de la poliploidia

Como se menciond anteriormente, la apomixis gametofitica se expresa en individuos
poliploides. Los estudios pioneros de Nogler (1982) en R. auricomus demostraron que
individuos diploides obtenidos por desarrollo partenogenético de ovocélulas reducidas de
tetraploides apomicticos o por cultivo de anteras (dihaploides), eran capaces de reproducirse
por apomixis. Resultados similares se confirmaron asimismo en otras especies (Bicknell 1997,

Kojima y Nagato 1997). Sin embarge, nunca se pudo observar apomixis en diploides cigoticos
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(obtenidos por fusién entre gametas haploides). Estos resultados llevaron a Nogler a proponer
que en Ranunculus auricomus el alelo dominante A (responsable de la aposporia) no puede ser
transmitido a través de gametas haploides, con Io cual la apomixis nunca se encontraria en
diploides naturales. Su hipétesis (sin describir mecanismos posibles) se bas6 en que el alelo
responsable de la apomixis (A) seria letal en ausencia del alelo recesivo (a). Estudios
realizados por Bicknell et al. (2000) en Hieracium piloselloides indicaron que la apomixis
podia trasmitirse tanto por gametas haploides como diploides, siendo la letalidad post-cigética
la causa de la ausencia de apomixis a nivel diploide.

Todos estos resuitados sugieren que la relacién entre poliploidia y apomixis es mas
bien estructural que funcional ya que el alelo determinante de la apomixis estaria ausente en
plantas diploides (Grimaneili et al. 2001). Sin embargo otras evidencias sugieren que la
duplicacion de los genomas cumpliria un rol funcional para la expresién de la apomixis. Se
han propuesto dos modelos posibles. El modelo de la “regulacién por ploidia” (Quarin et al.
2001) postula que los alelos de algunos genes involucrados en la reproduccién se expresan
diferencialmente dependiendo del nive! de ploidia. Segin esta hipdtesis, ain cuando el alelo
determinante de la apomixis (A) estd presente a nivel diploide, ¢ste no puede expresarse en
forma efectiva, ya que para ello se requiere la existencia de un “entorno” poliploide. No es que
el alelo A se requiera en mas de una dosis, estd repetidamente probado que la apomixis es
dominante y que plantas poliploides de constitucién genética Aaaa son apomicticas. Lo que
sucederia es que simplemente A no puede expresarse a niveles diploides porque: a) esta bajo
el control genético de un /ocus secundario B, que sufre efecto de dosaje o control epigenético
regulado por ploidia, o b) estd él mismo bajo el control de factores epigenéticos regulados por
ploidia. Este modelo se basa en resultados experimentales obtenidos en P. notatum (Quarin y

Bovo 1995, Quarin et al. 2001) y en P. hexastachyum (Quarin y Hanna 1980) donde se
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demostré que los los alelos determinantes de la apomixis existirian en las plantas sexuales a
nive} diploide pero la apomixis solo se expresa en sus tetraploides derivados por duplicacion
con colchicina. Por otro lado, el modelo de la “asincronia” (Carman 1997) postula que la
hibridacién de dos ecotipos con conductas reproductivas divergentes generaria un
alopoliploide con expresion asincrénica de los genes especificos de la meiosis y
gametogénesis, que eventualmente conduciria a una expresién ectopica de la gametogénesis
sin la participacién de la meiosis. Sin embargo, Savidan (2000) critica las evidencias en las
que el Carman basé el modelo y sugicre que se deberian realizar nuevos experimentos para

generar nuevos hibridos artificiales que expresen la apomixis y demostrar que el caracter sea

heredable.
1.3.3- Caracterizacion molecular de la apomixis

Tradicionalmente los analisis citoembriologicos de las plantas madres y las pruebas de
progenies por caracteres morfolégicos o isoenzimaticos han sido las metodologias més usadas
para el estudio de la apomixis. En los ultimos afios la utilizacién de marcadores moleculares
ha aportado nuevas herramientas para el estudio y seguimiento del fenémeno (revisado en
Pessino et al. 1999). La tecnologia de marcadores moleculares y los procedimientos de
biologia molecular han generado una cantidad considerable de conocimiento nuevo sobre las
bases moleculares de la apomixis que puede ser util para el aislamiento de los genes que
controlan el caricter. Marcadores moleculares ligﬁdos a la aposporia fueron detectados en
Pennisetum (Ozias-Akins et al. 1993 y 1998), Cenchrus (Gustine et al. 1997, Roche et al.
2001, Jessup et al. 2002), Brachiaria (Pessino et al. 1997 y 1998) y Paspalum (Pupilli et al.

2001, Martinez et al. 2003), y a la diplosporia en hibridos de mafz-Tripsacum (Leblanc et al.

39



Introduccion

1995, Grimanelli et al. 1998a) y Taraxacum (Vijverberg et al. 2004). Los mismos han sido
utilizados para la identificacién de las regiones genémicas especificas responsable del caracter
en cada caso.

En varias especies los resultados obtenidos apuntan al hecho que tanto la aposporia
como la diplosporia parecen estar controladas por un Jocus Unico que podria comprender un
grupo de genes ligados y coadaptados que funcionan como una sola unidad genética y que se
transmiten juntos a causa de una fuerte supresién de la recombinacion (Grimanelli et al.
1998a, Grossniklaus et al. 2001, Ozias-Akins et al. 2003, Pupilli et al. 2004, Stein et al. 2004).

En Pennisetum squamulatum, sobre un total de 4000 marcadores de RAPD, 12 co-
segregaron estrictamente con la apomixis detectando una region hemicigota, con supresion de
la recombinacién, que estaba presente solo en los individuos apomicticos y que fue
denominada “regién genémica especifica de la aposporfa” (ASGR, del inglés “apospory
specific genomic region”) (Ozias-Akins et al. 1998). Varios de estos marcadores fueron luego
probados en Cenchrus ciliaris obteniéndose resuitados similares en esta especie (Roche et al.
1999). Estos resultados fueron corroborados en trabajos posteriores del mismo grupo por
experimentos de hibridacion in situ utilizando sondas fluorescentes (FISH) (generadas a partir
clones de BACs positivos para los marcadores ligados al carActer) que mostraron que la
ASGR se localiza en un solo cromosoma en una posicién telomérica en Pennisetum y
centromérica en Cenchrus {Roche et al 2002, Goel et al. 2003). Estudios més recientes de
mapeo fisico de alta resoluci6n utilizando la misma técnica permitieron definir en ambas

especies las distancias fisicas entre los marcadores que no recombinan y caracterizar mas
profundamente la regién (Akiyama et al. 2004 y 2005).
Se han realizado una serie de estudios tendientes a la identificacion de genes cuya

expresi6n se activa o se reprime especificamente en la flor durante el desarrollo del
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megagametofito no reducido, utilizando la técnica de exposicion diferencial. Los mismos han
informado el aislamiento de transcriptos de mRNA especificos del desarrollo aposporico en
varias especies de gramineas. Vielle-Calzada et al. (1996b) informaron que un gen (Pcs-2) se
expresa sélo en ovarios sexuales mientras otros dos (Pca-2 y Péa—B) lo hacen exclusivamente
en ovarios apomicticos de Pennisetum ciliare conteniendo gametofitos femeninos
celularizados. Estos transcriptos no presentaron homologias con genes incluidos en los bancos
de datos. Por otro lado, Chen et al. (1999) informaron la expresion de asg! (gen especifico de
la apomixis 1) en primordios florales de una accesion apomictica de Panicum maximum
asociada temporalmente con la aparicién de las células iniciales de la aposporia. La secuencia
de asgl es similar a varios genes especificos de la semilla o el embrién de diferentes especies
vegetales, entre ellos rd22 (un gen expresado en semillas e inducido por sequia en A.
thaliana), grp (un gen que codifica una proteina rica en glicina de la pared celular de ovarios
de Phaseolus vulgaris), usp (un gen que codifica a una proteina de semilla de Vicia fava),
plygl (un gen que codifica a un precursor de la cadena beta de poligalacturonasa de
Lycopersicum esculentum) y adr6p (un gen regulado negativamente por auxina de Glycine
max). La homologia de secuencia con todos estos genes es altamente significativa por lo que
los autores interpretaron que asg! podria cumplir una funcién nueva dentro del complejo de
formacion del embrién y la semilla, relacionada con la aparicién de las iniciales de la
aposporia (Chen et al. 1999). Pessino et al. (2001) compararon la expresion de genes en flores
(conteniendo ovarios con sacos embrionarios completamente celularizados) de genotipos
sexuales y apomicticos de Paspalum notatum. Se identificé una familia de transcriptos de
expresion aumentada en genotipos apomicticos. Esta familia se denomind arp! (gen que
éodiﬁca a la proteina relacionada a la apomixis 1). Inicialmente no se hallaron homologias

significativas en las bases de datos, pero una bisqueda mas reciente permitié detectar que
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arpl es homélogo a dos ESTs de maiz relacionadas con la cinesina KatD de A. thaliana.
KatD es una proteina motora del citoesqueleto que se expresa exclusivamente en tejido floral
y cuya funcién no estd ain definida. Ademas se identificaron un gen que codifica para una
proteina SGT (small glutamine rich tetratricopeptide protein) y uno para una aldehido
deshidrogenasa, que estin presentes sélo en plantas apomicticas. Otros tres genes presenies en
plantas sexuales no presentaron homologia con secuencias de genes conocidos (Silvina
Pessino, comunicacién personal). Por otra parte en Brachiaria brizantha, se encontraron
genes diferencialmente expresados en plantas apospdricas que son similares a miosina, una
exonucleasa de la superfamilia RecB, una quinasa MAP, una acuaporina, una factor
translocador de proteinas y la proteina ribosomal 60S (Rodrigues et al. 2003). En un trabajo
mas reciente, Albertini et al. (2004) aislaron 55 genes de expresion diferencial en flores de
genotipos sexuales y aposporicos de Poa pratensis. Entre los genes aislados por los autores se
encuentra una cinesina, coincidiendo con lo reportado en Paspalum, y otros genes

relacionados con la recepcion y transduccién de sefiales hormonales y el control de la

estructura del citoesqueleto.

Los andlisis de expresién de esta clase pueden conducir a la identificacion y el clonado
de genes involucrados en las primeras etapas del desarrollo apomictico y eventualmente al

aislamiento del disparador mismo de la apomixis.

1.4- Mapas de ligamiento genético

En 1913 Alfred Sturtevant generé el primer mapa genético de Drosophila

melanogaster usando seis marcadores morfoldgicos (factores) (Sturtevant 1913). Afios mas
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tarde Karl Sax (1923) demostré que existia ligamiento genético entre un locus que gobernaba
un carécter cualitativo (color de semilla) y otro que gobernaba un caricter cuantitativo
(tamafio de semilla) en Phaseolus vulgaris. A partir de estos estudios pioneros, los marcadores
genéticos han evolucionado desde una gran variedad de marcadores morfolégicos,
isoenzimaticos hasta los actuales marcadores de ADN. Los marcadores morfoldgicos son
faciles de monitorear pero tienen la desventaja de que son afectados por el ambiente, algunos
pueden recién evidenciarse tardiamente durante el desarrollo. Pero lo que hace mas restrictiva
su utilidad es que son limitados en nimero. Ademas, un marcador morfolégico puede tener un
efecto pleiotropico sobre otros caracteres de interés o ser deletéreo. Por otro lado, es muy
dificil obtener individuos que acumulen un gran nimero de marcadores para utilizarlos como
progenitores de cruzamientos y obtener poblaciones segregantes (Young 1994). Los
marcadores isoenzimaticos si bien aumentan en algo el nimero de loci a evalpar, presentan
limitaciones similares a las mencionadas para los morfologicos (Andersen y Liibberstedt,
2003).

Con el advenimiento de los marcadores moleculares de ADN estas limitaciones han
sido resueltas. Estos marcadores derivan de pequefias regiones de ADN que muestran
polimorfismo de secuencia entre individuos dentro de una especie. Las diferentes
metodologias de generacion de marcadores moleculares como por ejemplo RFLP
(polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion) (Botstein et al. 1980), RAPD
(polmorfismos por la amplificacién al azar del ADN) (Williams et al. 1990), AFLP
(polimorfismos en el largo de los fragmentos de amplificacion) (Vos et al. 1995), SSR
l(polimorﬁsmos en la amplificacién de secuencias repetidas) (Litt y Luty 1989) y otros,
permiten la generacién de miles de marcadores anénimos fenotipicamente neutros que han

posibilitado la construccién de mapas de ligamiento de numerosas especies de plantas,
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generando marcos genéticos para ei estudio de caracteres simples y complejos. Asimismo, el
desarrolio de mapas de ligamiento ha hecho posible la diseccién y etiquetado de caracteres de
importancia econémica en varios cultivos. La informacién que contienen estos mapas puede
utilizarse para correlacionar marcadores moleculares con un fenotipo determinado en una
poblacion segregante, los que potencialmente luego podrian utilizarse para seleccion asistida
en un programa de mejoramiento de la especie (Ribaut y Hoisington 1998). Hoy en dia los
marcadores genéticos se usan tanto en investigacion basica como en mejoramiento vegetal, en
{a caracterizacion de germoplasma, aislamiento de genes, introgresion asistida de caracteres y
proteccién de variedades.

Dentro de las gramineas se han desarrollado mapas de ligamiento genético de arroz
(Mc Couch et al. 1988, Causse et al. 1994, Kurata et al. 1994, http://rgp.dna.affrc.go.jp), maiz
(Helentjaris et al. 1986, Burr et al. 1988, http://www.maizegbd.org), trigo (Devos et al. 1992,
1993, Van Deynze et al. 1995), cebada (Graner ¢t al. 1994), avena (Rayapati et al. 1995),
sorgo (Chittenden et al. 1994), cafia de azicar (da Silva et al. 1993, Garcia et al. 2006) y vanas -
pasturas forrajeras como Paspalum notaum diploide (Ortiz et al. 2001), Pennisetum glaucum
(Devos et al. 1995), Setaria italica (Wang et al. 1998a), Cenchrus ciliaris (Burrow et al.
2001), Poa pratensis (Poceddu et al. 2002), Panicum maximum (Ebina et al. 2005) y Panicum
virgatum (Missaoui et al. 2005). Los primeros mapas que s¢ construyeron fueron en base a
marcadores de RFLP. Si bien el desarrollo de este tipo de marcadores requiere de materiales y
metodologias mas complejas que los marcadores basados en PCR (mayores cantidades de
ADN, utilizacion de radioactivos, mantenimiento de los clones) y son los Gnicos que permiten
realizar estudios de mapeo comparativo entre diferentes especies, inclusive las poco
relacionadas (ver punto 1.4.4). En cuanto a los marcadores de AFLP, son muy eficientes para

el mapeo ya que se puede generar un alto nimero de marcadores en poco tiempo. Tienen la



Introduccion

ventaja de que no se necesita conocimiento previo de secuencia para su implementacion, y con
una sola reaccién de amplificacién se evaluan varias regiones genémicas simultineamente y
por lo tanto son més efectivos en la cobertura y representacion del genoma. Se han
desarrollado mapas en base a marcadores de AFLP de numerosas especies de gramineas
cultivadas incluyendo sorgo (Boivin et al. 1999), Lolium perenne (Bert et al. 1999), Poa
pratensis (Porceddu et al. 2002), Festuca pratensis (Alm et al. 2003), Panicum maximum

(Ebina et al. 2005) y Festuca arundinacea (Saha et al. 2005).

L4.1- Bases tedricas para la construccion de mapas de ligamiento genético

Brevemente, los cromosomas eucariotas estdn constituidos por una Gnica molécula de
ADN cuyo largo es constante dentro de la especie y variable entre cromosomas. Normalmente
contienen alrededor de 107-10% pares de bases y muiltiples sitios de inicio de la replicacion
(Kearsy y Pooni 1996). Consecuentemente, los genes y los marcadores genéticos se localizan
en una sola dimensidén y en posiciones particulares a lo largo de la molécula. El mapeo
genético consiste en determinar la posicion relativa de un determinado nimero de loci a lo
largo del cromosoma y de esa manera ordenarlos unos en relacion a otros (Kearsy y Pooni
1996). El ordenamiento se basa en la estimacién de la frecuencia de ocurrencia de
recombinacién e intercambio de material genético entre cromosomas homoélogos durante la
profase I de la meiosis, eventos ¢videnciados a través de la formacion de quiasmas.

La presencia de un quiasma en un cromosoma en particular implica que ha ocurrido un
intercambio de material génico entre cromosomas homélogos, haciendo que la mitad de las
gametas de esa meiosis sean de tipo recombinante y la otra mitad de tipo parental para los loci

involucrados. Se dice que un cromosoma que presenta un solo quiasma tiene en promedio una
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longitud de 50 centiMorgans (cM), unidad de mapeo establecida en honor al genetista Thomas
Hunt Morgan. En muchas especies se puede contar el niimero total de quiasmas en los nicleos
{en células madre del microesporocito) y luego calcular el promedio de quiasmas por niicieo.
Por extensién, un cromosoma con un promedio de 2,5 quiasmas por meiosis, se dice que tiene
una longitud total de 125 cM (2,5 x 50 cM). En muchas especies, en base a observaciones
durante la meiosis, se puede establecer el promedio de formacién de quiasmas por cromosoma
(¢). Se desprende de esto que conociendo el mimero haploide de cromosomas (n), la distancia
total del mapa de la especie puede calcularse como ¢ x 7 x 50 cM. Esta regla es importante ya
que provee al genetista una guia de la extensién total del mapa que debe ser cubierta (Kearsy y
Pooni 1996).

Los mapas de ligamiento genético se construyen examinado las frecuencias
recombinacién de determinados Joci en las progenies de un cruzamiento, que es consecuencia
dela formagién de quiasmas entre ellos, y estableciendo las posiciones relativas de los mismos
en los cromosomas. Dos genes muy cercanos en €l mismo cromosoma no segregaran
independientemente durante la meiosis. Esta relacién se denomina “ligamiento” y explica la
aparicién de combinaciones genéticas parentales en mayor frecuencia de lo esperado segun la
segunda Ley de Mendel o ley de la segregacién independiente. ‘Dos loci ligados pueden ser
separados por un entrecruzamiento durante la meiosis. La recombinacién entre ellos se
identifica por la presencia de gametas que contienen los /oci recombinados y esas gametas se
reconocen por los fenotipos/genotipos de las progenies. La frecuencia de estas gametas es una
estimacién de la frecuencia de recombinacion entre ambos loci (Suzuki et al. 1996, Kearsy y
Pooni 1996).

Se define como unidad de mapeo {cM) a la distancia entre 2 loci (o marcadores) para

los cuales se observa un recombinante cada cien productos de la meiosis (equivalente a una
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frecuencia de recombinacién r = 1%). Cuanto mas cercanos estan dos loci en un mismo
cromosoma, menor serd la probabilidad de formacién de quiasmas entre ellos y de que
segreguen independientemente. Si dos Joci estdn lo suficientemente cerca como para que sdlo
pueda formarse un quiasma entre ellos, la frecuencia de recombinacién (r) serd igual a la
distancia en cehtiMorgans (cM). Cuando la distancia entre los marcadores es tal que se pueden
formar dos o mds quiasmas entre ellos, las distancias relativas se distorsionan y no puede
emplearse directamente ¢l porcentaje de recombinacién para estimar posiciones relativas. Se
puede demostrar que la frecuencia de recombinacion en estos casos puede resultar también en
promedio 50% (Russel 1996). Esto indica que si bien la distancia de mapeo aumenta
linealmente con el nimero de quiasmas, la frecuencia de recombinacién alcanza un maximo
(50%) (Russell 1996). Para contemplar estos problemas, se disefiaron dos funciones de mapeo
que corrigen los valores de recombinacién observados por la probabilidad de que existan
quiasmas multiples, siendo las dos mas comunes Haldane (1919) y Kosambi (1944). Haldane
asume que la probabilidad de que se dé ninguno, uno o mas quiasmas en un dado intervalo
tiene una distribucién de Poisson (los quiasmas son eventos independientes y al azar).
Kosambi, por ¢l contrario, considera un cierto grado de interdependencia para la formacidn de
los mismos. Este titimo algoritmo tiene en cuenta el efecto de interferencia, que indica que un
segundo quiasma no va a ocurrir por debajo de una distancia fija -15, 20 ¢cM- hacia ambos
lados del primero. Si bien ambas funciones permiten transformar los valores de la frecuencia
de recombinacién (r) a valores de distancia de mapeo en cM, por lo general, la mayoria de los
mapas que se publican actualmente se basan en la funcion de Kosambi (1944). La
transformacion de los valores de r en R, hace que las distancias genéticas en unidades de
mapeo sean magnitudes aditivas.

El desarrollo de un mapa de ligamiento genético de una especie en particular, requiere
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la generacion de una poblacion segregante (poblacion de mapeo). Varios factores deben
tenerse en cuenta para la eleccién del tipo y tamafio de la poblacitn, siendo el mas importante
el objetivo del proyecto como por ejemplo: generar un mapa marco de la especie, identificar y
orientar marcadores moleculares ligados a genes de interés para clonado posicional, identificar
factores asociados a caracteres cuantitativos (QTLs), monitorear Joci de resistencia a
enfermedades para piramidarlos en un tnico fondo genético y otros. Establecido el objetivo, se
debe realizar la eleccion de los progenitores para el cruzamiento, determinar con qué clase de
poblacién segregante trabajar y qué generaciones se utilizaran para los anélisis fenotipicos y/o
genotipicos (Young 1994).

Se requiere que entre los progenitores exista suficiente polimorfismo a nivel de
secuencia de ADN como para facilitar la identificacion de marcadores informativos
(segregantes). Las especies de polinizacién cruzada en general presentan un alto nivel de
polimorfismo y practicamente cualquier cruzamiento de individuos no relacionados provee
una cantidad suficiente de Joci polimérficos para iniciar un proyecto de mapeo. Sin embargo,
en las especies autogamas el nivel de polimorfismo es relativamente bajo y usualmente deben
seleccionarse progenitores poco relacionados ¢ incluso recurrir a cruzamientos interespecificos
{Young 1994).

Una vez elegidos los progenitores, las poblaciones de mapeo mas simples para
monitorear las frecuencias de recombinacién entre pares de marcadores son aquellas
generaciones derivadas de una F; clasica ya que solo dos alelos estan segregando por locus y
la distribuci6n de los mismos en los cromosomas parentales (fase de ligamiento) es conocida o
puede determinarse con relativa facilidad. Las poblaciones mas usadas son F, retrocruzas
(BC), lineas recombinantes endocriadas (RILs) y lineas doble haploides (DH), siendo las F>

completamente clasificadas las mas informativas (Kearsy y Pooni 1996). Las foérmulas
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generales para calcular las frecuencias de recombinacion en cada una de las poblaciones
segregantes se describen en Allard (1960). Las F, y BC son las més ficiles de generar para la
mayoria de las especies de plantas. |

En las especies de polinizacién cruzada donde no se dispone de lineas homocigotas
para la generacién de hibridos F), cualquier individuo puede considerarse un F; y su progenie
obtenida por autofecundacion, la F». Alternativamente, el individuo puede cruzarse de manera
controlada con otro y se obtendra un poblacién, con dos o mas alelos (hasta cuatro en un
diploide) segregando por locus. Este tipo de cruzamiento (llamado seudo-retrocruza) puede
representar una F,, un Bc; o ambos tipos de poblaciones simultaneamente. La distribucién de
los alelos en los genotipos parentales debe inferirse a partir de los datos de segregacion de la
progenie. Esta complejidad del andlisis est4 compensada por la ventaja derivada del gran
nimero de marcadores que segregan en estos cruzamientos (Kearsy y Pooni 1996).

Las principal desventaja de las poblaciones F2, BC y seudo-retrocruza es que son
efimeras (a menos que se trate de especies perennes con reproduccion vegetativa). Esta
limitacic’)ﬁ puede parcialmente superarse por poda, cultivo de tejidos y agrupamiento de las F3
(para cada F,) para disponer de una mayor fuente de material vegetal para el aislamiento de
ADN. Sin embargo, es practicamente imposible medir caracteres en diferentes localidades, en
diferentes momentos del afio. La mejor solucion a este tipo de problemas es la creacion de
lineas recombinantes endocriadas que proveen una fuente continua de material vegetal para el
mapeo (Burr y Burr 1991). Las RILs se generan por descendencia de semilla unica de las
plantas F,, por al menos 5 o 6 generaciones. Cada linea asi obtenida contiene una combinacion
diferente de las combinaciones meiéticas de los progenitores originales. La totalidad de las
lineas endocriadas recombinantes derivadas de una poblacion F original, proveen las bases

para ¢l analisis de ligamiento. Asimismo, debido a que durante la generacién de las lineas
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intervienen varias meiosis, aumenta la posibilidad de obtener recombinantes entre loci
cercanos. Otro tipo de poblaciones inmortales lo constituyen las lineas doble haploides (DH).
Las mismas se generan mediante el cultivo in vitro de anteras conteniendo granos de polen
uninucleados para generar plantas (esporofitos) haploides. Posteriormente, en forma
espontanea o por tratamientos quimicos con colchicina se obtienen las lineas DH. Las DH son
también apropiadas para ¢l mapeo ya que poseen varias de las ventajas de las RILs. Sin
embargo, no es posible obtener estos dos tipos de poblaciones en todas las especies (Young

1994).

La resolucion de un mapa y la habilidad para determinar el orden de los marcadores en
el mismo dependen entre otras cosas del tamafio de la poblacién de mapeo: cuanto mas grande
es la poblacion es posible obtener mayor resolucion. Técnicamente el tamafio de una
poblacién est limitado por el nimero de semillas disponibles o por el nimero de muestras de

ADN que razonablemente pueden procesarse (Young 1994).
1.4.2- Construccioén de mapas de ligamiento con marcadores de ADN

La teoria en la que se basa el analisis de ligamiento con marcadores de ADN es
idéntica a la del mapeo con marcadores genéticos clasicos, aunque la diferencia en ¢l nimero
de marcadores de ADN que se analizan genera una complejidad adicional. En la mayoria de
los casos, la determinaci6n del orden de marcadores ligados se basa en ¢l método de méxima
similitud, es decir, el orden de marcadores que abarca la menor distancia y requiere la menor
cantidad de entrecruzamientos entre marcadores (Mather 1957). Actualmente, existen
paquetes de programas de computacién que permiten el analisis simultaneo de muchos

marcadores en un gran ntmero de individuos: identifican los grupos de cosegregacion,
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estiman las frecuencias de recombinaci6n entre los marcadores ligados, asignan el mejor orden
y estiman las distancia (cM) de los marcadores que componen un grupo. Entre elios los mas
citados en la literatura son el: Mapmaker (Lander et al. 1987) y Joinmap (Stam 1993). Los
célculos probabilisticos que realizan tienen la misma légica que las funciones de mapeo en
prucbas de dos o tres puntos pero son mds poderosos, porque al tratarse de una prueba
multipunto, permiten minimizar los errores debidos a dobles entrecruzamientos €
interferencias. Los aigoritmos matematicos para detectar ligamiento entre dos Joci se basan en
el “LOD score” (Mapmaker) o el método de los minimos cuadrados (Joinmap). El LOD score
se define como: el logaritmo en base diez del cociente entre la probabilidad de que dos loci
estén ligados para un dado valor de recombinacion, sobre la probabilidad de que ambos loci no
estén ligados y hallan co-segregado por azar. Por ejemplo, un LOD score = 3.0 para un par de
genes indica que es 1000 veces més probable que los genes estén ligados a que no lo estén
(Lincoln et al. 1993).

Idealmente, en un individuo diploide el nimero de grupos de ligamiento en el mapa
deberia ser igual al nimero de cromosomas en las gametas (n), pero es posible que marcadores
que corresponden al mismo cromosoma aparezcan en grupos separados por no haberse
detectado loci intermedios. Esto es una indicacién de que la cobertura del genoma ain no es
completa. A medida que se incorporan mds marcadores la distancia total va a igualar al valor
predicho por la frecuencia de quiasmas. Asimismo, las distancias genéticas tienen errores
estandar que dependen del tamafio y tipo de poblacién utilizada. Un valor de frecuencia de
recombinacion p tiene un error estindar delAp(1-p)/N] donde N es el tamafio de la poblacién

(Kearsy y Pooni 1996).

Muchas veces resulta interesante describir las distancias entre marcadores en un mapa

genético no sélo en unidades de mapeo (cM), sino por su distancia fisica real en pares de bases
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(pb). Esto es necesario cuando se intenta el clonado posicional de una secuencia nucleotidica
especifica (gen). Es conocido que la distribucién de los quiasmas no es uniforme a lo largo de
los cromosomas y ademds varia entre especies, por lo tanto los mapas de ligamiento genético
frecuentemente no se corresponden exactamente con los mapas fisicos. En general, la
recombinacién estd inhibida cerca de los centrémeros, telomeros, en las regiones
heterocromaticas y regiones incorporadas de especies relacionadas. Esto tiene consecuencias
que se reflejan en los mapas de ligamiento como condensacion de marcadores en determinadas
regiones (por ejemplo, centrémeros y telémeros) y marcadores separados por distancias
apreciables (brazos cromosomales) atin luego de haber saturado el mapa con varios cientos de
marcadores. A pesar de la distribucién no homogénea de marcadores en términos de
frecuencia de recombinacion, es probable que la distancia fisica entre ellos sea mucho mas
uniforme (Young 1994).

Asi, una vez obtenido un mapa de ligamiento es interesante compararlo con ¢l cariotipo
para asignar los grupos de ligamiento a cada cromosoma. El método més comin para
relacionar marcadores de ADN con cromosomas especificos es el uso de aneuploides
(monosémicos y / o trisomicos) y lineas de sustitucion (Young 1994). Asimismo, se pueden
realizar estudios de mapeo fisico de alta resolucion por hibridacién in sifu de sondas
fluorescentes (FISH) sobre complementos cromosémicos en diferentes estadios de la mitosis o
de la meiosis (Akiyama et al. 2004 y 2005). La posicién y distancia entre las sondas hibridadas
puede compararse con las distancias genéticas que presentan los marcadores en el mapa de
ligamiento. Otros métodos para relacionar mapas fisicos y genéticos se basan en el desarrollo
de mapas fisicos a partir de clones de BACs (revisado en Zhang y Wing 1997). Entre ellos se
puede mencionar al método de caracterizacion basado en la restriccion (“restriction-based

fingerprinting method”). En primer lugar se seleccionan al azar un ntimero alto de clones de
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BACs y se los digiere con enzimas de restriccion. Los productos de la digestion, previamente
marcados, se separan en geles de secuencia y los resultados se procesan con programas de
computacién especificos que realizan la reconstruccién de los mapas de restriccién de cada
clon de BAC simultineamente y luego los agrupan en diferentes “contigs”. La hibridacién de
marcadores de interés sobre el ADN de los contigs permite correlacionar la posicion de los
mismos dentro de los BACs con la distancia genética que muestran en ¢l mapa de ligamiento
(Tao et al. 2001, Zhang y Wu 2001, Tao et al. 2002).

La unidad de mapa genético varia en nimero de nucleotidos segin la especie, el
cromosoma Y la localizacién dentro del mismo cromosoma. Aproximadamente, 1 cM equivale
a 1 Mpb (1 millén de pares de bases) en humanos y a 750 kpb en plantas superiores (Lincoln
et al. 1993). Como se menciond anteriormente, la forma clasica de estimar el largo de los
genomas (G) se basa en los conteos de quiasmas por cromosoma durante la meiosis. No
siempre la interpretacion de estos estudios es sencilla por lo que se han disefiado metodologias
alternativas para estimar el largo de los genomas a partir de los datos genéticos de mapas de
ligamiento parciales o incompletos, por ejemplo el método de los momentos (Hulbert et al.
1988), el método de los momentos modificado por Chakravarti (Chakravarti et al. 1991} y el

método de méaxima similitud (Chakravarti et al. 1991).

1.4.3- Mapeo en poliploides

Los métodos estadisticos para la construccién de mapas de ligamiento genético fueron
desarrollados en principio para especies diploides por lo que los mapas de especies como
tomate, maiz y arroz fueron los primeros que se generaron. Sin embargo, la mayoria de las

especies cultivadas de importancia agronémica son poliploides. La construccién de mapas de
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ligamiento genético resulta complicada cuando se trata de especies poliploides (Ripol et al.
1999). En el caso del trigo y de la papa (ambos poliploides) se realizaron primero los mapas de
las especies diploides relacionadas (Kam-Morgan y Gill 1989, Bonierbale et al. 1988). En las
triticeas, se mapearon una gran cantidad de sondas a nivel diploide y luego se infirieron sus
posiciones relativas en el mapa del hexaploide (Sorrells 1992). Sin embargo, no existen
especies diploides relacionadas para todos los poliploides.

El mapeo en poliploides es mucho més complicado por varias razones: a) hay un
namero mayor de genotipos segregantes, por ejemplo si se trata de un genotipo autotetraploide
con cuatro alelos por locus que forma bivalentes durante la meiosis, cuando se lo hibrida con
una sonda de simple copia se esperan 19 genotipos posibles segregando en la descendencia
generada por autofecundacion; b) puede ocurrir co-migracién de fragmentos que tengan peso
molecular similar y distinta secuencia; c) la constitucién gendmica (origen auto o
alopoliploide) de muchas especies no es conocida, haciendo dificil determinar los patrones de
herencia; d) es complicada la caracterizacion fenotipica debido a la presencia de fragmentos
multiples (Wu et al. 1992, Sorrells 1992) .

Una estrategia para simplificar el mapeo en poliploides es analizar la segregacion de
marcadores (RFLP, AFLP, RAPD) por presencia / ausencia en la poblacién. Un fragmento que
estd presente en dosis simple y que por lo tanto scgrega en una relacion 1:1 (presencia :
ausencia) en las gametas de un individuo se denomina alelo en dosis simple (ADS). Un ADS
en un autopoliploide es equivalente a un simplexo (Aaaa, en caso de tetraploidia) o a un focus
heterocigota en uno de los juegos diploides en un alopoliploide. En ambos casos la relacion de

segregacion del ADS en un cruzamiento Aaaa X aaaa, €8 1:1 (Aaaa:aaaa) (Wu et al. 1992). De

esta forma, es posible identificar exactamente el genotipo (para ese determinado locus) de

cada progenie.
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El primer paso para la construccion de un mapa genético usando este método es
determinar la dosis de cada marcador basandose en la relacion de segregacion, por medio de
una prueba de Chi cuadrado (x). Posteriormente, los marcadores en dosis simple se ordenan
formando grupos de ligamiento en fase de acoplamiento (grupos de co-segregacion).
Finalmente, se deben agrupar los grupos individuales en sus respectivos homoélogos. Esto se
puede realizar por diferentes métodos: mapeo de sondas de RFLP que reconocen muiltiples
ADS (da Silva et al. 1993), mapeo de alelos en doble dosis o superiores (Ripol et al. 1999) o el
analisis de marcadores ligados en fase de repulsién (Qu y Hancock 2001).

Como se menciond anteriormente (item 1.1.3.1) las especies autopoliploides presentan
herencia polisémica, es decir, los cromosomas homélogos dentro de un mismo grupo se
aparean al azar durante la meiosis. Por otro lado, las especies alopoliploides presentan
herencia disomica y por lo tanto Ia genética es similar a la de los diploides excepto por los
multiples genomas.

La estimacion del ligamiento, en un poliploide (auto o alopoliploide) entre dos ADS en
fase de acoplamiento es idéntica que para un diploide. En cambio, si los ADS estan en fase de
repulsién, la estimacién del ligamiento sera igual que para los diploides sélo si el poliploide
muestra herencia disémica (alopoliploides). En caso de herencia polismica (autopoliploides),
los ligamientos en fase de repulsién son muy dificiles de detectar ya que la chance de
apareamiento entre los cromosomas homoélogos que llevan los loci ligados es 1/(h-1) (h =
nimero de homélogos en el grupo), resultando en una menor probabilidad de que se produzca
recombinacién entre ellos (Wu et al. 1992). En alopoliploides la recombinacién entre
marcadores ligados en repulsién depende solo del evento de entrecruzamiento, mientras que
en los autopoliploides la recombinacién observada (R) estd compuesta por la recombinacion

debida a la segregacién independiente (Ri) de los cromosomas que llevan los marcadores
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ligados en fase de repulsién y al entrecruzamiento (Rc) [R = Ri + Rc] (Quy Hancock 2001).
El valor minimo de R para un verdadero autopoliploide es Ri, [Ri = (h-2)/2(h-1)] y para todo
par de marcadores ligados en repulsion Ri va a ser mayor que Re [Re = ry/(h-1), donde r; es la
distancia genética entre los marcadores ligados r = (h-1) R — Ri]. Ri es un valor fijo que
depende del nivel de ploidia, [para un autotetraploide Ri = 0,333 (Wu et al. 1992)], mientras
que Rc es un pardmetro variable que depende de la distancia genética. Ademis, a medida que
aumenta el nivel de ploidia la méxima fraccién de recombinacion detectable para alelos en
repuision decrece ya que se incrementa la frecuencia esperada de Ri (Wu et al. 1992, Sorrells
1992).

Debido a esta gran diferencia en la capacidad de deteccion de ligamientos en fase de |
repulsién entre alo y autopoliploides, se espera una relacién entre el nimero de ligamientos en
repulsién vs. acoplamiento de 1:1 o 0-0,25:1 en caso de herencia de tipo disémica o
polisémica, respectivamente (Wu et al. 1992, Quy Hancock 2001). Por esto, los valores de
recombinacién (R) en un autopoliploide pueden utilizarse como indicadores de la presencia de
apareamiento preferencial entre cromosomas homélogos dentro de cada grupo (Qu y Hancock
2001). Si para un par de genes ligados en fase de repulsion de un autopoliploide R < Ri (r; <
0), significa que ambos cromosomas se¢ aparean mas frecuentemente el uno con el otro, que

con el resto de los cromosomas del grupo homélogo (para mas detalles ver Materiales y

Métodos).

El método de mapeo basado en marcadores ADS ha sido utilizado para la construccion
de los mapas de ligamiento de cafia de aziicar (da Silva et al. 1993, Garcia et al. 2006), Prunus
serasus (Wang et al. 1998b), papa (Li et al. 1998), alfalfa (Brower y Osborn 1999), rosa

(Rajapakse et al. 2001), frutilla (Lerceteau-Koler et al. 2003), Panicum maximum (Ebina et al.

2005) y Panicum virgatum (Missaoui et al. 2005).
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1.4.4- Mapeo comparativo

La familia botanica de las gramineas (Poaceae) comprende mas de 10.000 especies
que parecen haberse originado unos 66 millones de afios en el periodo Cretaceo tardio. A
pesar de la amplia diversidad generada por modificaciones evolutivas que permitieron la
radiacion de las especies en el planeta, existe una consistencia sorprendente en la arquitectura
corporal de las plantas que componen esta familia. Asi, las similitudes genéticas subyacentes
documentadas por Vavilov (1940) van encontrando explicacién a medida que aumenta ¢l
volumen de informacién molecular disponible (Van Deynze et al. 1998).

El mapeo comparativo estudia el alincamiento de los mapas genéticos de especies que
poseen marcadores en comtin. Los mapas comparativos proveen informacion de la evolucion
cromosémica y permiten identificar en las distintas especies fenotipos equivalentes
controlados por genes ortélogos (loci génicos conservados que surgen de un ancestro comin y
que han evolucionado en especies diferentes). Durante los tltimos 15 afios los estudios de
mapeo comparativo en gramineas han demostrado que el contenido y orden génico estan
altamente conservados en la familia (Ahn et al. 1993, Moore et al. 1993, Devos y Gale 1997).
Estos analisis revelaron que los cromosomas de este grupo de especies pueden describirse
sobre la base de 19 segmentos cromosémicos del genoma de arroz (Moore et al. 1995a y
1995b) y que los genomas de varias especies de gramineas puede reconstruirse en base a
duplicaciones y reordenamientos de estos blogues génicos (como si fuesen bloques de “lego™).
Esta caracteristica hace que, al menos en teoria, sea posible identificar genes en especies de
genoma grande y complejo a partir de la informacién generada en especies de genoma mas
pequefio y mejor caracterizado (gj. arroz) teniendo en cuenta las relaciones de sintenia entre

las mismas (Moore 1995, Moore et al. 1995a).
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El uso de marcadores moleculares de RFLP ha sido la herramienta fundamental para
desarrollar los mapas comparativos de arroz, maiz, las Triticeas, sorgo, avena, cafia de azicar
y varias pasturas forrajeras. Una ventaja de estos marcadores €s que son co-dominantes (se
observan todos los alelos involucrados en el heterocigota), son multialélicos y en
consecuencia, poseen un alto indice de informacion genética. Los estudios comparativos se
vieron favorecidos por los esfuerzos combinados para desarrollar sondas de RFLP "ancladas”
de trigo, cebada, avena, maiz y arroz que generaran buenas sefiales de hibridaci6n en la varias
especies de gramineas. Las sondas consisten en clones de ADNc que fueron seleccionados a
partir de genotecas de varias especies. Deben ser de bajo nimero de copia en arroz y sus
posiciones gendmicas deben estar establecidas en arroz y maiz o trigo. Se seleccion6é una
cantidad de sondas tales que el genoma de arroz se encuentre uniformemente cubierto (Van
Deynze et al. 1998). Muchas sondas de RFLP que se encuentran mapeadas en posiciones
ortologas corresponden a marcadores anoénimos (aunque en especies como arroz y maiz
actualmente se conoce la identidad de cada uno de los clones mapeados: http://www.rgp.or -
http://www.maizegbd.org/mnl/70/probe_bank.html.). Se ha detectado ortologia entre especies
usando sondas correpondientes a genes mayores, por ejemplo el gen de la enzima ramificante
I del almidén (Harrington et al. 1997) y el gen de resistencia a roya (Asnaghi et al. 2000).
Asimismo, cuando se analizaron QTLs que gobiernan caracteres importantes por ejemplo:
vernalizacion, floraci6n, altura de la planta, enanismo y dehiscencia se observé ortologia entre
arroz, maiz y trigo (revisado por Devos y Gale 1997).

El desarrollo de genotecas en YAC y BAC principalmente de diferentes gramineas ha
permitido el aislamiento y secuenciacién de fragmentos largos de ADN (100 - 500 kb). Esto
permite estudiar tanto la conservacion det orden génico o microcolinealidad, a nivel de sub-

megabase, como también la organizacién de los genes en genomas de diferente tamatfio.
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Estudios recientes indican que la microcolinealidad de genes estd menos conservada entre
especies debido a rearreglos y deleciones de baja escala. Las inversiones, translocaciones e
inserciones detectadas en la organizacién de los cromosomas de las distintas especies en
algunos casos son indicativos de los mecanismos evolutivos involucrados en la especiacion en
gramineas. Consecuentemente, no estd muy claro ain si la técnica de aislar genes de especies
con un genoma grande (trigo, maiz) a partir de uno pequefio usado como modelo (arroz) es lo
suficientemente robusta en todos los casos como para justificar el inicio de estrategias de
clonado posicional a partir de la informacién que generan. Es muy posible que el grado de
colinealidad entre los genomas dependa en gran medida de la regién analizada (Devos et al.
2000, Keller y Feuillet 2000, Bennetzen y Ramakrishna 2002, Feuillet y Keller 2002).
Respecto al mapeo comparativo especifico de las especies apomicticas, los estudios de
sintenia demostraron que la regi6n determinante de la aposporia muestra homologia en
Cenchrus ciliaris coﬁ una rcgi()n'del grupo de ligamiento D de sorgo (Burrow et al. 2001), en
Brachiaria sp. con el brazo corto del cromosoma 5 de maiz y 2 de arroz (Pessino et al. 1997 y
1998) y en Paspalum simplex con la region telomérica de los brazos largos de los
cromosomas 2 y 12 de arroz (Pupilli et al. 2001 y 2004). Asimismo, por mapeo comparativo
usando marcadores de RFLP se determind la conservacién de la regién determinante de la
aposporia en tres especies apomicticas de Paspalum (P. simplex, P.. notatum y P.
malacophyllium) (Pupilli et al. 2004). Un mapa genético completo a nivel diploide (citotipos
sexuales), que comprende los 10 grupos de ligamientos bésicos de Paspalum notatum ha sido
generado con marcadores de RAPD, RFLP y AFLP (Ortiz et al. 2001). Asimismo, en
Cenchrus ciliaris tetraploide aposporico se desarrollé un mapa genético preliminar basado en
marcadores de RFLP (utilizando sondas homélogas y heterdlogas) (Burrow et al 2001).

Recientemente se ha desarrollado un mapa de Panicum maximum tetraploide apospdrico en
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base a marcadores de RAPD y AFLP (Ebina et al. 2005). Por lo tanto, hasta el momento el
{inico antecedente de mapas de ligamiento genético de especies apomicticas que permitan

realizar estudios comparativos es el de Cenchrus ciliaris.
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II- OBJETIVOS

I1.1- Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de Tesis fue la caracterizacion del genoma de
Paspalum notatum en base a la construccién de un mapa de ligamiento genético a nivel
tetraploide para la realizacién de estudios de localizacion y herencia de genes relacionados con

la apomixis en la especie.
I1.2- Objetivos especificos

1) Generar un niimero suficiente de marcadores de AFLP para cubrir en forma completa ¢l

genoma de Paspalum.

2) Determinar el tipo de herencia (disémica/tetrasémica) presente en las razas tetraploides de

P. notatum, especialmente para el sector gendémico que incluye al locus responsable de la

aposporia.

3) Construir el mapa de ligamiento genético de razas tetraploides de Paspalum notatum.
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4) Localizar el grupo de ligamiento que contiene el Jocus determinante de la aposporia en la

especie.

5) Localizar en el mapa genético marcadores de RFLP heterélogos ligados a la aposporia

para realizar andlisis comparativos de la region.

6) Localizar en el mapa genético transcriptos de ARNm que se expresan especificamente

durante el desarrollo apomictico. .

7) Localizar un grupo de marcadores de RFLP, elegidos sisteméticamente sobre todo el

genoma, para comparar su estructura con la observada en el nivel diploide y en otras

especies de gramineas.
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III- MATERIALES Y METODOS

IIL1- Material vegetal

El material vegetal utilizado corresponde a una poblacién Fy de Paspalum notatum
tetraploide (2n=4x=40) segregante por el modo de reproduccién, desarrollada por el Ing
Camilo L Quarin y colaboradores en el Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) - Facultad
de Ciencias Agrarias, UNNE, Corrientes, Argentina. Como progenitor femenino se utiliz6 una
planta experimental tetraploide sexual (Q4188) y como planta dadora de polen un genotipo
apomictico obligado (Q4117) colectado de una poblacién natural del estado de Rio Grande do
Sul, Brasil. La planta Q4188 se origin6 a partir de un cruzamiento entre las plantas Q3664 x
Q3853 (Quarin et al. 2003). Q3664 es un tetraploide experimental generado en Tifton
(Georgia, EEUU) por cruzamientos controlados entre un tetraploide sexual inducido por
colchicina a partir de P. notatum var saurae (2x) y un tetraploide apomictico de estigmas
blancos. Q3664 tiene estigmas blancos y es apomictico facultativo (produce 70% de sacos
embrionarios meidticos y 15% de sacos apospéricos) (Quarin et al. 1984; Ortiz et al. 1997).
La accesién Q3853 es un tetraploide apomictico nativo del sur de Brasil. El modo de
reproduccion de Q4188 fue estudiado por métodos citoembriolégicos y moleculares,

determinandose que sélo produce sacos embrionarios de tipo meidticos y progenies de origen
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sexual (Quarin et al. 1984; Ortiz et al. 1997). Asimismo, el genotipo Q4117 fue clasificado
como apomictico obligado debido a que genera s6lo sacos embrionarios de tipo apospdrico y
progenies de tipo materno (Martinez et al. 2001; Ortiz et al. 1997).

Los cruzamientos entre Q4188 x Q4117 se realizaron entre los meses de noviembre y
diciembre de 2001, previa emasculacién de las flores del progenitor femenino empleando .una
camara hameda artificial segtn lo descripto por Burton (1948b). Las progenies F; fueron
germinadas en placas de Petri con arena luego de pasar por un tratamiento térmico de 40° C
durante 12 hs. Las plantulas obtenidas fueron transferidas a macetas con una mezcla de arena y
tierra y posteriormente establecidas en parcelas experimentales de la catedra de Genética y
Fitotecnia de la FCA-UNNE. Los clones obtenidos de rizomas de los genotipos progenitores
se encuentran ademas cultivados en macetas bajo condiciones de invernadero.

Los individuos F; fueron clasificados de acuerdo a su modo de reproduccion en
apomicticos (generan sacos embrionarios de tipo apospérico} 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 poblacion derivada de los mismos genotipos parentales (Martinez et

al. 2003) asi como también por analisis citoembriolégicos al momento de la antesis (ver item

siguiente).

II1.2- Observaciones citoembriolégicas

Para clasificar los individuos de la poblacién F; de acuerdo a su modo de reproduccién

se realizaron observaciones de los sacos embrionarios al momento de la antesis. En las
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mismas se empleo la técnica de clarificado de ovarios y observacion de los sacos embrionarios
por microscopia de contraste de interferencia diferencial (Herr 1971). Se cosecharon
inflorescencias en antesis de cada planta, se las fij6 en FAA (etanol 70%, formaldehido y
acido acético glaciar, en relacién 18:1:1) por 24 horas y se las conservo en etanol 70% a 4° C
hasta su estudio. De cada racimo se separaron aproximadamente 20 espiguillas bajo la lupa y
se realizé la diseccién de los ovarios que fueron incubados en dcido lictico puro durante 24
horas y transferidos por otras 24 horas a solucién clarificadora (4cido lactico, hidrato de
cloral, fenol, aceite de clavo y xilol, en relacién 2:2:2:2:1 ). Se analizé un promedio de 20
ovarios por planta y se evalué la presencia de (a) sacos embrionarios meidticos (SEM):
formados a partir de la divisién reduccional de la célula arquesporial y caracterizados por la
presencia de un aparato oosférico en el extremo micropilar (una ovocélula, dos sinérgidas),
una célula central con dos nucleos polares y varias antipodas en el extremo chalazal del 6vulo,
(b) sacos embrionarios apospéricos (SEA): originados a partir de células nucelares no
reducidas y caracterizados por poseer en un extremo una ovocélula, dos sinérgidas, una célula
central muy vacuolizada, con dos micleos polares y ausencia de antipodas, (c) sacos
embrionarios mixtos (SEMX): 6vulos conteniendo sacos meidticos y aposporicos, (d) sacos
embrionarios inmaduros (SEI): sacos en formacion (meibticos o aposplricos) que no han
completado su desarrollo normal al momento de la observacién, (e) sacos embrionarios

ausentes (SEa): no se observa saco embrionario desarrollado o en formacion.
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II1.3- Anailisis citogenético

Se recolectaron inflorescencias inmaduras (espiguillas blanquecinas dentro del tallo
principat) de los progenitores sexual Q4188 y apomictico Q4117 y se fijaron por 24 horas en
una solucién de etanol absoluto:4cido lactico (5:1) para estudiar el comportamiento de los
cromosomas durante la meiosis. Luego se transfirieron a una solucién de etanol 76% y se
conservaron a 4 °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 tincién con Carmin acético (Carmin 10 mg/ml, 4cido acético 45%) y hechos

permanentes con Terpentina de Venecia de acuerdo a lo descripto por Quarin et al. (1984).

111.4- Estudios de viabilidad de granos de polen

Se cosecharon inflorescencias en estado de antesis de cada progenitor (Q4188 y
Q4117), se las fijé en FAA (etanol 70%, formaldehido y 4cido acético glacial, en relacion
18:1:1) por 24 horas y se los transfirié6 a etanol 70% para su conservacion a 4 °C. Se
analizaron 10 flores de cada genotipo. Bajo la lupa se disectaron las tres anteras de cada flor
sobre un portaobjeto y se las colore6 con una gota del reactivo de Alexander (Alexander
1980), donde se las disgregé a fin de liberar los granos de polen. El colorante tifie de manera
diferencial los granos de polen viables (rojos) y los no viables (transhicidos y verdes). Los
datos de viabilidad de polen obtenidos para cada genotipo fueron evaluados estadisticamente

haciendo una prueba de comparacién de medias utilizando el programa Statgraphic 5.0.
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111.5- Extracciéon de ADN

La extraccion del ADN genémico de las plantas experimentales se realizd segin la
técnica descripta por Shagai-Maroof et al. (1984) con la siguiente modificacion: se congelaron
en N, liquido aproximadamente 6 grs de tejido fresco de hoja, disgregandoselos luego
mecéanicamente 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 2- mercapto etanol 140 mM) e
incubada a 65 °C durante una hora con agitaciéon. Se agregaron 10 mi de cloroformo, se
mezclé durante 10 min, se centrifugd a 5000 g por 10 min y se recuperd la fase acuosa. Luego
de una segunda purificacién con cloroformo, se agregé un volumen de isopropanol frio a la
fase acuosa obtenida (para precipitar el ADN) y se incub6 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
solucién de etanol 76 %, acetato de sodio 0,2 M , secado al aire y resuspendido en 700 pul de
buffer TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1mM; pH 8,0). Cada muestra fue incubada con 5 pl
ARNasa (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 centrifugé a 10.000 g por 20 min, se
lavé el precipitado con etanol 70%, se secé y disolvié en 500 pl de agua destilada estéril. Las
muestras de ADN se cuantificaron por espectrofotometria a 260 nm y se estimo la pureza de la
extraceion empleando el indice de la relacion de absorbancias a 260 nm/280 nm. La integridad
de las muestras se determiné por electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Samb;ook et al.

1989).
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111.6- Generaciéon de marcadores moleculares

1IL6.1- Polimorfismos por amplificacion al azar del ADN (RADP)

Las reacciones de amplificacion para obtener los marcadores de RAPD (Williams et al.
1990) se realizaron segiin lo descripto por Martinez et al. (2003) en un volumen final de 25 pl
conteniendo 20 ng de ADN, 30 ng de cebador, buffer de PCR 1X (Promega), MgCl, 1,5 mM,
dNTPs 100 pM y Taq polimerasa 1U (Promega), en al menos dos experimentos
independientes. Las condiciones de reaccion consistieron en una etapa inicial de
desnaturalizacion de 1 min a 93 °C seguida de 45 ciclos de 1 mina 93°C, 1 min a 36 °C, 2
min a 72 °C y 5 min finales de elongacién a 72 °C. Las reacciones de amplificacion se
realizaron en un termociclador MJ Research, Inc. PTC-100 Programmable Thermal
Controller. Los productos de PCR fueron suplementados con 5 pl de buffer de siembra
(sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25 % p/v) y resueltos en geles de agarosa al 2 % p/v en
TAE 1X. Luego de 4 horas de electroforesis a 40 V, los geles se tifieron con solucién de
bromuro de etidio (10 pg/ml) y se visualizaron usando un transiluminador UV. Los resultados

fueron documentados con un sistema de fotografia digital Kodak C290.

111.6.2- Polimorfismo en el largo los fragmentos de amplificacion {AFLP)

Los marcadores de AFLP se generaron segin la técnica descripta por Vos et al. (1995)
con la siguiente modificacion: se digirieron 600 ng de ADN genémico de cada individuo con
5 U de Msel y EcoRI en un volumen final de 40 ul conteniendo buffer OPA 1X (Tris-HC1 10

mM pH 7,5, acetato de magnesio 10 mM, acetato de potasio 50 mM), DTT 5mM y BSA 50
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ng/pl, a 37 °C durante 2 horas. Luego de la digestion se agregaron a cada tubo 10 pl de una
mezcla conteniendo: 5 pmoles de adaptador EcoRI, 50 pmoles de adaptador Msel (Key Gene),
1U de ADN ligasa T4 (promega), ATP 1 mM, OPA 1X, DTT 5 mM y albiimina sérica bovina
(BSA) 50 ng/ul. La ligacién de los adaptadores se realizo a 37° C por 3 horas. La pre-
amplificacion de las muestras se realizo en un volumen final de 25 ul conteniendo 2 pl de la
mezcla de ligacion, 1,2 ng/ul de cada cebador conteniendo una base selectiva en el extremo 3’
(EcoRI+A y Msel+A), (Key Gene), dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl,
1,5 mM y buffer de PCR 1X (Promega). Las reacciones de amplificacion incluyeron una etapa
de desnaturalizaci6n inicial de 30 s a 94 °C seguida de 20 ciclos de 30 s a 94° C, 30 s a 60 °C,
1 min a 72 °C y 5 min finales de elongacion a 72 °C. Los productos de PCR se diluyeron 1/10
en una solucién compuesta por Tris-HCl 10 mM pH 8,0 y EDTA 0,1 mM [solucion de
trabajo de ADN pre-amplificado (pre-AFLP WS)]. Las amplificaciones selectivas se
realizaron utilizando 47 combinaciones de cebadores EcoRI — Msel, en un volumen final de
10 pl conteniendo 2 pl de pre-AFLP WS, 1,2 ng/pl de cada cebador EcoRI +3 y Msel +3
(tomados de la serie KeyGene, AFLP Protocol for Public Release, Version 2.0, Netherlands,
1994), dNTPS 0,2 mM, Taq polimerasa 0,5U (Promega), MgCl; 1,5 mM y buffer de PCR 1X
(Promega). Las condiciones de amplificacion incluyeron una desnaturalizacion inicial de 30 s
a 94 °C, un ciclo de 30 s a 94° C, 30 s a 65 °C, 1 min a 72 °C, seguido de 12 ciclos iguales
donde la temperatura de anillado fue disminuyendo 0,7 °C por ciclo hasta llegar a 56 °C y 22
ciclos finales de 30 s a2 94° C, 30 s a 56 °C, 1 min a 72 °C con una elongacién de 5 min a 72
°C. Los productos 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), denaturalizados a 96 °C

por 5 min y sembrados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 5%
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(acriamida:bisacrilamida (19:1) 5%, TBE 0,5X, urea 7,5 M). La electroforesis se realizé
empleando un equipo de secuenciacién Gibco-BRL modelo $2, USA a 60 W por 2:30h (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 reservorios superior ¢ inferior, respectivamente. Los geles se revelaron con
nitrato de plata siguiendo el protocolo descripto por el “DNA Silver Staining System”
(Promega). Brevemente, el gel se incubé 20 min en solucién fijadora (4cido acético glaciar
10% v/v), seguido de 3 lavados en H,0Od de 2 min cada uno ¢ incubacion en solucién de
tincién (AgNO; 1 g/l, formaldehido 0,1% v/v) por 30 min. Luego se lavé por 10 s en H2Od y
se revelé con solucién desarrolladora (carbonato de sodio 30 g/l, formaldehido 0,1% vlv,
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 en estufa a 37 °C por al menos 2 hs. Los marcadores de AFLP
fueron nombrados con la sigla "exmx", siendo ex y mx los cebadores correspondientes a los -
extremos EcoRI y Msel utilizados para las diferentes amplificaciones y una letra final que

corresponde a la posicion relativa en el gel comenzando por las mas cercanas al sitio de

siembra.
11.6.3- Polimorfismos en el largo de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Los marcadores de RFLP se generaron de acuerdo a lo descripto por Ortiz et al. 1997,
con algunas modificaciones: 30 pg de ADN genomico de cada muestra fueron digeridos con
2,5 U/ug de ADN con las enzimas EcoRl, Hindill o Psfl (Promega). Las muestras fueron
sembradas en geles de agarosa al 0,8% y resueltas a 80 mA por 6 h. Luego de la electroforesis,

los geles se incubaron 30 min en una solucion conteniendo NaOH 0,4 N y NaCl 0,6 M a fin de
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desnaturalizar el ADN, seguido de 30 min en solucién de neutralizacién (Tris-HC1 0,5 M pH
7,5; NaCl 1,5 M). La transferencia a filtros de nylon (Hybond N, Amersham) se realizé por
capilaridad empleando una solucién de SSC 10X (Sambrook et ai. 1989) y el ADN fue fijado a
los mismos por exposicién a luz UV por 3 minutos e incubacion a 80°C por 2h.

La marcacién de las sondas y la deteccién del ADN gen6mico hibridado se realizé
empleando un método no radiactivo que incluye CSPD como sustrato quimioluminiscente de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Boehringer-Mannheim, Dig. Luminiscent
Detection Kit). Brevemente, el protocolo estindar incluye tres etapas: i) marcacién de las
sondas con dig-dUTP. La digoxigenina (esteroide natural derivado de plantas del género
digitalis) est4 unida por enlace eter alcalino a dUTP, ii) hibridacién de la sonda marcada al
ADN fijado en una membrana yr iii) deteccion del ADN hibridado con un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a una fosfatasa alcalina. La actividad fosfatasa del conjugado
desfosforila el sustrato CSPD el cual emite radiacion, presentando un maximo a 477 nm de
longitud de onda. La sefial imprime una placa radiografica que se coloca sobre la membrana.

i) Seleccién de clones: Se utilizaron sondas (a) homélogas de P. notatum (clones de
¢cDNA correspondientes a transcriptos de ARNm obtenidos por experimentos de
representacién diferencial entre ovarios de flores apospéricas y no apospéricas al momento de
la antesis) (Pessino et al. 2001 y otros no publicados) y (b) heterdlogas de maiz (serie de la
Universidad de Missouri-Columbia, USA), arroz (serie rz, del conjunto anclado de la
Universidad de Cornell, USA y clones del New Landmarker Set del Rice Genome Research
Program, Japén) y Brachiaria (clones correspondientes a transcriptos d¢ ARNm obtenidos por
exposicién diferencial de ovarios de un genotipo 2x sexual y un 4x apomictico de B. brizantha)
(Rodrigues et al. 2003). La marcacioén de las sondas se realizé por PCR en un volumen final de

100 pl conteniendo dig-dUTP 2,5 puM (5%), [dATP, dGTP, dCTP] 50 uM, dTTP 47,5 pM, los
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cebadores superior e inferior del M13, 0,2 uM de cada uno, Taq polimerasa 1U (Promega),
MgCl, 2 mM, buffer de PCR 1X (Promega), glicerol 15% y 10 ng de ADN plasmidico. La
incorporacién del nucledtido marcado se verific por electroforesis en geles de agarosa al
1,5% de una alicuota de los productos de amplificacién. Los ADN marcados muestran un
retraso en la movilidad electroforética con respecto a los mismos fragmentos amplificados sin
marcar. La concentracién de las sondas se estimé por comparacion de la intensidad de las
bandas con un marcador de concentracion conocida incluido en el gel de acuerdo a lo descripto
en Sambrook et al. (1989).

ii) Condiciones de hibridacién: Las sondas se diluyeron en solucién de hibridacién
(SSC 5X, SDS 0,02%, S-lauril sarcosina 0,1%, reactivo de bloqueo 0,5%, pH 7,5) hasta una
concentracién de 50 ng/ml. Los filtros se pre-hibridaron 2 horas y las hibridaciones se
realizaron a 65°C (sondas homélogas) o a 60°C (sondas heterélogas) durante 18 h. Los filtros
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 °C - 65 °C con fuerte agitacion. Junto con los filtros
experimentales se hibridaron controles en forma de puntos o gotas conteniendo 1, 5, 50 y 100
pg del fragmento de ADN correspondiente a la sonda previamente desnaturalizado para
determinar la sensibilidad del experimento (control de hibridacion).

iii) Deteccion de los fragmentos hibridados por el método no radioactivo: la deteccion
del ADN hibridado se realizé a temperatura ambiente, con agitacion € incluy6: un lavado de 5
min en solucion de lavado (4cido maleico 0,1 M, NaCi 0,15 M, Tween 20, pH 7,5), 30 min en
solucién de blogueo (acido maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, reactivo de bloqueo 1% p/v, pH 7.,5),
30 min en solucién de anticuerpo anti-Dig conjugado (anticuerpo diluido 1:10.000 en solucion
de bloqueo), dos lavados de 15 min cada uno en solucién de lavado y 10 min en solucién de

deteccion (Tris-HC1 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgClz 0,05 M). La incubacion de los filtros
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con el sustrato quimioluminiscente (CSPD) se realiz6 por 5 min, en oscuridad y con agitacion.
Las membranas se envolvieron con nylon transparente y previo a exponerlas a la placas
radiograficas se las incub6 10 min a 37 °C, temperatura 6ptima de la fosfatasa alcalina, para
aumentar la eficiencia de la reaccion. Los filtros se expusieron a placas radiogréficas X-Omat
(Kodak) por 2-24 h y fueron revelados en un cuarto oscuro con soluciones comerciales de
revelador y fijador hasta la aparicién de bandas. La observacion y ¢l analisis de los marcadores
de RFLP se realizaron mediante la exposicion de las placas a un transiluminador de luz blanca.
Junto a los filtros experimentales se procesaron controles de hibridaciéon y de deteccion
(conteniendo 0,5, 5, 10 y 20 pg de la sonda utilizada en cada caso).

Las membranas se re-utilizaron entre 2 y 3 veces. Las sondas fueron eliminadas del
filtro mediante dos lavados de 7 min a 37 °C en NaOH 0,2 M, SDS 0,1% seguidos de un
lavado final en SSC 2X, luego de lo cual fueron conservadas en buffer TE a 4° C hasta la
proxima hibridacion.

La seleccién de los clones informativos (aquellos que revelaron polimorfismos entre los
progenitofes) se realizo en filtros de aproximadamente 6 x 10 cm conteniendo el ADN de los
genotipos parentales digerido con EcoRI, HindlIll y Psfl. Los clones que revelaron bandas
diferenciales entre los progenitores con al menos una de las enzimas, fueron utilizados en los
experimentos de mapeo. Los filtros de mapeo conteniendo ADN de los progenitores y de 80
individuos de la poblacién (digeridos todos con la misma enzima de restriccion, (EcoRl,

HindIII o Pstl) se prepararon y procesaron segun lo descripto anteriormente.
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111.7- Clasificacién de los marcadores moleculares en la poblacién de mapeo

Debido a que la poblacién de mapeo fue generada a partir del cruzamiento de dos
genotipos parentales altamente heterocigotas, los marcadores moleculares derivados de la
meiosis materna y paterna fueron analizados por separad-o. Se confeccionaron dos archivos de
datos conteniendo los resultados de segregacién de los marcadores en la poblacién de mapeo.
Un archivo contenia exclusivamente los datos de segregaciéon del progenitor femenino
(maternos) y otro los del progenitor masculino (paternos). Aquellos marcadores segregantes
presentes en ambos progenitores se consideraron como puentes alélicos (Ritter et al. 1990) y
fueron incluidos en un primer momento en un archivo independiente. Los valores de
segregacion de cada marcador que mostré polimorfismo entre los progenitores fue examinado
mediante una prueba de x° (a un p > 0,01) confrontando los valores observados contra los
valores esperados de las distintas combinaciones alélicas posibles para cada uno de los
progenitores o ambos en caso de herencia polisémica o disémica (Tabla 1). Los alelos en
dosis simple (ADS, Aaaa) son aquellos marcadores presentes en uno de los genotipos
parentales y ausentes en el otro que segregan en una relacién 1:1 en la poblacién, cualqui;:ra
sea el nivel de ploidia y el tipo de herencia del organismo (Wu et al. 1992). En un tetraploide
(como es el caso de P. notatum) los unicos marcadores en dosis multiple presentes en uno de
los genotipos parentales que segregaran en la poblacion son los alelos en dosis doble (ADD,
AAaa) ya que los marcadores que tengan las otras dos configuraciones posibles (AAAa y
AAAA) estar4n presentes en todos los individuos F;. La relacion de segregacion cromosomica
de un ADD sera 5:1 en caso de autotetraploidia y 3:1 o 1:0 en caso de alotetraploidia
(Lacadena 1988, ver mas adelante). Asimismo, se evalu6 la presencia de marcadores con

segregacion distorsionada, cuyos valores de presencia/ausencia no se ajustaron a ninguna de
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las hipotesis esperadas (x* > 7; p < 0,01). Finalmente, también se determiné la presencia de
marcadores segregantes desde ambos genotipos. Las relaciones de segregacion esperadas para
estos marcadores se muestra en la Tabla 1. Se denominaron como marcadores de tipo puente
alélico a aquellos que se encuentran en dosis simple en los dos genotipos parentales y cuya

segregacion esperada es 3:1 para ambos tipos de herencia (Ritter et al. 1990).

Tabla 1: Segregaciones esperadas de marcadores maternos o paternos (ADS y ADD) y marcadores
comunes (presentes en ambos genotipos parentales) en la poblacion de mapeo tanto para auto como
para alotetraploidia (herencia tetrasémica y disomica, respectivamente).

Tipo de marcador Configuracién Tipo de herencia Relacion de
parental segregacion
(presencia:ausencia)
ADS* Aaaa x aaaa Tetrasomica 1:1
Disémica 54|
Materno (1/0)* 0 ADD® AAaa x aaaa Tetrasomica 5:1
Paterno (0/1)° Disoémica 3:101:0"
ADT'/ ADC® AAAa x aaaa / Tetrasémica 1:0
AAAA x aaaa Dis6mica 1:0
Materno/Paterno  Puente alélico Aaaa x Aaaa Tetrasomica 3:1
(1/1)° Disémica 3:1
AAaa x Aaaa Tetrasomica 11z
Disémica 7:1 0 1:0"
AAaa x AAaa Tetrasémica 35:1
Dis6mica 15:1 0 1:0"

a: marcadores presentes en el genotipo materno y ausentes en el paterno
b: marcadores presentes en el genotipo paterno y ausentes en el materno
c: marcadores presentes en ambos genotipos
d: alelos en dosis simple
e: alelos en dosis doble
f: alelos en dosis triple

g: alelos en dosis cuadruple
h: relaciones de segregacion esperadas segiin que los alelos estén en cromosomas home6logos u homélogos.
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II1.8- Anslisis de segregacién y determinacién del tipo de herencia (disémica/polisémica)

Los datos de segregacién de los marcadores de cada genotipo parental fueron
analizados independientemente y sélo se consideraron aquellos marcadores presentes en un
progenitor y ausentes en el otro y viceversa. El tipo de herencia (disémica o polisémica) de la
especie se estudié mediante los siguientes analisis genéticos:

a) estudios de segregacién de marcadores en dosis doble (ADD). Estos marcadores
(AAaa) segregaran en una relacién 5:1 en caso de herencia polisomica y no segregaran o
mostrarin una relacién de 3:1 en el caso de herencia disémica, dependiendo si los fragmentos
amplificados est4n en cromosomas homélogos u homeologos, respectivamente (Wu et al.

1992).

b) determinacién de la proporcién del namero de figamientos en fase de repulsion vs.
acoplamiento en base a marcadores en dosis simples (ADS). Se espera una relacion entre el
nimero de ligamientos en repulsién vs. acoplamiento de 1:1 o 0-0,25:1 en caso de herencia de
tipo disémica o tetrasémica, respectivamente (Qu and Hancock 2001). Para obtener los valores
de los pares de marcadores ligados en fase de repulsion, los datos de segregacién de los ADS
fueron recodificados (se invirtieron) y se combinaron con los datos directos en un mismo
archivo de acuerdo a Al Janabi et al. (1993). El conjunto de datos se someti6 a un analisis de
ligamiento de pares utilizando el programa Mapmaker 3.0 a un LOD score de 3,0 y 6 = 0,39
[méaxima distancia en la que es posible detectar ligamientos en repulsion en un autotetraploide
con una poblaci(’m de 113 individuos (Wu et al. 1992)] para identificar pares de marcadores
directos e invertidos ligados (ligamientos en repulsién) (Al Janabi et al. 1993). La ocurrencia
de apareamiento al azar o apareamiento preferencial de cromosomas se estimé en base a los

parametros descriptos en Qu y Hancock (2001) para el andlisis de loci ligados en fase de
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repulsién. Brevemente, la estimacién de la recombinaci6n entre marcadores ligados en fase de
acoplamiento es similar para auto y alopoliploides (Wu et al. 1992). Sin embargo, este
parametro para marcadores ligados en fase repulsion difiere significativamente en caso de auto
o alopoliploidia. En alopoliploides la recombinacion entre marcadores ligados en repulsién
depende solo del entrecruzamiento entre las cromatidas no hermanas, mieniras que en los
autopoliploides la recombinacién observada (R) est4 compuesta por la recombinacion debida a
la segregacion independiente (Ri) de los cromosomas que llevan los marcadores ligados en
fase de repulsién y al entrecruzamiento que pudiera ocurrir entre ellos (Rc). La frecuencia de
apareamiento entre cromosomas homélogos que llevan los marcadores ligados en repulsion es
1/(b-1), donde h es el nimero de homélogos en el grupo, por lo tanto la recombinacion debida
a la segregacion independiente es Ri = (h-2)/2(h-1). La recombinaci6n resultante de un evento
de entrecruzamiento es Rc = r2/(h-1), donde r; es la distancia genética entre los marcadores
ligados [r2 = (h-1) R — Ri]. Sumando, la recombinacién observada para dos marcadores
ligados en fase de repulsién en caso de autopoliploidia se define como: R = Ri + Re = (b-
2)/2(h-1) + ry/ (h-1). El valor minimo de R para un verdadero autopoliploide es Ri, y para todo
par de marcadores ligados en repuisién Ri va a ser mayor que Rc. Ri es un valor fijo que
depende del nivel de ploidia (para un autotetraploide Ri = 0,333) (Wu et al. 1992), mientras
que Rc es un pardmetro variable que depende de la distancia genética entre los loci
considerados. Los valores de R pueden usarse como indicadores de apareamiento preferencial
de cromosomas. Si R < Ri, r, asume un valor negativo [r; puede variar entre —1 y 0,5 (Qu and
Hancock 2001)], lo que es indicativo de apareamiento preferencial entre cromosomas

homélogos. Si R > Ri (r; > 0) se asume que la asociacion de cromosomas durante la meiosis es

totalmente al azar.
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I11.9- Construccién de mapas de ligamiento genético

La estrategia utilizada para el desarrollo de un mapa de ligamiento a nivel tetraploide
de P. notatum se basd en la identificacién y mapeo de marcadores ADS, segregantes de cada
uno de los progenitores de Ia poblacién de mapeo de acuerdo a lo descripto previamente por
Grattapaglia and Sederoff (1994). Los datos de segregacién de cada genotipo parental se
analizaron indcpendieniemente y se construyeron dos mapas de ligamiento, correspondientes a
cada uno de los progenitores. Los mapas marcos se establecieron considerando solamente las
siguientes configuraciones alélicas: Aaaa x aaaa (presencia de banda en Q4188 y ausencia en
Q4117) y aaaa x Aaaa (presencia de banda en Q4117 y ausencia en Q4188) para el desarrollo
de los mapas materno y paterno, respectivamente. En ambos casos en una segunda etapa se
consideraron también los marcadores distorsionados ya que la aposporia y un grupo
importante de marcadores presentaron ese tipo de segregacion.

El anslisis de ligamiento se realiz6 utilizando el programa de mapeo Mapmaker 3.0
(Lander et al. 1987) codificando los datos genéticos de los marcadores ADS como “Fs-
retrocruza” (opcion F; backcross), donde la presencia o ausencia de un determinado marcador
indica heterocigosis u homocigosis respectivamente. Las unidades de mapeo en cM derivaron
de la funcién de Kosambi (1944). El procedimiento de construccién de los mapas fue
realizado en dos etapas, primero se establecieron los grupos de ligamiento de marcadores
ligados en fase de acoplamiento (grupos de co-segregacién) y luego los grupos de co-
segregacion fueron asignados a grupos de homologos basandose en la deteccion de
ligamientos en fase de repulsion.

Para el estabiecimiento de los grupos de co-segregaci6n, el conjunto de datos de cada

progenitor se sometio a un analisis de ligamiento utilizando el programa Mapmaker 3.0aun
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LOD score de 6,0 — 4,0 y 0 = 0,39. Posteriormente se disminuyé el valor de LOD score a 3,0
para examinar si habia asociacién entre los extremos de los diferentes grupos de co-
segregacion obtenidos. Se acepté ligamiento entre éstos cuando un marcador de un grupo
estaba ligado a méas de uno de otro grupo. Una vez definidos los grupos de co-segregacion se
asignaron marcadores a cada uno a valores estandares de LOD = 3,0 y 0 = 0,30 (comando
“assign™). El mejor orden de los marcadores dentro de cada grupo se determind usando las
funciones del programa “compare” (para grupos de hasta 5 marcadores), "order” (para grupos
con mas de 5 marcadores) y “ripple” (para verificar el orden establecido). Se empieé
asimismo el comando “error detection on” para detectar los posibles errores debidos a doble
entrecruzamiento. Una vez establecido el ordenamiento mas probable se fij6 un marco
(comando framework) para cada .grupo. Luego, se incorporaron los datos de los marcadores
distorsionados a los archivos de datos y los mismos fueron asignados a ‘los Zrupos
preestablecidos a un LOD score = 3,0 y 8 = 0,30. Finalmente, se disminuyé el LOD score a
2,0 para analizar el ligamiento de los marcadores que hasta el momento no habian sido
asignados a ninguno de los grupos de co-segregacion obtenidos.

La deteccion de grupos de homodlogos se realizé re-codificando los datos de
presencia/ausencia de todos los marcadores, inciuyencio estos datos en el archivo original y
detectando marcadores ligados en fase de repulsién (Qu and Hancock 2001) (ver mas arriba).
Aquellos grupos que presentaron marcadores ligados en repulsion se consideraron homoélogos
y se los designé con el niimero del grupo correspondiente seguido de una letra para diferenciar
los homélogos dentro del grupo.

Finalmente, se realizé un andlisis de ligamiento entre los grupos establecidos y los
marcadores de tipo puente alélico [presentes en ambos progenitores que segregaron en una

relacién de 3:1 (presencia/ausencia)] empleando el programa Joinmap 1.4 (Stam 1993). Este
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programa permite ell calculo de ligamientos y frecuencias de recombinacion a partir de varios
tipos de segregacion y la combinacién de la informacién de ligamiento de poblaciones
diferentes, para la construccién de mapas integrados sobre la base de un ndmero minimo de
loci compartidos. El mismo estima las distancias de mapeo para un dado grupo de marcadores
por el método de los minimos cuadrados (Stam 1993). Los datos de segregacion de los
marcadores tipo puente alélico (3:1) se agregaron a los archivos que se utilizaron para la
construccién de los mapas marco paterno y materno. Se realizé un andlisis de ligamiento de a
pares a LOD score 3,0 en ambos casos y se determiné la asociacién entre los marcadores
puentes alélicos con marcadores ADS y distorsionados. Las posiciones relativas de cada
marcador tipo puente dentro de cada grupo de co-segregacion se determinaron utilizando
Joinmap 1.4.

Se estimé el largo del genoma esperado, E(G), para los mapas materno y paterno de
Paspalum notatum por ¢l método del momento (Hulbert et al. 1988) modificado por
Chakravarti et al. (1991) de acuerdo a la ecuacion: E(G) = [n (n-1) d] / k; donde n es el
nimero de marcadores en el mapa, d es la mayor distancia en cM observada entre dos loci a
un dado LOD score y k es en ntimero de pares de marcadores ligados a ese LOD score. Se
consideraron los pardmetros en cada caso a valores de LOD score de 2.0y los valoresde d y k
se obtuvieron directamente del archivo generado por Mapmaker 3.0. La cobertura del genoma
se estim6 como la proporcién del largo de recombinacién experimental obtenido (suma de los

grupos de ligamiento) sobre el largo teérico estimado del genoma [E(G)] x 100.
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1I1.10- Clonado de fragmentos de interés

Las bandas de interés correspondientes a marcadores de AFLP fueron cortadas del gel
con un bisturi, eluidas en acetato de sodio 0,5 M; EDTA 1 mM pH 8,0 (Sambrook et al. 1989),
reamplificadas usando la combinacién de cebadores de AFLP original y clonadas en el vector
comercial pGEMT-easy (Promega). Los clones obtenidos fueron secuenciados contratando el
servicio de secuenciacién de la Universidad de Maine, Maine EEUU y el de Macrogen Inc.,

Corea.
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IV- RESULTADOS

IV.1 - Caracterizacién de Ia poblacién de mapeo Paspalum notatum a nivel tetraploide

IV.1.1- Clasificacién de los individuos F; segiin el modo de reproduccion

Como resultado del cruzamiento entre los progenitores de la poblacién de mapeo
Q4188 (tetraploide sexual de origen experimental) y Q4117 (tetraploide apomictico natural) se
obtuvo una poblacién F; de 115 individuos de los cuales 113 fueron hibridos (ver mas
adelante). Dos plantas derivaron de la autopolinizacién del genotipo materno y por lo tanto se
descartaron para los posteriores anélisis. La poblacién se encuentra establecida en el IBONE
desde septiembre de 2001 donde es mantenida con cortes y desmalezados segin corresponda.

El modo de reproduccion de las plantas experimentales se determiné en primer lugar
por medio de analisis moleculares, en los cuales se emplearon 2 cebadores de RAPD [UBC
243 (5'GGGTGAACCG3") y UBC 259 (5'GGTACGTACT3')] que generan marcadores
completamente ligados a la aposporia. Estos marcadores fueron identificados previamente en
otra poblacién de P. notatum, obtenida a partir de los mismos progenitores (Q4188 y Q4117)
(Martinez et al. 2003). En octubre de 2001 se recolecto material vegetal y se realizé la
extraccién de ADN genémico de la totalidad de los individuos de la poblacién (Figura 6). Las

muestras fueron ensayadas con los cebadores de RAPD UBC 243 y UBC 259 y se determino
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la amplificacién de los fragmentos de 377 bp (UBC243-377) y 1157 bp (UBC259-1157)
correspondientes a los marcadores asociados al modo de reproduccion. (Figura 7). La
presencia o la ausencia de los marcadores se utilizé como criterio de clasificaciéon de los
hibridos en apospéricos o no-aposporicos (sexuales), respectivamente. Como resultado de este

analisis en la totalidad de la F;, 98 plantas fueron clasificadas como sexuales y 15 como

apospdricas.

F

Figura 6: ADN gen6mico de P. notatum. El gel
de agarosa 0,8 % tefiido con bromuro de etidio
donde se muestran las bandas de alto peso
molecular (indicadas por la flecha) correspon-
dientes a los ADN genémicos de 15 plantas de la
poblacion de mapeo. Las muestras de ADN se
extrajeron por el método de Saghai — Maroof et
al. (1984).

PS PA Fy

Figura 7: Clasificaciéon de los
individuos de la poblacion de
mapeo con el marcador UBC
243-377. Gel de agarosa 2,5%
tefiido con bromuro de etidio
mostrando productos de ampli-
ficacion obtenidos con el
cebador UBC 243 para los
ADN genémicos de Q4188
(PS), Q4117 (PA) y 38
individuos F,. Las flechas
indican la banda correspon-
diente al marcador UBC243-
377. El mismo esta presente en
el progenitor masculino y en
algunas progenies (marcadas
con  asteriscos) que  se
clasificaron como aposporicas.
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La clasificacion de las plantas F; se realizo0 también por observaciones
citoembrioldgicas. Este analisis s6lo puede llevarse a cabo cuando las mismas estdn en
floracién, periodo que abarca desde enero a abril de cada afio. En febrero de 2002, se
realizaron las observaciones de los sacos embrionarios en antesis (Figura 8). Como se
mencioné anteriormente, en Paspalum notatum es relativamente simple distinguir los sacos
embrionarios apospéricos de los meidticos ya que los primeros no poseen antipodas, son mas
irregulares con respecto a su forma, pueden encontrarse sacos miiltiples (mas de un saco por
ovario en combinacién con otros sacos aposporicos o con uno meiotico) y presencia de pro-
embriones. Como criterio de clasificacion se consideraron aposporicos tanto a los individuos
con presencia de sacos apospdricos Unicamente como a los que tenian sacos mei6ticos y
aposporicos (mixtos). Se consideré como no aposporica (sexual) a toda planta que no present6
la capacidad de formar sacos embrionarios aposporicos o mixtos (solamente mostraba sacos

de tipo meidtico).

Figura 8: 6vulos con (a) un saco embrionario meidtico y (b) dos
sacos embrionarios apospéricos en el mismo Gvulo,
correspondientes a los genotipos Q4188 y Q4117. Visualizacién
mediante microscopio con dispositivo DIC de ovarios
clarificados mediante la técnica de Herr (1971). En (a) se
observa la ovocélula y los 2 niicleos polares (np) de la célula
central hacia el extremo micropilar y las antipodas hacia el
extremo chalazal. En esta fotografia no se visualizan los
nucleolos de las sinérgidas por estar en otro plano). En (b) se
observan los 2 nucleos polares y la ovocélula en uno de los
sacos y los tres niicleos polares y un pro-embrién en el otro
saco. Los sacos apospéricos no presentan antipodas. (x 240).
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Se analizaron en total 35 plantas F;, incluyendo las 15 que fueron clasificadas como
apospdricas en los analisis de RAPD y 20 plantas al azar de las 98 restantes. Se adopt6 este
criterio teniendo en cuenta resultados previos (Martinez et al. 2003), que demostraron que los
marcadores moleculares de UBC 247-377 y UBC 259-1157 son consistentes para la
clasificacion por el modo de reproduccién y el tiempo y labor que consume la clasificacion
citoembriolégica. En la Tabla 2 se presentan los resultados obtenidos por ambas

metodologias.

Tabla 2: Clasificacién de una muestra de individuos de la poblacion de mapeo derivada del
cruzamiento entre Q4188 x Q4117 por medio de marcadores de RAPD y observaciones

citoembriologicas.

Marcadores Porcentaje de 6vulos con
Ligados Planta Ovarios

UBC243 UBC259 N° analizades SEM SEI SEa SEMX SEA

-377 -1159
No No 2 20 80.0 15.0 5.0 B -
No No 7 20 90.0 10.0 - - -
No No 8 20 70.0 20.0 10.0 - -
Si Si 9 20 - - - 10.0 90.0
Si Si 19 20 20.0 - - - 80.0
Si Si 20 20 - - - 5.0 95.0
No No 21 20 55.0 20.0 25.0 - -
Si Si 23 20 - - - 15.0 85.0
No No 26 20 90.0 5.0 5.0 - -
Si Si 27 20 5.0 - - 15.0 80.0
No No 30 19 79.0 16.0 5.0 - -
Si Si 31 No florecio
No No 36 20 85.0 10.0 5.0 - -
No No 38 20 55.0 10.0 35.0 - -
No No 39 40 82.5 7.5 10.0 - -
Si Si 40 20 20.0 - - 10.0 70.0
No No 41 20 65.0 5.0 30.0 - -
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Marcadores Porcentaje de 6vulos con
Ligados Planta  Ovarios

UBC243 UBC259 N° analizados SEM SEI SEa SEMX SEA

-377 -1159
No No 45 18 83.0 - 17.0 - -
No No 48 20 85.0 5.0 10.0 - -
Si Si 51 20 - 40.0 20.0 - 40.0
No No 60 20 50.0 25.0 25.0 - -
Si Si 63 20 - - B 5.0 95.0
Si Si 65 20 5.0 - - 30.0 65.0
Si Si 67 20 15.0 - - 15.0 70.0
No No 70 20 90.0 10.0 - - -
Si Si 71 20 - - - 10.0 90.0
Si Si 74 20 20.0 - 10.0 5.0 65.0
No No 78 20 75.0 15.0 10.0 - -
No No 79 21 29.0 33.0 38.0 - -
Si Si 86 20 10.0 - 5.0 5.0 80.0
No No 95 20 85.0 5.0 10.0 - -
No No 99 21 71.0 5.0 24.0 - -
No No 102 20 95.0 5.0 - - -
No No 105 20 90.0 5.0 5.0 - -
Si Si 112 20 - - 5.0 - 95.0

SEM = Saco embrionario meiético.

SEI = Saco embrionario inmaduro o poco desarrollado.
SEa = Saco embrionario ausente.

SEMX = Saco embrionario mixto.

SEA = Saco embrionario apospdrico.

De la tabla anterior se deriva que se observo la presencia de sacos embrionarios de
tipo apopoéricos o mixtos en 14 de los 15 individuos clasificados como apospéricos con los
marcadores de RAPD. Un individuo (n° 31), no se pudo clasificar por citoembriologia ya que
no florecid, sin embargo se lo consideré apospérico por presentar los dos marcadores de
RAPD y un numero considerable de marcadores que se detectaron ligados a la apomixis

posteriormente en este trabajo de Tesis. Los resultados obtenidos indicaron una correlacion
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exacta entre ambas metodologias de clasificacién para los 35 individuos estudiados,
considerandose por lo tanto, que la poblacién de mapeo de P. notatum de 113 hibridos

presenta 98 plantas sexuales y 15 aposporicas.

IV.1.2- Segregacion del cardcter aposporia en la poblacion

Los estudios de herencia de la aposporia en P. notatum fueron realizados sobre una
poblacion segregante por el modo de reproduccién cuyos progenitores fueron también los
genotipos Q4188 y Q4117 utilizados en este trabajo de Tesis (Martinez et al. 2001). El modelo
propuesto se basa en que el caracter esta controlado por un gen dominante presente en dosis
simple con distorsion de la segregacion (Martinez et al. 2001). La constitucién genética de los
progenitores sexual y apomictico para dicho locus seria nuliplexo (aaaa) y simplexo (Aaaa),
respectivamente. La relacion de segregacion esperada para un caracter en esta condicion en la

poblacion de mapeo seria entonces de 1:1 sexual vs. apomictico (Figura 9).

Q4188 Q4117
Sexual Apomictico
progenitor femenino: PS progenitor masculino: PA
Genotipo aaaa genotipo Aaaa
Gametas: aa Gametas:1/2 aay 1/2Aa
PS 1
PA\ aa
1/2 aa aaaa
Y
1/2 Aa Aaaa
Y
Segregacion esperada: 1(aaaa):1(Aaaa)

Figura 9: Modelo de segregacién esperada para un alelo simple dominante (A) responsable de la
aposporia en la poblacién de mapeo tetraploide.
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Como se mencioné en el item anterior, 98 plantas F, se clasificaron como sexuales y
15 como apospéricas, resultando en una relacién de segregacién igual a 6,5:1 no aposporicas
(sexuales) vs. aposporicas (apomicticos). El caricter en estudio mostr6 una fuerte desviacion
de la relacién esperada para un alelo en dosis simple (x*11 = 60,96, p < 0,01) en concordancia
con lo observado previamente por Martinez et al (2001), aunque en este caso la disminucion
en el nimero de progenies apospdricas obtenidas fue mayor. Estos resultados confirman la
distorsi6n de la segregacion observada en la transmisién de la aposporia en la especie por las
gametas masculinas y la presencia de algin factor letal (a nivel gamético o cigotico) asociado

al caracter.

Los resultados presentados en los items IV.1.1 y IV.1.2 fueron publicados en Martinez et al.

2003 y en Stein et al. 2004.
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IV.2- Caracterizacién citogenética y estudios de viabilidad del polen en Q4188 y Q4117

Debido a la fuerte distorsién de la segregacion en el cardcter aposporia observada en la
poblacién de mapeo, se realizaron estudios de apareamiento de cromosomas durante la

meiosis y de viabilidad de polen a fin de detectar posibles causas del fendmeno.

IV.2.1- Andlisis de apareamiento cromosémico

Las observaciones de las meiosis durante la microsporogénesis de Q4188 y Q4117,
revelaron que en ambas plantas los 40 cromosomas se asocian formando principalmente
cuadri y bivalentes en la diacinesis de la profase 1. En Q4188, un promedio de 43.6 % (rango
20-80%) de los cromosomas formé cuadrivalentes y en Q4117 un 49 % (rango 10-80%). En
la Tabla 3 se muestra el promedio de las configuraciones de cromosomas formando
univalentes (1), bivalentes (II), trivalentes (III) y cuadrivalentes (IV) por célula madre del
polen (CMP) (Figura 10a-c). La proporcion de univalentes presentes en las CMP de ambos
genoﬁpos fue diferente, mostrando el progenitor sexual 7 células conteniendo univalentes por
cada 26 CMP (26,9%) (Figura 7 a) y el apomictico 2 células conteniendo univalentes por cada
36 CMP (5,5%). A pesar de que en anafase I la mayoria de las células mostr6 una distribucién
regular de cromosomas (Figura 10d) se detect6 la presencia de cromosomas retrasados en
ambos genotipos. En Q4188 el 30,7% de las células en anafase I tenfa uno o dos cromosomas
retrasados, lo que coincide con la cantidad de meiocitos con univalentes (26,9%) que se
observaron en diacinesis de la profase I (Tabla 3). En Q4117 el 44,4% de las células mostro
cromosomas retrasados en anafase 1. Esta proporcion fue inesperada ya que s6lo unos pocos

meiocitos mostraron univalentes (5,5%). Los patrones de retraso observados en Q4117
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fueron: un bivalente retrasado en la placa ecuatorial (Figura 10e), dos cromosomas simples
enfrentados cara a cara (figura 10g) y menos frecuentemente dos cromosomas unidos por un
puente de cromatina (Figura 10f). Interesantemente, en la planta apomictica los cromosomas
retrasados simples en anafase I siempre se posicionaron cara a cara, indicando una separacion
demorada, mientras que en la planta sexual los univalentes retrasados estaban localizados
aleatoriamente en el citoplasma (Figura 10h). En telofase I ambas razas mostraron dos grupos
de cromosomas aglutinados en los polos (Figura 10i). Sin embargo, en el 26,9% de los
meiocitos de Q4188 y en el 35,3% de los de Q4117 se observaron uno o dos micronutcleos. En
este ltimo caso, algunos de lo micronticleos resultaron extremadamente pequefios, sugiriendo
que pudieron haberse originado a partir de fragmentos cromosémicos (Figura 10j). La
presencia de puentes de cromatina con fragmentos acompafiantes es una evidencia indirecta

de inversiones cromosémicas (Brown 1972).

Tabla 3: Comportamiento meiético de los cromosomas en razas tetraploides de Paspalum notatum
(2n = 4x = 40): Q4188, progenitor femenino de reproduccion sexual y Q4117, progenitor apomictico
dador de polen.

Genotipo N°de CMP Promedio de asociaciones % CMP con % de CMP % de CMP

analizadas cromosémicas por CMP en univalentes en conlo?2 con micro-
diacinesis de la profase I  diacinesis de la retrasadosen  nucleos en
profase 1 anafase I telofase I'

1 Il 111 v

Q4188 26 05 98 0.1 4,9 26,9 30,7 26,9
Sexual
Q4117 36 0,08 11,2 0,05 4,36 5.5 444 353
apomictico

a: se observé un minimo de 20 células
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Figura 10: meiosis en las razas tetraploides sexual (Q4188) y apomictica (Q4117) de Paspalum notatum. (a)
diacinesis en Q4188 (sexual) con 1 I + 4 II + 1 TH (flecha) + 7 IV. {b-g) Q4117 (apomictico). (b) metafase I con
12 11 + 4 IV, la flecha indica tres bivalentes juntos. (c) metafase [ con 4 II + 8 IV. (d) anafase | tardia. (e} anafase
I con un bivalente retrasado (flecha). (f) anafase I con un puente (flecha). (g) anafase I con dos cromosomas
retrasados enfrentados cara a cara. (h) telofase I Q4188 (sexual} con dos cromosomas retrasados. (i-j} Q4117
(apomictico). (i) telofase ¥ regular. (3) telofase I con un microniicleo de cromatina retrasado (flecha). Barra = 10

micrones.
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IV.2.2- Estudios de viabilidad de polen

La distorsién de la segregacion observada en la transmisién de la aposporia en esta
poblacién de mapeo y en otras de la misma especie (Martinez et al. 2003), asi como la
observacién de la posible presencia de inversiones o alteraciones cromosémicas durante la
microsporogénesis de la raza apospérica, podrian estar asociadas (entre otras hipétesis) a una
disminucién en la viabilidad del polen en el genotipo apomictico. Para analizar esta
posibilidad se compar6 el porcentaje de granos de polen no viable en ambos genotipos,
Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico). Se utilizé la tincién de Alexander (1980) que permite
distinguir entre granos de polen vivos y muertos. El reactivo de Alexander esta compuesto
por: verde de malaquita que reacciona con la celulosa de la pared del polen y fuccina acida
que reacciona con el protoplasma otrogandole un color purpura. Los granos de polen
abortados no contienen protoplasma y por ende se ven verdes translicidos al microscopio
6ptico, mientras que los no abortados se tifien de color rojo intenso (mezcla del protoplasma

purpura y la pared verde) (Figura 11).
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Figura 11: muestras de polen de Q4188 y Q4117 tefiidas con la
coloracién de Alexander
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Se analiz6 el contenido de polen de 10 flores de cada genotipo segin se indica en
Materiales y Métodos. De cada preparado se contaron 5 campos y dentro de cada campo 4
cuadrantes analizandose en total 24.888 y 21.976 granos de polen del genotipo sexual y
apomictico, respectivamente. Los datos de las observaciones realizadas se presentan en la

Tabla 4.

Tabla 4: conteo de granos de polen tefiidos con el colorante de Alexander en Q4188 y Q4117.

Flor N° Q4188 (sexual) Q4117 (apomictico)
Viable Noviable FraccionNov®  Viable  Noviable Fraccién Nov®
1 2335 663 0,22 1272 1093 0,46
2 2270 584 0,20 1090 776 0,42
3 2362 565 0,19 1813 717 0,28
4 2199 697 0,24 1079 628 0,37
5 2323 671 0,22 1323 907 0,41
6 2060 755 0,27 1225 883 0,42
7 1722 492 0,22 1679 808 0,32
8 1773 623 0,26 1271 805 0,39
9 1170 338 0,22 1377 742 0,35
10 1026 260 0,20 1382 1106 0,44
Total 19240 5648 - 13511 8465 -

a: fraccion de granos de polen no viables de cada flor calculada como = (no viables) / (viables + no viables).

El conjunto de datos se analizé calculando la fraccion de granos de polen no viables de
cada flor de cada genotipo (columnas identificadas en rojo y azul en la Tabla 4) y
comparando los datos obtenidos bajo un modelo de dos muestras independientes. Los

resultados se muestran graficamente en la figura 12.
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Q4117

Q4188

0,19 024 029 034 039 044 049

Figura 12: diagrama de cajas y bigotes mostrando la fraccién de
granos de polen no viables en los genotipos Q4117 y Q4188.

Las flores de Q4188 presentaron en promedio un 22,6 % de polen no viable y las de
Q4117 un 38,6 % (Figura 10).

Se prob6 el supuesto de normalidad de la variable en estudio para los dos genotipos
mediante el test de Shapiro Wilk (Shapiro y Wilk 1965), no rechazandose la hipétesis nula en
ambos casos (valor de probabilidad asociada para Q4117 = 0,89 y para Q4188 = 0,46).
Previo a realizar una prueba de comparacién de medias, se realizé una prueba de comparacion
de desviaciones estandares y se rechazé la hipétesis nula, obteniéndose un valor de
probabilidad asociada de 0,022. A continuacién se compararon las fracciones promedio de los
granos de polen no viables para ambos genotipos. La prueba utilizada fue la basada en la
variable t de Student. El valor de la variable t result6 igual a 8,39, p < 0,0001, rechazédndose
en consecuencia la hipotesis nula (la conclusion es idéntica a la obtenida al aplicar el test de
Mann Whitney). Los resultados obtenidos indican que el promedio de granos de polen no

viables difiere significativamente entre los genotipos sexual (Q4188) y apomictico (Q41 17).
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Este hallazgo podria justificar al menos en parte la distorsién de la segregacion del cardcter
aposporia observada en este cruzamiento. Una posible causa de la menor viabilidad del polen
de Q4117 en relacion a Q4188 podria deberse a las alteraciones meidticas observadas en el
genotipo apomictico. Parte de las gametas recibirian cromosomas fragmentados y/o

complementos incompletos lo cual las convertiria en inviables.

Los resultados presentados en el item IV.2.1 fueron publicados en Stein et al. 2004.
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IV.3 - Generacién de marcadores moleculares y anilisis de segregacién en la poblacién

de mapeo
¥V.3.1- Marcadores moleculares

La construccién del mapa de ligamiento genético y la determinacién del tipo de
herencia de las razas tetraploides de Paspalum notatum se basaron principalmente en datos
genéticos obtenidos con marcadores moleculares de AFLP. Asimismo, se consideré un menor
nimero de marcadores de RFLP. Los AFLP se generaron segin se detalla en Materiales y
Métodos utilizando como revelado el método de tincién con nitrato de plata. En primer lugar
se ensayaron combinaciones de cebadores con el ADN de los genotipos parentales (Q4188 y
Q4117) y se seleccionaron aquellas que mostraron buenos patrones de amplificacion para
empléarlos con toda la poblacién. De las 47 combinaciones ensayadas 15 (32 %) no
amplificaron o dieron un patrén de amplificacion inespecifico (chorreado). El resto (32
combinaciones, 68 %) generaron un promedio de 52 fragmentos de amplificacién por
combinaci6n, permitiendo la evaluacion en conjunto de unos 1.664 marcadores (loci). En la
Figura 13 se muestran geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata donde se observa el

producto de dos amplificaciones selectivas obtenidos con la combinacion de cebadores

e40m43 y e32m44.
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Figura 13: Marcadores de AFLP generados en la poblacién de mapeo usando dos
combinaciones diferentes de cebadores: (a) e40m43 y (b) e32m44. PS: progenitor sexual,
Q4188. PA: progenitor apomictico, Q4117. Las flechas rojas, azules y verdes indican los
marcadores maternos, paternos y maternos/paternos analizados, respectivamente.

97



Resultados

Los marcadores de RFLP se generaron por hibridacion con sondas homologas o
heterélogas (de arroz, maiz y Brachiaria) marcadas con dig-UTP y utilizando la técnica de
deteccién no radiactiva, segin se describe en Materiales y Métodos. En primer lugar se
realizé6 una seleccién de sondas informativas utilizando filtros con ADN de los genotipos
parentales digerido con al menos tres enzimas de restriccion (Figura 14a, ver Tablas 14 y 17
en items IV.5.4 y IV.5.5 para mas detalles). De las 49 sondas analizadas, 18 (37%) no
hibridaron o mostraron una sefial muy débil probablemente debido a una baja homologia con
el genoma de P. notatum, 3 (6%) hibridaron en forma inespecifica, 16 (33%) resultaron
monomérficas entre los genotipos parentales y 12 (24%) evidenciaron polimorfismos entre el
genotipo sexual y el apomictico con al menos una de las enzimas de restriccién. Los clones
que revelaron bandas diferenciales entre los progenitores fueron los seleccionados para los
posteriores experimentos de mapeo. En promedio cada clon revel6 2,5 bandas permitiendo la
evaluacién de alrededor de 35 loci. En la Figura 14b se observan los resultados de un

experimento de RFLP donde el ADN de P. notatum fue digerido con HindIll e hibridado con

el clon de arroz R202.

EcoRl Hindlll Psil

PSPA PSPA PSPA

A

Figura 14: Hibridacién del clon R202 con: a) ADN de Q4188 (PS) y Q4117 (PA) digeridos con tres
enzimas de restriccion. Se seleccioné para el mapeo la combinacién de la sonda con Hindlll. b) una muestra
de individuos F, digeridos con HindlIl. Las flechas indican los marcadores polimérficos especificos de cada
progenitor, en rojo se indican los maternos y en azul los paternos.
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IV.3.2- Analisis de segregacion

Debido a que la poblacién de mapeo es una familia tipo F; derivada del cruzamiento
de dos genotipos tetraploides altamente heterocigotas, se esperaban distintas configuraciones
alélicas para los diferentes /oci examinados (Ritter et al. 1990). Los marcadores de AFLP se
analizaron con los datos obtenidos de la totalidad de la poblacion (113 individuos), mientras
que la segregacion de los marcadores de RFLP se analizé empleando una muestra de entre 60-
80 individuos. Para cada combinacién de cebadores (y para cada combinacion enzima/sonda)
se determiné la presencia de: a) marcadores maternos, fragmentos segregantes provenientes
exclusivamente del progenitor femenino (sexual, Q4188), b) marcadores paternos,
fragmentos segregantes provenientes exclusivamente del progenitor apomictico (Q4117) y c)
marcadores maternos/paternos: fragmentos segregantes provenientes de ambos genotipos
parentales. En la Tabla 5 se muestra el nimero de marcadores maternos, paternos y

maternos/paternos de AFLP y RFLP obtenidos en la poblacién de mapeo.

Tabla 5: Tipos de marcadores moleculares de AFLP y RFLP generados en la poblacién de mapeo de
Paspalum notatum tetraploide.

Tipo de marcador AFLP RFLP Total
Materno 307 9 316
Paterno 257 9 266
Materno/Paterno 103 2 105
Total 667 20 687

En promedio se obtuvieron 10 marcadores maternos, 8 paternos y 3 maternos/paternos

por cada combinacion de cebadores de AFLP. Asimismo, se obtuvo un promedio de 1
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marcador materno y 1 paterno por cada combinacién de enzima/sonda en los experimentos de
RFLP.

La presencia de al menos 10 bandas segregantes de la planta dadora de polen, Q4117,
en los individuos de la poblacién confirmé el origen hibrido de 113 de los 115 individuos F;.
Dos de las progenies (las plantas n° 61 y 91) no mostraron ninguno de los 10 marcadores
paternos analizados en este caso, indicando que se habrian originado por autofecundacion de
la planta Q4188 a pesar de la emasculacion de las anteras previo al cruzamiento. Por lo tanto,
estas plantas fueron descartadas de los anélisis posteriores.

Se determind la configuracion alélica de cada locus comparando la segregacion
observada de los mismos con la segregacién cromosOmica esperada tanto para herencia
tetrasébmica como disomica, por medio de una prueba de x* con una probabilidad asociada p >
0,01 (ver Tabla 1 en Materiales y Métodos). De acuerdo a esto, los 316 maracdores maternos
y los 266 paternos fueron clasificados como alelos en dosis simple (Aaaa, ADS) o alelos en
dosis doble (AAaa, ADD). En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos y se indica la
segregacién y el nimero de marcadores presentes para cada tipo de segregacion. En total, 51
marcadores (16 maternos, 35 paternos) mostraron distorsién de la segregacion debido a que

no se ajustaron a ninguno de los valores esperados.

Tabla 6: Relaciones de segregacion observadas para los 316 marcadores maternos y los 266 paternos
analizados en la poblacion de mapeo.

Marcador Segregacion de marcadores
ADS ADD Dist.”
1:1 5:1 5:1/3:1° 3:1 1:0
Maternos 259 6 23 12 - 16
Paternos 177 12 27 15 - 35

a: marcadores con segregacion distorsionada.
b: marcadores que ajustan simultdneamente a las dos relaciones de segregacion.

100



10 0000000000000 000000000000000000000000000000 0000

Resultados

En la Figura 15 s¢ muestra el histograma de las frecuencias de presencia
correspondientes a todos los marcadores analizados. En la misma se puede observar que la
distribucién de las relaciones de segregacion de los marcadores en los dos genotipos
parentales presenta un pico en la clase 0,45-0,49, correspondiente a marcadores en dosis
simple (0,5 es la segregacion esperada para ADS). Como puede observarse ambas
distribuciones presentan ademés hacia la derecha, un grupo de menor cantidad de marcadores
que representaria a los marcadores en dosis doble ya que 0,83 (5/6) y 0,75 (3/4) son lés
relaciones de segregacién esperadas para ADD en caso de herencia tetrasémica y disémica,
respectivamente. Por otro lado, la distribucién de los marcadores correspondientes a Q4117
muestra un tercer pico posicionado en la clase 0,1-0,14 que representa a los marcadores
distorsionados detectados es dicho genotipo y que representa un 13,1% del total de los loci
analizados.

En la Tabla 7 se muestran los datos de segregacién de los 105 marcadores moleculares
presentes en ambos genotipos y que segregan en la poblacién. Sesenta marcadores ajustaron a
una relacién 3:1 correspondiente a configuraciones del tipo Aaaa en ambos progenitores, 6
resultaron distorsionados y el resto presenté relaciones de segregacion para configuraciones
AAsa x Aaaa (o viceversa) y AAaa x AAaa (ver Tabla 1 en Mateniales y Métodos) que en
todos los casos ajustaron para los dos tipos de herencia posibles: 11:1/7:1 y 35:1/15:1, segun

sea ¢l tipo de herencia polisdmica/disémica, respectivamente.
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Frecuencia de los marcadores

Relaciones de segregacién

Figura 15: Relaciones de segregacion observadas para los marcadores maternos y paternos analizados.

Tabla 7: Relaciones de segregacién observadas para los 105 marcadores segregantes desde los dos
genotipos Q4188 y Q4117 en la poblacién de mapeo.

Marcador Segregacion de marcadores
3:1 (11:1/7:1)+(35:1/15:1) Dist.
Maternos / Paternos 60 39 6

Parte de los resultados presentados en los items IV.3.1 y IV.3.2 fueron publicados en Stein et

al. 2004.
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IV.4- Determinacion del tipo de herencia de las razas tetraploides de Paspalum notatum

Se realizaron andlisis de segregacion de los marcadores moleculares con el objetivo de
aportar pruebas genéticas para determinar tipo de herencia (polisomica o disémica) presente
en las razas tetraploides de la especie en estudio. Los datos correspondientes a cada genotipo
parental (Q4188 y Q4117) se analizaron por separado y se efectuaron dos estudios
independientes en cada caso segun se detalla en Materiales y Métodos:

a) se examinaron las relaciones de segregacién de los marcadores ADD, siendo la
relaciones esperadas de 5:1 y 3:1 indicativas de herencia polisémica (posible indicador
de autopoliploidia) o disémica (posible indicador de alopoliploidia), respectivamente,

b) se determiné el nimero de marcadores ADS ligados en fase de repulsion vs. fase de
acoplamiento, considerando a las relaciones 0-0,25:1 y 1:1 como indicativas de

herencia polisdmica y disémica, respectivamente.

a) Se analizaron los resultados obtenidos con 32 combinaciones de cebadores de
AFLP. Del total de fragmentos obtenidos, 39 marcadores maternos y 54 paternos segregaron
como alelos en dosis doble (ADD). De ellos, 6 y 12 marcadores ajustaron exclﬁsivamente a
una relacién de segregacion 5:1 en Q4188 y en Q4117, respectivamente (Tabla 6). Otro grupo
de 48 marcadores (21 maternos y 27 paternos) segregé con valores que ajustaron a la relacion
5:1 pero que no se pudieron distinguir estadisticamente de la relacion 3:1 debido al tamafio de
la poblacién. Todos estos marcadores indican que ambas razas sexual y apomictica presentan
herencia de tipo poli-sémica (son autopoliploides). Se detectaron, sin embargo, 12 marcadores
maternos y 15 paternos que segregaron exclusivamente en una relacion 3:1, lo que

corresponde a una herencia de tipo disoémica. Estos datos considerados globalmente estan de
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acuerdo con la hipdtesis de que Paspalum notatum es un autotetraploide en origen pero que
algunos sectores del genoma ya han sufrido diploidizacion y se aparean en forma preferencial,
presentando herencia disémica.

b) Por otra parte, la proporcién relativa de marcadores ligados en fase de acoplamiento
vs. repulsion en cada genotipo por separado, se estimé combinando los datos de segregacion
directos e invertidos de los marcadores ADS en un solo archivo y buscando pares de
marcadores directos e invertidos ligados, usando el programa Mapmaker 3.0. El archivo
materno contenia datos de 506 loci y el paterno de 340. Los datos se sometieron a un andlisis
de ligamiento de dos puntos (LOD score = 3,0, 6 = 0,39) obteniéndose un total de 51 y 23
pares de marcadores ligados en fase de repulsién en Q4188 y en Q4117, respectivamente. La
Tabla 8 muestra un resumen de los resultados obtenidos y en las Tablas 9 y 10 se detailan los
pares de marcadores ligados en fase de repulsion detectados en ambos genotipos. Asi, la
relacion del ntimero de pares de marcadores ligados en fase de repulsion vs. acoplamiento fue
de 004:1 (51/1277) y de 0,11:1 (23/208) en los genotipos materno y paterno,
respectivamente. Estos valores son indicativos de herencia polisomica (tetrasomica) para
ambas razas tetraploides sexual y apomictica de P. notatum, lo que confirma la hipdtesis
formulada a partir de los datos de segregacion de los ADD. Asimismo, los vaiores de
recombinacion de los pares ligados en repulsion en ambos genotipos no difirié
significativamente del Ri esperado para este nivel de ploidia (33,30 cM) indicando una
asociacién general al azar de cromosomas homélogos durante la meiosis para la especie. Sin
embargo, como se verd mis adelante (item IV.5.2.1) el sector que controla la apomixis se
aparea en forma preferencial (herencia disémica)', mostrando nuevamente que P. notatum es

un autotetraploide con una herencia polisémica general y con algunas regiones diploidizadas.
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Tabla 8: resultado de los anlisis de ligamiento para
detectar marcadores ligados en fase de repulsion en Q4188

y Q4117.
Genotipo Anilisis de dos puntos  Lig. Rep. vs.
LOD score=3.0 06=0.39 Lig. Acop.
Pares en Pares en
acoplamiento repulsién
Q4188 1277 51 0,04:1
Q4117 208 23 0,11: 1

Tabla 9: Marcadores ligados en fase de repulsion en Paspalum notatum tetraploide sexual (Q4188).
Solamente se analizaron los datos de los 259 marcadores ADS.

Pares de marcadores Theta LOD cM’ ry
ligados en Q4188
e34m32a - e34m36g 0,30 3,36 34,98 0,050
e36m38c - e33m42e 0,31 3,29 37,04 0,112
e36m38c - €33m33h 0,30 3,79 35,09 0,054
e33m32a - e34m36m 0,31 3,51 36,66 0,101
e32m35f - e37m44b 0,30 3,86 35,22 0,058
e32m36b - e39m42i 0,26 5,90 28,67 -0,139
e32m36e - e39m42i 0,29 4,61 32,48 -0,025
€39m42i - e41m36l 0,30 3,86 35,22 0,058
e39m42i - e41m36n 0,32 3,17 38,15 0,145
e39m42i - e4lm41f 0,32 3,10 38,10 0,144
e39m42i - e42m37g 0,29 4,61 32,48 -0,025
e39m42i - e42m37h 0,31 3,51 36,66 0,101
e39m42i - e35m33a 0,32 3,17 38,15 0,145
€39m42i - e32m39g 0,32 3,37 37,12 0,115
e39m42i - e34mdlg 0,31 3,29 37,04 0,112
€39m42i - e34m41n 0,31 3,50 35,99 0,081
e39m42i - e32mé4e 0,32 3,16 37,53 0,127
e40m43c - e33m33d 0,32 3,04 38,65 0,160
e40m43g - e34m41m 0,28 4,80 31,32 -0,060
e37m4dla - e33m33h 0,31 3:51 36,66 0,108
e37m4la - e32md4dg 0,28 4,64 31,70 -0,048
e34m39e - e34m41m 0,31 3,50 35,99 0,081
e35m40f - e34m41m 0,28 4,55 32,29 -0,030
e41m36b - e44m38d 0,32 3,17 38,15 0,145
e41m44j - e34m41m 0,29 4,39 32,68 -0,019
e41m44m - e32m39a 0,29 4,16 33,67 0,011
e39m39c¢ - e44m38n 0,32 3,04 38,65 0,160
e40m39i - e34m41m 0,28 4,19 32,06 -0,037
e42m37c - e33m33h 0,28 4,77 3211 -0,036
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Pares de marcadores Theta LOD cM* r

ligados en Q4188
ed2m37f - e34m41m 0,27 5,39 29,65 -0,109
e34m36n - e33m42e 0,28 5,02 31,18 -0,064
e34m36n - e33m33h 0,27 5,18 30,82 -0,074
e33m4d2e - e44m38g 0,31 3,711 35,65 0,070
e33md2e - e32m39d 0,29 4,31 33,26 0,001
e33m42e - e34m4 ] 0,27 5,22 30,00 -0,099
€33m42e - e34m4 1l 0,29 439 32,68 -06,019
e44m38g - e33m33h 0,32 3,17 38,15 0,145
e44m38g - €32mddg 0,31 3,50 35,99 0,081
e33m33d - e34m41j 0,30 4,01 34,08 0,023
e33m33d - e34m41l 0,31 3,29 37,04 0,112
€33m33h - e34m4lf 0,32 3,10 38,10 0,144
e33m33h - e34m41) 0,28 4,55 32,20 -0,030
€33m33h - e34m411 0,30 3,79 35,09 0,054
e44m41h - e33m38i 0,30 3,57 35,41 0,063
e42m4d2f - e33m38i 0,29 4,23 33,83 0,016
e42m42g - €34md1lm 0,29 4,16 33,67 0,011
e33m38h - e33m38i 0,29 4,61 32,48 -0,025
e33m38i - e3dmdlc 0,28 4,80 31,32 -0,059
e33m38i - e32m4dad 0,29 4,24 33,08 -0,006
232m39i - e34m41m 0,29 4,39 32,68 -0,019
e34m4lk - e3dmd1lm 0,29 4,39 32,68 -0,019

a: distancia en centiMorgan, calculada segin la funcién de Kosambi.
b: r = (h —1) (R- Ri) /100, siendo h = 4 y Ri =33,30 para un autotetraploide (Qu y Hancock 2001).

Tabla 10: Marcadores ligados en fase de repulsién en Paspalum notatum tetraploide apomictico
(Q4117). Solamente se analizaron los datos de los 177 marcadores ADS. )

Pares de marcadores Theta LOD cM?® ry
ligados en Q4117
e32m32d - e34m43h 0,31 3,57 36,10 0,028
€32m32f - e44m38p ¢,32 3,10 38,10 0,048
e32m32f - e33m33¢ 0,32 3,10 38,10 0,048
e32m33a - e34m43h 0,27 5,22 30,00 -0,033
e33m33c - e35m33c¢ 0,29 4,17 32,89 -0,004
e32m33g - e34m4la 0,30 3,50 34,50 0,012
e34m32c - eddmdld 0,30 3,15 34,48 0,012
e36m38b - e42m37f 0,32 3,02 38,04 0,047
e36m38b - e32m44h 0,31 3,36 35,75 0,024
e32m35b - e39m4d2¢ 0,31 3,51 36,66 0,033
e39m42g - e42m42i 0,32 3,17 38,15 0,048
e34m39e - e41m4in 0,31 3,51 36,66 0,033
e41m36d - e41m4in 0,32 3,17 38,15 0,048
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Pares de marcadores Theta LOD cM* "
ligados en Q4117
ed1m4ll - e4lm4im 0,31 3,17 38,15 0,048
e41m4_1m -ed4lmdin 0,28 5,02 31,18 -0,021
e42m37d - e42md2i 0,30 4,00 34,80 0,015
ed2m37f - e42md2b 0,31 3,64 36,21 0,029
e33m42c - e35m33g 0,32 3,17 38,15 0,048
e34md3g - e32m44k 0,30 3,79 35,09 0,018
e44m38p - e42md2g 0,32 3,17 38,15 0,048
e33m33c - e32m39¢ 0,31 3,71 35,65 0,023
eddmdia - e34mdlh 0,32 3,01 37,38 0,041
e42m42b - e32m44h 0,32 3,16 37.53 0,042

a: distancia en centiMorgan, calculada segin la funcién de Kosambi.

b: 1, = (h —1) (R— Ri) /100, siendo h = 4 y Ri = 33,30 para un autotetraploide (Qu y Hancock 2001).

Parte de los resultados presentados en el item IV.4 fueron publicados en Stein et al. 2004.
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IV.5- Mapa de ligamiento genético de razas tetraploides de Paspalum notatum

El desarrollo de mapas en especies autopoliploides debe realizarse siguiendo varias
etapas obligatorias: i) se determina la dosis alélica de cada marcador, b) se seleccionan
marcadores en dosis simples cuya segregacion por presencia/ausencia es siempre 1:1, ¢} se
realiza un andlisis de ligamiento y se determinan los grupos de co-segregacién a un
determinado LOD score, d) se calculan las distancias y se ordenan los distintos /oci sobre los
grupos establecidos y €) los grupos de ligamiento son reunidos y asignados a cromosomas
homélogos (Ripol et al. 1999). Consecuentemente, ¢l desarrollo del mapa genético de P.
notatum se efectué siguiendo estrictamente esta serie de pasos, segin se detalla en Materiales
y Métodos. En primer lugar, se analizaron en forma independiente los datos de segregacion de
los marcadores de cada genotipo parental y se agruparon en dos archivos de datos. Con los
marcadores de tipo ADS se construyeron dos mapas de ligamiento (mapa femenino y mapa
masculino) correspondientes a cada progenitor utilizando el programa Mapmaker 3.0 (Lander
et al. 1987). En una segunda fase se incluyeron también los marcadores con segregacion
distorsionada, ya que la aposporia y varios marcadores mostraron este tipo de segregacion
(ver item IV.1.2). Dentro de cada mapa se identificaron los grupos homéologos por andlisis de
marcadores ligados en fase de repulsién y finalmente se agregaron los marcadores de tipo
puente alélico en ambos mapas empleando el programa Joinmap 1.4 (Stam 1993). En aquellos
casos donde el mismo marcador se ubico en grupos de ligamiento provenientes de los dos
genotipos parentales se identificaron los cromosomas homélogos de los progenitores sexual y
apomictico.

Debido a que con Mapmaker 3.0 los grupos de co-segregacion se definen sobre la base

de ligamientos en fase de acoplamiento solamente, cada grupo de co-segregacion corresponde

108



9000000 000000000000 0000000000000 0000000000000BOCK0OCS(

Resultados

a un tnico cromosoma homélogo de los # posibles de cada juego (Ripol et al. 1999, Grivet et
al. 1996). Es decir, en el caso de Paspalum no;'atum, que es un tetraploide con un total de 2n
= 4x = 40, el nimero teérico esperado de grupos de co-segregacién en cada mapa de
ligamiento completo es = 40 y a su vez estos grupos deberian asociarse en 10 juegos (x = 10)

cada uno conteniendo 4 homélogos.

IV.5.1- Construccién del mapa marco de Q4188

Los datos de segregacién de 259 marcadores ADS (1:1) fueron utilizados para la
construccién del mapa de ligamiento genético marco del genotipo sexual de P. notatum. Los
grupos de ligamiento fueron definidos utilizando un LOD = 6.0 y un valor maximo de
recombinacién (6) = 0,39. Con estos valores umbrales un total de 27 grupos de co-
segregacion fueron definidos en esta primera etapa. Posteriormente se asignaron marcadores a
cada grupo empleando un valor de LOD = 3.0 y se analizé la posibilidad de que los grupos
definidos correspondieran a un mismo cromosoma (ver Materiales y Métodos),
determinandose la presencia de 26 grupos de co-segregacion definitivos. El ordenamiento de
los marcadores dentro de cada grupo de cosegregacion se realizo con el comando "order" del
programa Mapmaker con la opcion "error detection on" de manera de minimizar posibles
errores debidos a dobles entrecruzamientos. En base al ordenamiento mas probable, se fijaron
los marcos para cada grupo de co-segregacion (comando “framework”). Luego se
incorporaron los datos de los 16 marcadores distorsionados al archivo de datos y 10 de ellos
se asignaron a 5 de los grupos previamente establecidos, quedando 6 sin asociarse a ningin
grupo. Finalmente se asignaron 2 marcadores a LOD =2.0 a dos grupos diferentes. Tanto los

marcadores distorsionados como los asignados a LOD 2.0 se incorporaron al mapa siempre y
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cuando no causaran distorsi6n en las distancias y ordenamiento de los grupos fijados
previamente.

El mapa materno consistié en 233 marcadores (84,7%) asignados a 26 grupos de co-
segregacion cubriendo una distancia total de 1.590,6 cM (Figura 16). La distancia promedio
entre marcadores fue de 6,8 ¢cM. Cuarenta y dos (15,3%) marcadores permanecieron sin
asignarse-a ninguno de los grupos establecidos. Los grupos de ligamiento se identificaron con
la letra M seguida de un nimero x (Mx). El tamafio de los mismos vari6 entre 119,7 y 7,2 cM
y la distancia genética entre marcadores entre 41,5 y 0,0 ¢cM. El nimero promedio de
marcadores por grupo fue 8,9 pero se detectaron 5 grupos de solamente dos marcadores (M8,
M12, M15a, M16 y M19). Establecidos los grupos de co-segregacion se examinaron los datos
de los marcadores ligados en fase de repulsion y los grupos que presentaron pares de
marcadores ligados fueron considerados homologos. Para identificar a cada homdlogo se
agreg6 una letra minascula luego del nimero correspondiente (Mxz). En total 14 de los 26
grupos de co-segregacion se asociaron definiendo 7 grupos de homdlogos, conteniendo entre
2 y 3 cromosomas homélogos cada grupo. Se detectaron ademds tres marcadores (que no
pertenecian a ninguno de los grupos de co-segregacion establecidos) que mostraron
ligamiento en fase de repulsién con marcadores pertenecientes a tres grupos diferentes (Mla,

M9a y M11a) y se sumaron al mapa.
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Figura 16: mapa de ligamiento genético de Q4188 . Los grupos de ligamiento se definieron usando el programa
Mapamker 3.0 (LOD score =6.0 - 3.0, theta=0,39). Elnombre de los marcadoresy la distancia en cM se expresan
a la derecha y a la izquierda de cada grupo, respectivamente. Los asteriscos indican los marcadores con
segregacion distorsionada. Los marcadores en cursiva fueron asignados a los grupos de co-segregacién a LOD
score = 2. Los paréntesis indican aquellos marcadores cuya posicién dentro del grupo no pudo establecerse
claramente. Los marcadores subrayados son puentes alélicos y fueron agregados como marcadores accesorios
empleando el programa Joinmap 1.4. Las lineas conectoras indican los pares de marcadores ligados en fase de
repulsién. Los homologos dentro de cada grupo de ligamiento se identifican por una letra miniiscula a
continuacién del nimero del grupo.
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Para la estimacion del largo del genoma esperado [E(G))], se utilizé el método de
Hulbert modificado por Chakravarti (Chakravarti et al. 1991) segiin se describe en Materiales
y Métodos {E(G) = [n (n-l)‘d] / k }. El calculo se realizé a LOD score 2, se consideraron los
233 marcadores posicionados en el mapa (n) que generaron un total de 1.236 pares de
marcadores ligados en acoplamiento (k) y cuya mayor distancia fue de 41,5 cM (@),
resultando E(G) = 1.815 cM. Por lo tanto, el porcentaje del genoma mapeado hasta el
momento para el progenitor sexual seria aproximadamente det 87,6% [(1.590,6 cM / 1.815
¢M) x 100]. La cantidad de grupos de co-segregacion detectados (26) con respecto al maximo
teérico esperado (40) fue baja. Esto indicaria (en coincidencia con los experimentos
anteriores) que posiblemente muchos sectores del genoma de la madre (Q4188) presenten
herencia polisémica, lo cual disminuiria la eficiencia en la deteccién de los grupos de co-
segregacion (se requeriria un mayor nimero de marcadores o poblaciones de mayor namero

de individuos) (Wu et al. 1992, Qu y Hancock 2001).
IV.5.2- Construccion del mapa marco de 04117

Para la construccion del mapa de ligamiento genético marco de Q4117 se utilizaron
los datos de segregacion de 177 marcadores ADS (1:1). El andlisis de ligamiento se realizo
utilizando el programa Mapmaker 3.0 en forma similar a lo descripto anteriormente aunque
los grupos iniciales fueron establecidos empleando un valor umbral de LOD = 4.0. Los 177
marcadores incluidos en el analisis se agruparon en 42 grupos de co-segregacién en la primera
etapa. Posteriormente se asignaron marcadores a cada grupo empleando un valor de LOD =
3.0 y se analizé la posibilidad de que los grupos definidos correspondieran a un mismo

cromosoma (ver Materiales y Métodos), obteniéndose 38 grupos definitivos. Luego de
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establecido el ordenamiento mas probable de marcadores dentro de cada grupo se fij6 un
marco para cada uno. En una segunda etapa se incorporaron 38 marcadores con segregacién
distorsionada entre los que se incluia el cardcter aposporia. Veinticinco de los 38 loci se
agruparon formando un grupo de ligamiento nuevo (grupo- apo, P17a) donde se localizé el
locus responsable del cardcter (apo-locus) (ver item IV.5.2.1 para mas detalles). Otros 12
marcadores se asociaron a nueve grupos diferentes y 1 permaneci6 libre. Finalmente se
asignaron algunos marcadores a LOD = 2.0 teniendo en cuenta lo descripto previamente.

El mapa de ligamiento genético de Q4117 quedo finalmente definido por 183 (85,1%)
marcadores que se distribuyeron en 39 grupos de co-segregacién de 2 o més marcadores. La
distancia total cubierta fue de aproximadamente 2.265,7 cM, con una distancia promedio entre
marcadores de 12,4 ¢M (Figura 17). Treinta y dos (14,9%) marcadores permanecieron sin
asociarse a ninguno de los grupos establecidos. Los grupos de ligamiento se identificaron con
la letra P seguida de un niimero x (Px). El tamafio de los mismos varié entre 11,5y 121,1 cM
y la distancia genética entre marcadores entre 0,0 y 43,9 cM. El grupo- apo, (P17a) quedd
constituido por 25 loci con segregaci6n distorsionada que se distribuyen sobre unos 33,8 ¢cM.
Se detectaron 10 grupos de dos marcadores (P2b, P13b, P14b, P15b, P18a, P18b, P19a, P22,
P23 y P24) siendo ¢l nlimero promedio de marcadores por grupo (para los 28 restantes) de
49.

El analisis de los marcadores ligados en fase de repulsiéon permitié establecer los
grupos homologos que fueron identificados por una letra minuscula (z) seguida del nuimero
correspondiente (Pxz). En total 25 de los 39 grupos de co-segregaci6n se asociaron definiendo
12 grupos de homélogos. El grupo-apo resulté ligado en repulsion a marcadores
pertenccientes a un grupo homélogo (apo-rep, P17b) constituido por 4 marcadores

distorsionados y dos ADS que se extienden sobre unos 104,1 cM (ver item IV.5.2.2 para mas

116



1000000000000 000000000000 0000000000000000000000000!

Resultados

detalles). Se detectaron ademas tres marcadores (que no pertenecian a ninguno de los grupos
de co-segregacion establecidos) que mostraron ligamiento en fase de repulsién con
marcadores pertenecientes a tres grupos diferentes (P9a, P15a y P19a) y se sumaron al mapa.
El largo del genoma esperado [E(G)] fue de 2.707,6 cM. El calculo se realizé a LOD
score 2, se consideraron los 183 marcadores posicionados en el mapa (n) que generaron un
total de 540 pares de marcadores ligados en acoplamiento (k) y cuya mayor distancia fue de
43,9 ¢cM (d). Por lo tanto, el‘ porcentaje del genoma mapeado hasta el momento para el
progenitor apomictico es aproximadamente del 83% {(2.265,7 ¢cM / 2.707,6) x 100]. El hecho
de que se detecté un nimero de grupos de co-segregacién similar al maximo esperado (40)
podria indicar que en este caso los sectores con apareamiento preferencial (herencia disdémica)
son mas frecuentes que en el caso de la madre y por lo tanto la eficiencia de deteccién de

grupos de co-segregacion fue mayor en este genotipo a pesar de contar con un menor numero

- de marcadores moleculares.
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Figura 17: mapa de ligamiento genético de Q4117. Los grupos de ligamiento se construyeron usando el
programa Mapamker 3.0 (LOD score = 4.0 - 3.0, theta = 0,39). El nombre de los marcadores y la distancia en cM
se expresan a la derecha y a la izquierda de cada grupo, respectivamente. Los asteriscos indican los marcadores
con segregacion distorsionada. Los marcadores en cursiva fueron asignados a los grupos de co-segregacion a
LOD score = 2. Los marcadores subrayados son puentes alélicos y fueron agregados como marcadores accesorios
empleando el programa Joinmap 1.4. Las lineas conectoras indican los pares de marcadores ligados en fase de
repulsién. Los homoélogos dentro de cada grupo de ligamiento se identifican por una letra mindscula a
continuacion del numero del grupo. #: indica marcadores que mapean en el mismossitio.
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IV.5.2.1- Caracterizacién del grupo de ligamiento que incluye al control de la aposporia

(grupo - apo)

En el mapa paterno se identificé el grupo de ligamiento que contiene al locus
responsable de la aposporia (grupo-apo, P17a) mediante la combinacién de los datos
embriolégicos y moleculares de cada individuo de la poblacion. Todos los marcadores que
forman parte del grupo - apo mostraron distorsion de la segregacion. El andlisis de ligamiento
a LOD score 4.0 y 6 = 0,39 determin que el locus responsable de la aposporia (apo-locus) y
24 marcadores mapean juntos formando un unico grupo de ligamiento en fase de
acoplamiento. Quince marcadores (incluyendo 12 AFLPs, 1 RFLP y los dos RADPs usados
para la clasificacion) resultaron completamente ligados a la aposporia y otros 7 se localizaron
a ambos lados del Jocus mostrando valores de recombinacion entre 0,7 y 4,6 cM. Estos
marcadores definen un blogue de ligamiento-apo formado por 23 loci adyacentes sobre unos
8,2 cM (Figura 18). La total co-segregacion entre los marcadores y el apo-locus sugiere una
fuerte restriccién de la recombinacién en esta region cromosdmica. Es poco probable que
trabajando con una estrategia de generacién de marcadores al azar y con una poblacién de
mapeo de 113 individuos, se haya saturado esta pequefia region genémica. Dos marcadores de
AFLP (e33m32f y e42m42e) pertenecientes al grupo de ligamiento mapean por fuera del
bloque-ape mostrando valores de recombinacién de 17,7 y 16,1 ¢cM, respectivamente.

El analisis genético para detectar marcadores ligados en fase de repulsion mostrd que
el bloque de ligamiento apo esta ligado a 3 marcadores (e32m41b, e44m38q y e44m38n) que
forman parte del grupo apo-rep (homélogo) (Figura 18). Los valores de recombinacion (R)
entre los marcadores del bloque-apo y los del apo-rep, resultaron entre 15,7 y 21,0 cM, siendo

siempre significativamente inferiores a 33,3 cM (valor minimo esperado para loci ligados en
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fase de repulsién en un autotetraploide con herencia polisdmica o apareamiento al azar de
cromosomas homélogos) (Qu y Hancock 2001) (Tabla 11). En consecuencia se obtuvieron
valores negativos de r; para todos los ligamientos en repulsién en esta region genémica, Los
valores negativos de r, indican apareamiento preferencial de cromosomas durante la meiosis
(herencia disOmica).

Los marcadores e33m32f y e42m42e (que se encuentran separados del bloque-apo)
mostraron valores promedio de recombinacién de 30,7 y 31,8 con los marcadores del apo-rep.
Estos valores no difieren considerablemente del Ri esperado (33,3 cM) por lo que se puede

asumir que el apareamiento al azar de cromosomas se restablece aproximadamente a 16 cM

hacia ambos lados del apo-locus.
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18.9 —— e32m3sf*
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21.3 —+ e40m43d*

70.7 —— e39m42f*

33.8 ' ed42m42e* 104.1 - e35m40a

Pi7a P17b

Figura 18: Grupo de ligamiento donde se localiza el locus responsable de la aposporia en P. notatum. a)
grupo-apo, b) grupo apo-rep. Los grupos de ligamiento se construyeron usando el programa Mapmaker 3.0
(LOD score = 3.0-4.0, © = 0,39). El nombre de los marcadores y la distancia en cM se expresan a la
derecha y a la izquierda de cada grupo, respectivamente. Los asteriscos indican los marcadores con
segregacion distorsionada. El grupo- apo y el sector resaltado por el circulo del apo-rep estén dibujados a
una escala 4x con respecto al resto del grupo apo-rep. #: marcadores que mapean en el mismo sitio.
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Tabla 11: Marcadores ligados en fase de repulsién correspondientes al grupo-apo y apo-rep en el
genotipo Q4117. Se utilizaron los datos de los 38 Joci paternos que mostraron relaciones de

segregacion distorsionada.

Pares de marcadores Theta LOD oM r"
ligados
apo-locus’ - e37Tm41b 0,15 12,78 15,82 -0,525
apo-locus® - e44m38p* 0,16 12,05 16,82 -0,494
¢33m42d — e37m41b 0,17 11,35 17,84 -0,464
e33m42d — e44m38p’ 0,18 10,68 18,86 -0,433
e41m41j - e37m41b 0,18 10,69 18,38 0,448
e41m41j - e44m38p° 0,19 9,82 19,64 -0,410
€32m36d — e37m41b 0,16 12,27 16,66 -0,499
32m36d - e44m38p° 0,18 10,89 18,68 0,439
e41m44e — e37m41b 0,19 10,24 19,71 -0,408
e41md4e — e44m38p° 0,20 9,41 20,97 0,370
¢32m35f - e37m41b 0,16 12,27 16,66 -0,499
€32m35f - e44m38p’ 0,15 13,00 15,67 -0,529
€32m35a — e37m41b 0,16 12,27 16,66 -0,499
e32m35a — e44m38p* 0,18 10,89 18,68 -0,437
e40m43d — e37m41b 0,18 10,88 18,68 -0,437
e40m43d — e44m38p? 0,18 10,68 18,86 0,433
e42m42e — e37m41b 0,28 5,02 31,18 0,064
e42m42e — e44m38p* 0,29 4,61 32,48 0,025
¢33m32f - e37m41b 0,28 5,02 31,18 0,064
e33m32f — e44m38p" 0,27 5,28 30,25 0,091

a: distancia en centiMorgan, calculada segiin la funcién de Kosambi.

b: r, = (b —1) (R~ Ri) /100, siendo h = 4 y Ri = 33,30 para un autotetraploide (Qu y Hancock 2001).

¢: los mismos valores corresponden para los pares con marcadores ligados 100% al apo-focus: C1069, e32m33e,
e36m38a, e33m32c, UBC259, UBC243, e35m33p, e35m33n, e33m4lg, e33m42e, e33m33f, e33m33b,

e33m33a, e36m37c y e32m37d.
d: e44m38p y e44m38n mapean juntos, por lo tanto los valores para los pares de marcadores ligados en repulsién

con e44m38p y e44m38n son los mismos.

Parte de los resultados presentados en el item IV.5.2.1 fueron publicados en Martinez et al.
2003 y en Stein et al. 2004.
1V.5.2.2- Clonado y secuenciacion de marcadores ligados a la aposporia en P. notatum

Las bandas correspondientes a 8 marcadores completamente ligados a la aposporia
(e36m38a*, e36m37c*, e32m33e*, e33m32c*, e33md2e*, e33md2g*, €35m33n* y

e35m33p*) fueron cortadas del gel, eluidas, reamplificadas y clonadas en un vector comercial.
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Los clones fueron secuenciados mediante la contratacion del servicio de secuenciacién de la

Universidad de Maine, EEUU (los cuatro primeros) o de Macrogen Inc., Corea (los cuatro

filtimos) (Tabla 12). Con las secuencias obtenidas se realizaron estudios de comparacién de

homologia por medio de Anlisis de Blast (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), tanto

Blastn como Blatsx. Uno de los clones (e36m37¢*) mostr6 similitud con los genes gag/pol de

un retrotransposén de maiz (e-value 10"?) indicando que secuencias méviles y repetitivas

estdn presentes en la region responsable del cardcter. El resto de las secuencias obtenidas no

mostraron homologia con las secuencias almacenadas en las bases de datos.

Tabla 12: marcadores de AFLP ligados a la aposporia en Paspalum notatum 4x.

Marcador

PM

Secuencia

Andalisis de Blast'

e36m38a*

e36m37c*

e32m33e*

e33m32c*

e33m42e*

e33m42g*

80 pb

110 pb

118 pb

301 pb

230 bp

138 bp

gactgcgtac caattcacct caatagcaca taccacattc

tcaatgtgat agtcatatgc aagtttactc aggactcatc
gactgegtac caattcacca agtcagtcaa cgtgeggtit
ttectctcgg caatccegtt agacttgggt gaataagatc
agacctaagg cgtttactca ggactcaica
gactgcgtac caattcaaca atcatcaaag actatataac
ctttcaggge acaatctatc tatgiatttt gtccagecct
actgaaanca tgcttcaace tittactcan gactcatc
gactgcgtac caattcaagc aaccaatcgg acccctagtg
cattcactgg aacgtccgac gectgeattt tgeatgeggt
cgetcattet tetettetge cgettctgic tagttagtga
tccccagace gttcgatatg tgtaatatge atcggatcit
gatcttcatt tgeggeaate tttetcaccg gaccgiccen
tgtgeatcac cggattgtit ggtacgigea aaaaticgge
ttcacggcat tggtcattga tgcetigggt citctcttat
acgtittact caggactent ¢

gactgcgtac caaticaaga atcattagpg aagcatgaca
attaccttgg aaaacactaa ttgctcaggg gtggtgatgc
gcecgagagaa gtiggagaca atccgetget agggaacgta
tatcgtcggt ttattacata gaacataggt acatatttat
agtccgaaga cttggacaac aagtccgact atttctatat
ctaaaaccct actitactca ggactcatca

gatgagtcct gagtaaagtc ttaaagttgt aggiactagg
tagtatgtat atgaaatttc ataggtgtat actigegeac
tgtatgtatt catagctage gectatatac tagtactact
tgaattggta cgcagtca

s.h.

Valor-E: 2x10™ (n)
Genes gag/pol de un

retrotransposon de maiz
s.h.

s.h.

s.h.

s.h.
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Marcador PM Secuencia Andlisis de Blast"

e35m33n* 114 bp  gatgagtcct gagtaaaaga actcaccaat caagegtaat s.h.
attgatccta ttgacagccc atcactcaga geacattgcet
tgtctactaa tctetgtgaa ttggtacgea gtea

e35m33p* 199bp  gatgagtcct gagtaaaagg tcaaaacgga gegaggeagg s.h.
cagcactcga aagaaaaggt gattaaagic taataatgtc
agtggaaaga ttctaaaggt ccacatgect aatcagaage
acatcgaacc tactgtgaat gcaactgaag tccaagaaac

caagaagata cctgtagtat gtgaattget acgcagica

* marcadores con segregacion distorsionada.
a: (n) indica homologia obtenida con Blastn.
s.h.: sin homologia con secuencias conocidas.

El clon e36m37c* fue utilizado como sonda y se lo hibridé contra ADN genémico de
Q4188 y Q4117 digeridos por separado con EcoRI y HindIll (Figura 19). El patron de
hibridacién obtenido revelo bandas discretas que se distinguen sobre un fondo chorreado
caracteristico de secuencias alta/moderadamente repetitivas. Si bien el marcador fue clonado a
partir del genotipo apomictico, regiones homoélogas al marcador se encuentran también en el
genotipo sexual, como era de esperar dado que se trata de un sector repetitivo que puede estar
localizado en diferentes regiones del genoma. Asimismo, se pueden distinguir bandas
claramente polimoérficas entre ambos genotipos que podrian corresponder a la region que
gobierna el modo de reproduccion.

EcoRl1 HindlIll
PS PA PS PA

Figura 19: autorradiografia mostrando el
resultado de la hibridacion del clon
e36m37c* contra ADN de los genotipos
parentales digeridos con dos enzimas de
restriccion. PS: progenitor sexual, PA:
progenitor apomictico. Las flechas indican
las bandas polimdrficas.
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IV.5.3- Determinacién de cromosomas homélogos de Q4188 y Q4117 en base a marcadores

de tipo puente alélico

Los datos de los 60 marcadores segregantes desde ambos genotipos y que ajustaron a
una relacién de 3:1 (Aaaa x Aaaa) fueron incorporados a los archivos de datos de los alelos en
dosis simples (ADS) correspondientes a cada progenitor utilizados para construir los mapas
materno y paterno, a fin de identificar posibles grupos homoélogos. Los andlisis de ligamiento
se realizaron usando el programa Joinmap 1.4 determinandose la asociacién de 30 y 33
marcadores puentes alélicos a los grupos establecidos en Q4188 y Q4117, respectivamente.
En el progenitor sexual los 30 marcadores se distribuyeron en 17 grupos de cO-segregacion
maternos (Figura 16, marcadores subrayados). En el progenitor apomictico los 33 marcadores
se distribuyeron en 24 grupos de co-segregacién paternos (Figura 17, marcadores
subrayados). Los marcadores puente se¢ incluyeron en ambos mapas como marcadores
accesorios. Se posicionaron en los intervalos correspondientes {sin indicar las distancias
genéticas) en los grupos de ligamiento establecidos previamente por Mapmaker 3.0,
considerando a los datos de ligamiento obtenidos por Joinmap 1.4. En algunos casos el mapeo
simultdneo de los marcadores puentes en grupos de co-segregacion ligados en repulsion
confirmé estds asociaciones detectadas previamente por el andlisis de ligamientos en
repulsion (por ejemplo, Xe34m41b y Xe34m36b en Mla/Mlb, Xe42m42a en M5a/M5c,
Xe34mdla en P10a /P10b, Xe41m41b en P18a/P18b y Xe42m42a en P19a/P19b).

Veintiin marcadores puentes alélicos mapearon en grupos pertenecientes a ambos
mapas parentales permitiendo la identificacion de los cromosomas homdlogos entre los dos
genotipos. La Tabla 13 resume los resultados obtenidos. En particular el marcador X33m42b

se asoci6 al grupo-apo (P17a) en el mapa de Q4117 y al grupo Ml1a en el mapa de Q4188
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indicando que el cromosoma 11 materno seria el homélogo del genotipo sexual al cromosoma
paterno que contiene a /ocus determinate de la aposporia (P17a). Ademas, otro marcador
puente alélico que mape6 en el Mlla result6 ligado a marcadores del grupo P10b. Estos
resultados indican que posiblemente P17a/b y P10a/b sean los cuatro cromosomas homoélogos
correspondientes a un grupo de ligamiento paterno (Figura 20). Debido a que no se detectaron
marcadores que revelen una asociacién directa entre P17 y P10, esta hipétesis debe ain
comprobarse. Asimismo, los grupos de co-segregacion M13/M15, P11/P19 y P18/P22
representarian grupos homélogos a pesar de no haberse detectado ain marcadores ligados en

fase de repulsion entre ellos.

Tabla 13: Cromosomas homélogos identificados en Q4188 y Q4117.

Marcador puente alélico Cromosoma de Q4188 Cromosoma de Q4117
Xedlmdla, Xe32mddd, Xe36m38a, M3 (a/b/c) P2 (a/b)
Xe39m39a
Xe35md0e, Xe32m36b, Xe42m42a M35 (a/ble) P11 + P19 (a/b)
Xe40m43b, Xedlmdlb M6 (a/b) P18 (a/b) + P22
Xe41m36b, Xed4dm4la, Xeddm4dlce M8 + Mi18 P9 (a/b/e/d)
Xe3Smi3e M9 (a/b) P3 (a/b)
Xe40m3of MI10 P14 (a/b)
Xe33m42b, Xed4m38c M1l(a/b) P17 (a/b) + P10 (a/b)
Xe37mdle Mi2 P16
Xe32mdde, Xed42m37b, Xe34m4lc M13 + M15 (a/b) P6 (a/bc)
Xe32m35a M16 P20
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Figura 20: Cromosomas homélogos al grupo-apo detectados en Q4188 y Q4117. Las flechas verdes conectan los
marcadores tipo puente alélico que mapean simult4neamente en los grupos de los dos genotipos. En rojo se indican
los marcadores maternos, en azul los paternos y en verde los puentes alélicos. #: indica marcadores que mapean en

el mismo sitio.
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IV.5.4- Mapeo de sondas de RFLP

Los mapas de ligamiento genético basados en marcadores de AFLP, no se pueden
utilizar directamente para realizar estudios comparativos con los genomas de especies
relacionadas. El mapeo comparativo se basa en la utilizacion de marcadores que pueden
detectar loci homedlogos entre distintas especies (por ejemplo, RFLP, SSR) (Ahn et al. 1993,
Van Deynze et al. 1998). Por lo tanto, como primer paso para la realizacion de estudios
comparativos se llevaron a cabo experimentos de RFLP con sondas heterologas de arroz y
maiz a fin de identificar un conjunto de marcadores que permita anclar los grupos de
ligamiento de Paspalurﬁ y posteriormente compararlos con sus homedlogos de especies
modelo. Se seleccioné un grupo de sondas distribuidas uniformemente por el genoma de arroz
y algunas de maiz para ensayarias contra ¢l ADN genémico de ambos progenitores y detectar
aquellas que muestren polimorfismos claros para el mapeo. Algunas de la sondas
seleccionadas fueron localizadas previamente en el mapa diploide de P. notatum (Ortiz et al.
2001). Como mapa base de arroz se tomé el descripto en el RFLP Landmarker set 1 of the
Rice Genome Research Program (http://rgp.dna.affrc.go.jp/), publicado por el Ministry of
Agriculture, Forestry and Fisheries de Japén (MAFF). Se ensayaron ademés sondas del RZ
Cornell Anchor Clone Kit, (hgp://nigt_xtshade.cit.comell.edu/grobes/chromo.html ),
Universidad de Cornell, NY, EEUU. Como referencia del genoma de maiz se utiliz6 el grupo

de clones UMC Maize Core Set, (http://www.maizegdb.org/mnl/70/probe_bank html)

provisto por la Universidad de Missouri-Columbia, EEUU. La seleccion de las sondas se
realizé empleando tres enzimas de restriccion (EcoRI, HindIll y Psfl) a fin de determinar cual
era la mejor combinacién sonda/enzima para revelar polimorfismos entre los progenitores.

Los resultados de la seleccién de los clones ensayados se muestran en la Tabla 14. Sobre un
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total de 39 sondas (29 de arroz y 10 de maiz), s6lo 9 (23,7%) evidenciaron polimorfismo entre
el genotipo sexual y el apomictico (indicadas en rosa en la Tabla 14), 12 (30,8%) mostraron
un patrén monomoérfico (indicadas en negrita en la Tabla 14), 2 mostraron un patrén de
hibridacién inespecifico (indicadas en cursiva en la Tabla 14) y las 16 restantes (41,0%) no
generaron patrones claros de hibridacién probablemente debido a una baja homologia con el

genoma de Paspalum.

Tabla 14: Sondas de RFLP de arroz y maiz usadas para detectar polimorfismo entre los progenitores
(Q4188 y Q4117) de la poblacion de mapeo digeridos con tres enzimas de restriccion.

Cromosoma de Arroz Sonda’ N°
1 C122,R117 2
2 C1408, C1221, rz273, rz 567 4
3 R1677, rz630 2
4 C891, R374 2
5 R372, R1838, rz244 3
i R1440, rz753 2
8 R202, R902 2
9 C397, rz206 2
10 C1286 1
11 RI1506, C1172, C3, rz525 4
12 C1069, R642, R1709, R449, R3375 5

Cromosoma de maiz
1 umcl07 1
2 umcl06 1
5 umc147, umc72, ume372, umc382, umc90 5
6 umcl32, ume2l 2
q umc168 1

Total 39

a: En rosa se indican las sondas que evidenciaron polimorfismo entre el genotipo sexual y el apomictico, en
negrita las que mostraron un patrén monomérfico, en cursiva las que generaron patrones inespecificos y el resto
no evidencié hibridacion.

Los 9 clones que mostraron polimorfismo entre los progenitores fueron ensayados
sobre una muestra de 60-80 individuos de la F; y los datos de segregacion de los marcadores

generados se incorporaron a los archivos de datos materno y paterno segun se indica en el
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item IV.3.1. Tres clones (rz630, R642 y umc132) no pudieron ser incluidos en los andlisis de
ligamiento ya que las bandas polimorficas detectadas entre los progenitores no segregaron en
la poblacion de mapeo. Esto puede deberse a que los marcadores analizados en dichos casos
(1 materno y 3 paternos) podrian tener configuraciones de alelos en dosis triple o cuddruple
(AAAa o AAAA) en los genotipos parentales. Los otros 6 clones (rz273, rz567, R202, C1069,
R3375 y umc372) generaron en total 6 marcadores maternos, 6 paternos y 1 materno/paterno.
En la Tabla 15 se compara 1a localizacion de los marcadores generados por esta sondas en los

mapas de P. notatum 4x, P. notatum 2x , arroz y maiz.

Tabla 15: Localizacién de clones de arroz y maiz en el genoma de Paspalum notatum.

Sonda Cromosoma Cromosoma GL. GL. P.notaum 4x GL. P.notaum 4x
Arroz Maiz P.notatum 2x sexual Apomictico

Rz 273 2 5 4,5,7 MS5a -

Rz 567 2 5 - M17 P21

R202 8 - - - P14b
C1069 12 - - - Pl17a
R3375 12 - - - P14b

umc 372 - 5 - MS5a P2b

El clon C1069 perteneciente al cromosoma 12 de arroz generé un marcador de RFLP
completamente ligado a la aposporia (Figura 21), confirmando resultados anteriores que
indican que el apo-locus esta asociado a sondas que mapean en el cromosoma 12 de arroz en
P. notatum y en P. simplex (Martinez et al. 2003, Pupilli et al. 2004). Un estudio reciente de la
secuencias de cromosoma 11 y 12 de arroz revelé que el clon C1069 corresponde a una
presunta proteina de un transposén perteneciente a la sub-clase mutador (mutator) (gi:
DP000011.1). El resultado obtenido indica nuevamente.que existen secuencias moviles en la

region responsable de la aposporia en Paspalum notatum.
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Por otro lado, otra sonda de cromosoma 12, R3375, mape6 en el grupo P14b ligada al
marcador generado por la sonda R202 del cromosoma 8 de arroz. Estas sondas no generaron
marcadores maternos por 1o que no se las pudo ubicar en el mapa de Q4188.

Los clones rz5367 y umc372 pertenecientes a cromosoma 5 de maiz mapearon en dos
grupos diferentes en el genotipo apospérico de Paspalum 4x. En el genotipo sexual Q4188
s6lo se pudieron localizar 3 sondas de cromosoma 5 de maiz: rz567 fue asignada al grupo
M17 y las otras dos (rz273 y umc372) mapearon en el grupo M5a, en extremos opuestos,
coincidiendo con la posicién que ocupan en ¢l cromosoma de maiz.

Un punto interesante a destacar es que sondas del cromosoma 2 (C932 y C560) y 12
de arroz (C1069, C454) fueron asociadas a la aposporia en P. notatum (Pupilli et al 2004) y
sondas de cromosoma 5 de maiz y 2 de arroz (entre las que se encuentran umc372, rz567 y
rz273) resultaron asociadas a la aposporia en Brachiaria (Pessino et al. 1997 y 1998). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis confirmaron la asociacion del clon C1069
con la aposporia pero no se pudo detectar ligamiento al cardcter de ninguna de las sondas de
cromosoma 2 de arroz y 5 de maiz ensayadas.

Dado el bajo nimero de sondas ancladas que pudieron asignarse al genoma de
Paspalum en este trabajo, no es posible hacer inferencias sobre la estructura del genoma de
esta especie con relacion a las especies modelo. Serd necesario continuar con el andlisis y

localizar un nimero mayor de clones para obtener conclusiones en este punto.
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Figura 21: Segregacion de un marcador de RFLP en una muestra de la poblacién de mapeo. Se muestra
la autorradiografia de una membrana revelada por el método no radiactivo. E1 ADN de los progenitores
y 21 individuos F, (58-60, 62-78, 86) se digiri6 con HindIIl y se usé como sonda el clon C1069 del
cromosoma 12 de arroz. Los asteriscos indican las calles donde se sembré ADN de individuos
apomicticos. La flecha indica el fragmento polimérfico detectado en el progenitor masculino y que co-
segrega con el caracter en estudio

IV.5.5- Mapeo de transcriptos de ARNm relacionados con la aposporia

Tres clones de ¢cDNA derivados de transcriptos especificos del desarrollo de flores (1
obtenido a partir del progenitor sexual y 2 del apomictico) de Paspalum notatum (Pessino et
al. 2001) y siete (6 derivados de ovarios apomicticos y 1 de ovarios sexuales) de Brachiaria
sp. (Rodrigues et al. 2003) fueron ensayados en la poblacion de mapeo a fin de determinar su
posicién en el mapa genético de la especie (Tabla 16). Los clones de Brachiaria fueron
cedidos por la Dra. Vera Carneiro del EMBRAPA Brasilia, con la cual se llevan a cabo
trabajos en colaboracién desde hace aproximadamente 10 afios (Ortiz JPA, comunicacion

personal).
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Tabla 16: transcriptos de ARN, obtenidos por exposicion diferencial, especificos del desarrollo de
ovarios apomicticos y sexuales ensayados por RFLP.

Sonda Origen del ARNm /estadio desarrollo Homologia de secuencia
P. notatum Brachiaria sp.
Cio Apo / saco embrionario - kinesina KatD de flores de
maduro Arabidopsis thaliana
B5 Apo / inicio de - Proteina, pequefia rica en
megasporegénesis repeticiones tetratricopéptido de
gln, SGT de A.thaliana
S4 Sex / inicio de -
megaesporogénesis
5G - Apo/megaesporogénesis y
megagametogénesis
7G - Apo/megagametogénesis
18G - Apo/megagametogénesis cadena pesada de miosina de
Arabidopsis thaliana
20G - Apo/megaesporogénesis
30G - Apo/megaesporogénesis
34G - Apo/megaesporogénesis y
megagametogénesis
56G - Sex/megagametogénesis

Como una forma répida de determinar asociaciones entre posibles marcadores y el
cardcter aposporia se realizé un andlisis de segregantes en grupo (Michelmore et al. 1991)
utilizando parte de los individuos de la poblacion segregante. Para esto se construyeron in
vitro dos mezclas de ADN (sexual, GS y apomictico, GA) combinando cantidades iguales de
ADN genémico de 10 individuos F, clasificados como sexuales y apospororicos. El ADN de
los progenitores y de ambos grupos (GS y GA) fue digerido con tres enzimas de restriccion
diferentes (EcoRl, HindIll y Pstl) y se prepararon los filtros segun se detalla en materiales y
métodos. Esta estrategia permitié determinar cudl era la mejor combinacion sonda/enzima que
revela polimorfismo entre los progenitores y ademas detectar posibles ligamientos entre los
clones analizados y el cardcter aposporia en el mismo paso (si el polimorfismo detectado entre
los genotipos parentales se repitiera entre GS y GA).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 17. Respecto a los marcadores

homélogos tnicamente se pudo detectar polimorfismo entre los progenitores cuando se
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hibrid6 con los clones C10 y BS, pero ninguno de los dos marcadores fue polimorfico en el
GS o el GA. La hibridacién del clon C10 a un filtro de mapeo con ADN digerido con Hindlll
permitié la detecciéon de tres marcadores ADS (uno materno y dos paternos). Uno de los
marcadores paternos resulté ligado al grupo de ligamiento P2a en el mapa del progenitor
apomictico quedando el otro sin asociarse a ninguno de los grupos y el marcador materno
mapeo en el grupo M3c. Ambos marcadores se posicionaron en grupos de ligamiento
homélogos entre Q4117 y Q4188 (ver Tabla 13). El clon B5 generd un marcador materno y
otro paterno que mapearon en los grupos M9a y P14a, respectivamente.

De los 7 clones analizados de Brachiaria el clon 18G fue el tnico que detectd
polimorfismo entre los progenitores, aunque no entre GS y GA. El marcador se ubicé en el
grupo M6a del mapa del genotipo materno.

Estos resultados indican que si bien C10, BS y 18G corresponden a genes involucrados

en el desarrollo apomictico, no son los disparadores genéticos del caracter.

Tabla 17: Resultado de las hibridaciones de los clones de ADNc, provenientes de transcriptos de ARN
diferenciales entre genotipos sexuales y aposporicos, en la poblacién de mapeo.

Sonda Anilisis de segregantes ea grupo Mapeo
Hibridacién Hibridacién Marcadores Posicién en
Q4188 / Q4117 GS/GA ADS mapa de P.
detectados notatum 4x
C10 Polimorfica Monomorfica 3 (2 paternos y P2a
1 materno) M3c
B5 Polimoérfica Monomorfica 2 (1 paterno y Pl4a
1 materno) M9a
sS4 Monomérfica Monomorfica - -
5G Inespecifica Inespecifica - -
7G No Hibrido No Hibrido - -
18G Polimorfica Monomoérfica 1 (materno) Mé6a
20G Monomérfica Monomorfica - -
30G Monomorfica Monomorfica - -
34G Monomorfica Monomoérfica - -
56G No Hibrido No Hibrido - -
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Es importante destacar que de las 7 secuencias de Brachiaria utilizadas, 2 (7Gy 56G)
no hibridaron, 1 (5G) produjo una hibridacién inespecifica, 3 (20G, 30G y 34G) hibridaron
muy débilmente y solo una (18G) generd bandas claras. Los resultados obtenidos indican una
homologia baja entre los transcﬁptos de ARN de Brachiaria sp. y el ADN gendémico de P.
notatum. Estos patrones de hibridacion (débiles o inexistentes) no variaron incluso cuando la

temperatura de hibridacién se bajé a 50° C y se aument6 la concentracion de la sonda durante

las hibridaciones.
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V- DISCUSION

V.1- Poblacién de mapeo y segregacién de la aposporia en Paspalum notatum tetraploide

El desarrollo del mapa de ligamiento genético de Paspalum notatum a nivel tetraploide

y la caracterizacién genética y molecular de la herencia de la aposporia en la especie se

_ basaron en la generacién de una poblacién de mapeo obtenida a partir del cruzamiento entre

un genotipo sexual de origen experimental (Q4188) y uno apomictico obligado (Q4117),
conjuntamente con la generacién de marcadores de AFLP y la deteccion de alelos en dosis
simples. La disponibilidad de la planta Q4188 (tetraploide sexual) permiti6 la creacién de una
familia F; euploide (del mismo nivel de ploidia) ¢ intraespecifica de 113 individuos segregante
por el modo de reproduccién que permitié tanto la comprobacién del modelo de herencia del
cardcter aposporia propuesto para la especie asi como la identificacion de la region gendmica
responsable del caricter. La clasificacion de los individuos de acuerdo a su modo de
reproduccién por técnicas embriologicas y moleculares mostré una relaciéon de 6,5:1 de
plantas sexuales vs. apospdricas. Esta relacién de segregacién puede explicarse por el modelo
de herencia propuesto por Martinez et al. (2001). Como se menciond anteriormente, los
autores plantearon que en la especie el cardcter estaria controlado por un gen simple
dominante con distorsién de la segregacién, posiblemente debida a una ietalidad parcial

asociada a las gametas que Ilevan el/los factores determinantes de la aposporia o bien, a un
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efecto letal pleiotrépico con penetrancia incompleta de un gen mayor. Los resultados
obtenidos corroboran que un solo locus es el responsable del carécter, debido a que solo se
detecté una region del genoma asociada al fenotipo aposporico y confirmaron la fuerte
distorsion en la segregacién asociada al mismo, que se desvia significativamente de los valores
esperados para un factor dominante simple. Distorsiones de la segregacion asociada a la
apomixis han sido descriptas también en otras gramineas sugiriendo que ésta es una
caracteristica comin en varias especies (Grimanelli et al. 1998b, Roche et al. 2001).
Considerando el modelo propuesto para Paspalum, la presencia de un nimero menor
al esperado de individuos F; apospéricos en la poblacién de mapeo podria deberse a una
letalidad gamética, a una letalidad cigética o bien a una falla en alguno de los procesos de la
fecundacién. Se realizaron analisis citogenéticos y de viabilidad de los granos de polen de los
genotipos parentales a fin de estudiar el comportamiento de las gametas de los progenitores
sexual y apomictico. El analisis citogenético mostré que en los dos genotipos los cromosomas
se asocian mayoritariamente formando cuadri y bivalentes. En la raza apospdrica (Q4117) se
observaron alteraciones meidticas que podrian deberse a la presencia de un segmento
invertido en uno de los cromosomas. Este re-arreglo cromosomal puede ser una inversién
paracéntrica, localizada cercana al centrémero, ya que uno de los homélogos de un bivalente
permanece frecuentemente unido luego de la metafase I y muestra separacion retrasada. No se
detectaron evidencias de inversiones en el genmotipo sexual Q4188. Es sabido que las
inversiones pueden causar letalidad gamética y supresion del entrecruzamiento en el segmento
cromos6mico invertido (Brown 1972, Russell 1996). Los individuos heterocigoticos para una
inversion son generalmente perfectamente viables debido a que la inversién no conlleva a una
pérdida o ganancia neta de material genético. Sin embargo, la heterocigosis para una inversién

tiene importantes efectos genéticos y citolégicos (Suzuki et al. 1996). Las consecuencias
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genéticas dependen de que se den dentro de la inversién uno o mas entrecruzamientos, siendo
éstos tiltimos menos probables (Lacadena 1988). Los individuos con inversiones paracéntricas
(las que no incluyen al centrémero) forman durante la meiosis bucles de inversioén en los
cromosomas homélogos apareados. La recombinacién dentro del bucle produce la conexién
de los centrémeros homologos por medio de un puente dicéntrico y ademas, produce un
fragmento de cromosoma acéntrico (sin centromero). Asi, cuando los cromosomas intentan
separase durante la anafase I, los centromeros permanecen unidos a través de un puente de
cromatina. El fragmento acéntrico no puede migrar y por lo tanto se pierde. El puente puede
permanecer intacto hasta mucho tiempo después de la anafase I. Cuando comienza la segunda
division meidtica las cromatidas que no intervinieron en la recombinacion se separan mientras
que el puente puede permanecer unido o bien, romperse aleatoriamente generando fragmentos
incompletos del cromosoma original que dardn lugar a gametas defectuosas en cuanto al
contenido genético, que en la mayoria de los casos resuitan inviables. En cualquier caso, la
consecuencia genética para una inversion heterocigota es la recuperacion selectiva de gametas
conteniendo crométidas no recombinantes. Ademas, los heterocigotos para una inversion
suelen tener problemas mecénicos para aparearse en la region de la inversion, esto también
reduce los entrecruzamientos y la frecuencia de recombinantes en las regiones vecinas
(Suzuki et al. 1996). Sumado a esto, los estudios de viabilidad de polen indicaron que el
promedio de granos de polen no viables difiere significativamente entre los genotipos sexual
(22,6%) y apomictico (38,6%). Estos hallazgos explicarian al menos en parte la distorsion de
la segregacion observada en la transmisién de la aposporia y la existencia de un factor letal

con penetrancia incompleta asociado a las gametas que transmiten la aposporia en la especie.
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V.2- Tipo de herencia en las razas tetraploides de Paspalum notatum

El andlisis citogenético de Q4188 y Q4117 indicé que una alta proporcién de
cromosomas forman asociaciones cuadrivalentes. Esta configuracion es una fuerte indicacion
del origen autotetraploide de la especie, como fuera sugerido previamente por Forbes y
Burton (1961) y Quarin et al. (1984). Sin embargo, debido a que la proporcion de
cromosomas formando cuadrivalentes varia ampliamente (20-80 y 10-80% en Q4188 y
Q4117, respectivamente) y a la presencia frecuente de cromosomas formando asociaciones
bivalentes, no estaba del todo establecido el tipo de segregacién (disémica o tetrasomica)
presente en estas razas (Stein et al. 2004).

El an4lisis de segregacion de los marcadores moleculares evidencié la presencia de 27
loci maternos y 39 paternos con configuracion de alelos en dosis doble (ADD) que ajustaron a
una relacién de segregacion de 5:1 tipica de un autotetraploide. Varios de estos marcadores:
ajustaron simultineamente a una relacién 3:1 (Tabla 6) aunque esto podria deberse a la
imposibilidad de discriminar entre ambos tipos de segregaciones considerando el tamaiio de la
poblacion utilizada. Teniendo en cuenta estos resultados y la presencia de varios marcadores
cuya segregacién ajustd exclusivamente a una relacién 5:1 es posible afirmar que la especie
presenta una herencia de tipo polisomica (tetrasémica). Los valores de segregacion soélo
pueden explicarse considerando los 4 cromosomas como homdlogos y segregacion al azar de
los mismos en la meiosis. Es de destacar, sin embargo, que se obtuvieron también 27 ADD
cuyas relaciones de segregacién ajustaron exclusivamente a 3:1. Posiblemente, dichos
marcadores se localizan en regiones genémicas donde ocurre apareamiento preferencial de

cromosomas ya que esta relacion de segregacién corresponde exclusivamente a una herencia

disémica. Estos resultados estdn de acuerdo con la observacién de una proporcién
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relativamente alta de asociaciones de cromosomas en configuraciones bivalentes. Como los
ADD no se pueden mapear por la metodologia convencional, no se los pudo asignar a
ninguno de los grupos de ligamiento definidos en este trabajo y por lo tanto es ain
desconocido si corresponden a regiones gendmicas especificas o si se encuentran distribuidos
a lo largo del genoma. En frutilla se ha demostrado a nivel molecular a presencia de regiones
cromos6micas puntuales (PG1 y genes de resistencia a Phytophthora fragariae) con herencia
disomica (Arulsekar et al. 1981, Haymes et al. 1997). Asimismo, en un estudio reciente, a
partir de los datos de segregacién de marcadores moleculares de AFLP, se determiné que la
frutilla octoploide Fragaria x annnassa, muestra un comportamiento mei6tico mixto, con
regiones presentando herencia disdmica y otras con herencia polisémica (Lerceteau ~ Kohler
et al. 2003).

Por otro lado, el andlisis de los marcadores presentes en dosis simple (ADS) para
determinar el tipo de herencia de la especie arrojé resultados contundentes. Las relaciones
entre el nimero de pares de marcadores ADS ligados en fase de repulsién vs. acoplamiento
fueron 0,04:1 para el genotipo materno y 0,11:1 para el patemno, indicando un tipo de
herencia polisémica para ambas razas. En especies tetraploides, trabajando con poblaciones
de 75 individuos o mas, la proporcién de ligamientos que se pueden detectar en fase de
repulsiéon y acoplamiento es la misma si la especie es alotetraploide (1:1). Sin embargo, si se
trata de un autotetraploide la proporcién de ligamientos detectables en fase de repulsién es
aproximadamente un cuarto de los ligamientos en fase de acoplamiento (0-0,25:1) (Wu et al.
1992). Asimismo, los parimetros genéticos asociados (R y r2) a los pares de marcadores
ligados en fase de repulsion indicaron una segregacion al azar de los cromosomas durante la
meiosis en ambos genotipos segun lo descripto por Qu y Hancock (2001). Estudios similares

permitieron determinar el tipo de herencia presente en otras especies poliploides como ser
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Fragaria ananassa (Lerceteau-Kohler et al. 2003) y Panicum virgatum (Missaoui et al.
2005).

Resumiendo, los resultados obtenidos por las diferentes metodologias (presencia de
cuadrivalentes, marcadores ADD con segregacion 5:1 e indices entre 0-0,25:1 para
ligamientos en repulsién) indican que las razas tetraploides de Paspalum notatum presentan
en general una herencia tetrasomica, pero que existen sectores del genoma con herencia
disomica. Los resultados conﬁnnan el origen autopoliploide de la especie como fuera
anticipado por Forbes y Burton (1961) e indican que las razas poliploides estan sufriendo un
proceso gradual de diploidizacion.

La presencia frecuente de cromosomas formando asociaciones bivalentes se explicaria
considerando que ocasionalmente los homoélogos en los autopoliploides pueden por azar
asociarse formando bivalentes en vez de multivalentes. Estudios citogenéticos realizados en
Vaccinium corymbosum demostraron que si bien la especie mostraba un alto nimero de
cromosomas en configuracion de bivalentes, cuando se estudié el tipo de herencia usando
marcadores moleculares ésta resulté ser de tipo polisémica (los bivalentes se formaban al azar
en cada evento de meiosis) (Qu y Hancock 1998). Esto llevé a los autores a plantear que la
mera presencia de cromosomas formando una u otra configuracion (bivalentes o
multivalentes) durante la meiosis no pueda considerarse en si como un indicador confiable de

que las especies de origen alopoliploide presenten siempre herencia disémica y las

autopoliploides herencia polisémica.
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V.3- Mapas de ligamiento genético de razas tetraploides de Paspalum notatum

La construccion de mapas de ligamiento genético de especies poliploides es bastante
maés compleja que la de especies diploides: se necesitan métodos estadisticos mas elaborados
y poblaciones segregantes de gran nuimero de individuos a fin de obtener estimaciones de
distancias confiables. Ademds, en general la constitucién genémica de las especies poliploides
es desconocida. En las especies alopoliploides los cromosomas homologos se aparean
especificamente durante la meiosis, por lo tanto la genética de estas especies es similar a la de
los diploides, excepto por los multiples genomas. En las especies autopoliploides los
cromosomas de un mismo grupo de homoélogos se aparean al azar durante la meiosis, por lo
que ademés de presentar un nimero mayor de combinaciones alélicas posibles, el problema
en la construccion de los mapas genéticos es doble: los loci se deben ordenar a lo largo de
cada uno de los cromosomas y luego los cromosomas se deben asignar a los diferentes grupos
de homélogos (Ripol et al. 1999).

La estrategia para la construccion del mapa genético de razas tetraploides de Paspalum
notatum se basé en la utilizacién de una poblacién de mapeo segregante por el modo de
reproduccion derivada de genotipos altamente heterocigotas y de marcadores moleculares de
AFLP segregantes como alelos en dosis simple. Este tipo de poblacion se considera como una
seudo-retrocruza (pseudo-testcross) de doble entrada, ya que cada genotipo parental se
comporta como “tester” (control) del otro y viceversa, a pesar de que la configuracion de los
genotipos sea desconocida (Ritter et al. 1990, Grattapaglia y Sederoff 1994). La utilizacion
como progenitores de la poblacién de 2 individuos tetraploides con distinto modo de
reproduccién detivados de poblaciones naturales y de diferente origen, permitié contar con un

alto grado de polimorfismo en ambos progenitores, lo cual facilit6 la obtencion de marcadores
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moleculares informativos y de un niimero suficiente de alelos en dosis simples como para
cubrir una buena proporcién de ambos genomas (materno y paterno). Se desarrollaron 2
mapas genéticos independientes (mapa materno y paterno) a partir de la informacioén de
segregacion derivada de ambos progenitores (meiosis femenina y masculina).

El analisis de ligamiento de los marcadores de AFLP result6 en la deteccion de 26 y
39 grupos de ligamiento en fase de acoplamiento (grupos de co-segregacion) en los mapas
materno y paterno, respectivamente, de los 40 grupos teéricos esperados (2n = 4x = 40), para
la especie. Esto se debe a que a pesar de que ambos genomas fueron cubiertos en una alta
proporcion (87% y 83,5%), el mapeo no fue ain lo suficientemente denso como para detectar
todos los cromosomas. Una indicacién de esto es el niimero de marcadores que permanecio
sin asociarse a ninguno de los grupos de ligamiento formados en ambos casos, sugiriendo que
los mismos estarian localizados en regiones del genoma que atin no han sido cubiertas.

La distribucién de los marcadores distorsionados fue diferente en los dos genotipos. Si
bien en ambos mapas varios marcadores (10 en el materno y 8 en el paterno) se distribuyeron
en diferentes grupos, en el mapa paterno 29 de los 38 loci distorsionados mapearon juntos en
el grupo P17 (25 en el P17a y 4 en el P17b), resultando el P17a el grupo donde se localiz6 el
locus responsable de la aposporia en Q4117 (grupo- apo). Esta alta concentracion de
marcadores con segregacion distorsionada en la region donde se encuentra el apo-locus
confirma la distorsion en la transmisién del cardcter observada en la progenie Fi.

El andlisis de marcadores en fase de repulsién permitié el establecimiento de los
grupos de homoélogos en ambos mapas. En el genotipo sexual se formaron 7 grupos de
ligamiento con al menos 2 grupos homélogos, quedando 12 grupos sin asociarse. En el
genotipo apomictico se obtuvieron 12 grupos de ligamiento con al menos 2 grupos de co-

segregacion, permaneciendo 14 sin asociarse. Si bien el nimero esperado de grupos de
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homélogos es 10 (x = 10) y dentro de cada grupo se deberfan encontrar hasta un maximo de 4
homélogos, s6lo se pudieron identificar grupos constituidos por 2y 3 grupos de co-
segregacion e incluso en algunos casos solo se detecté un marcador unido en fase de repulsién
que indicaria el grupo homoélogo (Mib, M9, M11b, P9d, P15c y P19b). Posiblemente, a
medida que la densidad de marcadores se incremente, estos marcadores libres se asociaran a
sus grupos de co-segregaciéon correspondientes permitiendo completar los 10 juegos de 4
cromosomas homélogos esperados.

Como se menciond anteriormente, la eficiencia de la deteccion de marcadores ligados
en fase de repulsién en especies autopoliploides es muy baja comparada con los ligamientos
en fase de acoplamiento (Wu et al. 1992). Esto se debe a que las progenies recombinantes
para un par de alelos ligados en fase de repulsion pueden provenir de la segregacion al azar de
los cromosomas durante la meiosis o bien por entrecruzamiento de los cromosomas que llevan
los loci considerados. De esta manera, los ligamientos en repulsion no pueden ubicarse
directamente en un mapa. Como criterio general Qu y Hancock (2001) propusieron que para
la localizacion de estos loci (marcadores) se deben cumplir tres condiciones: i) cada par de
marcadores se debe analizar independientemente, ii) el grado de apareamiento preferencial de
la especie debe conocerse {en el caso de Paspalum es desconocido) y iii) la distancia genética
se debe expresar en r; (% de recombinacion debida exclusivamente al entrecruzamiento) y no
en R (distancia total observada). De acuerdo a estos antecedentes, los grupos de co-
segregacion asociados en grupos de homologos no fueron integrados en un tnico grupo de
ligamiento ya que esto podria modificar las distancias relativas entre marcadores establecidas

con los alelos en dosis simples y por lo tanto distorsionar la estructura de los grupos obtenidos

(Qu y Hancock 2001).
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Los mapas del genotipo sexual y el apomictico muestran una clara diferencia en
cuanto al nimero de grupos detectados, largo del genoma y a la distribucién de los
marcadores en los mismos. Si bien el mimero de marcadores mapeados en el genotipo
materno es mayor que en el paterno (233 vs. 183), su distribucién comprende en un nimero
menor de grupos de co-segregacion (26 vs. 39). Ademas, dentro de cada grupo matemo se
pudieron detectar regiones internas con una alta densidad de marcadores y otras con
marcadores distanciados. Este tipo de pairén de distribucién de marcadores dentro de cada
grupo es caracteristico de regiones centroméricas (donde la recombinacion esta restringida) y
brazos cromosomales (donde se observa una alta frecuencia de quiasmas), respectivamente.
Por el contrario, en ¢l mapa del genotipo Q4117, los 39 grupos obtenidos no mostraron el
patrén mencionado, sino que los grupos presentaron una distribucién mas uniforme de
marcadores. Una de las posibles hipétesis que pueden explicar las diferencias en el niimero de
grupos de co-segregacion detectados en los dos mapas es el origen de cada uno de los
individuos parentales. Por un lado la planta Q4188 proviene de un cruzamiento entre Q3664 x
Q3853. Q3664 es un individuo tetraploide facultativo hibrido, derivado de un tetraploide
inducido por colchicina (obtenido por duplicacién de cromosomas de un diploide natural) y
un apomictico obligado. Debido a que este individuo de origen experimental (Q4188) es de
constitucién poliploide reciente, es probable que la mayoria de los cromosomas no se hayan
diferenciado y se asocien al azar formando cuadrivalentes. Este tipo de configuracion
disminuye la eficiencia para detectar tanto grupos de co-segregacion en acoplamiento como
ligamientos en repulsién. Por el contrario, el genotipo Q4117 es un tetraploide natural cuyo
origen puede remontarse a innumerables generaciones y por lo tanto podria estar en proceso
de diploidizacién (es decir que pares de cromosomas se apareen entre si mas frecuentemente

que con el resto del grupo homologo) dando posibilidad a la deteccién de un mayor numero
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de grupos de co-segregacién. Una evidencia de esto serian los resultados obtenidos en el
grupo-apo (ver mas adelante).

El largo del genoma de los mapas femenino y masculino (1.590,6 cM y 2.265,7 cM,
respectivamente) correspondiente a la suma de los grupos de co-segregacion fue diferente.
Asimismo, el largo total del genoma estimado para el genotipo apomictico (2.707,6 cM)
resulté bastante mayor que para el genotipo sexual (1.815 ¢M), indicando que la frecuencia de
recombinacion seria mayor en las gametas masculinas. Esta diferencia también podria deberse
a los origenes de ambos genotipos citados anteriormente. Esto asimismo quedaria evidenciado
por el alto nimero de marcadores ligados con bajos valores de recombinacién que presentan
los grupos maternos, evidenciando la presencia de regiones saturadas de marcadores que
podrian asociarse con regiones centroméricas y/o regiones con baja recombinacion. En
Fragaria, Lecrceteua-Kéhler et al. (2003) obtuvieron una diferencia semejante entre el largo
del genoma femenino y masculino y sugirieron que dicha diferencia podria estar reflejando un
hecho biolégico, considerando que lo mismo se reporto en otras especies [por ejemplo tomate
(de Vicente y Tanksley 1991) y cebada (Graner et al. 1991)]. Ademas, los autores discuten
que una frecuencia de recombinacién mayor fue detectada en las gametas masculinas de
varias especies, como Pinus (Plomion y O'Maley 1996, Lerceteau et al. 2000) y Maniholt
esculenta (Fregene et al. 1997).

La incorporacién de los marcadores tipo puente alélico a ambos mapas permitio la
identificacién de cromosomas homélogos entre los genotipos materno y paterno. Uno de los
grupos detectados comprende al homologo materno del grupo-apo. En general no se observé
una similitud en el largo o densidad de marcadores entre los grupos homélogos identificados
en ambos genotipos. El andlisis de ligamiento para determinar la localizacién de dichos

marcadores se realizé usando el programa Joinmap 1.4 (Stam 1993). En una primera etapa se
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realizé un analisis de a pares y aquellos marcadores puente que mostraron asociacion con los
loci posicionados en los grupos de co-segregacion establecidos previamente por Mapmaker
3.0 (Lander et al.1997) fueron ubicados dentro de cada grupo incluyendo la totalidad de los
marcadores (1:1 + 3:1) de cada grupo. En general los grupos obtenidos por Joinmapl .4 fueron
més cortos que los construidos por Mapmaker 3.0. Esto puede deberse a que si bien ambos
programas usan la funcién de Kosambi para la transformacién de los valores de
recombinacién (r) en unidades de mapeo (cM), el método empleado por Mapmaker para
calcular distancias (méxima verosimilitud mutilocus) asume ausencia de interferencia por
entrecruzamiento mientras que JoinMap considera esta posibilidad. La interferencia se refiere
a la imposibilidad de que dado un entrecruzamiento en un determinado punto del cromosoma,
se produzca otro en un punto adyacente cercano, debido al impedimento fisico de
entrecruzamiento de las cromatidas. Se estima que entre 10-15 cM a ambos lados del lugar de
un entrecruzamiento es muy improbable que se ocurra otro en la misma meiosis (Kearsy and
Pooni 1996). De esta manera, en presencia de interferencia Joinmap genera grupos de
ligamiento mas cortos [con menos puntos (%) de recombinacion] (Stam 1993). Resultados
similares mostrando diferencias entre el largo de los mapas obtenidos por ambos programas
de mapeo fueron obtenidos en cebada (Qi et al. 1996) y en Cryptomeria japonica (Tani et al.

2003).

El contenido de ADN gendémico en P. notatum var. suarae (diploide) fue estimado en
aproximadamente 0,57 pg/C 0 5,2 x 10% pb (Jarret et al. 1995). Considerando estos valores y
que la especie es un autopoliploide, el contenido total de ADN de las gametas en las razas
tetraploides seriade 1,14 pgo 1 x 10° pb. Esto representa un contenido de ADN intermedio si
se lo compara con el de otras gramineas como por e¢jemplo arroz (4,4 x 10® pb) y maiz (3 x

10° pb), aunque resulta bajo en comparacién con otros poliploides como cebada (5,4 x Ingb)
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o trigo (1,6 x 10" pb) (Arumuganathan y Earle 1991, Moore 2000). Dividiendo el total de
pares de bases en la gameta por el namero de cromosomas en las mismas (20), se obtiene que
el tamafio promedio de cada cromosoma de Paspalum rotatum es 50 Mpb aproximadamente.
Asimismo, el total de pares de bases en el genoma tetraploide resuita en 2 x 10° pb (5,2 x 108
pb x 4). Considerando el largo del genoma estimado para Q4117 y Q41 88, 1 cM equivaldria a
738 kpb (2 x 10°pb / 2.707,6 cM) y 1100 kbp (2 x 10°pb / 1.815 cM), respectivamente. Estos
valores estan dentro del rango de tamafio conocido para plantas superiores de alrededor de
750 kbp/cM (Lincoln et al. 1993). Sin embargo, todas estas consideraciones tal vez no sean
del todo exactas, ya que estamos considerando una aditividad completa en la cantidad de
ADN genémico al pasar del nivel diploide al tetraploide. En trigo Ozkan et al. (2003)
observaron una reduccién considerable del tamafio del genoma haploide luego de la
poliploidizacion.

La utilizacion de sondas heterélogas de arroz y maiz para generar marcadores de
RFLP indic6 una baja homologia entre los genomas de Paspalum y estas gramineas y sélo
unos pocos marcadores pudieron ser mapeados. Sera necesario incorporar un NUMeEro mayor
de marcadores de RFLP anclados (Van-Deynze et al. 1998) para poder realizar estudios mas
profundos de mapeo comparativo. Sin embargo, varias de las sondas utilizadas fueron clones
que habian resultado asociados a la aposporia en especies relacionadas. Sé6lo uno, el ﬁlon
C1069 correspondiente al cromosoma 12 de arroz, se pudo detectar ligado al grupo-apo,
corroborando resultados previos (Martinez et al. 2003). Estudios recientes de mapeo
comparativo entre tres especies de Paspalum (P. simplex, P. malacophyllum y P. notatum)
indicaron que clones de los cromosomas 2 y 12 de arroz resultaron ligados a la aposporia en
P. notatum (Pupilli et al 2004). Los autores postularon que habria sucedido una translocacion

entre los cromosomas de P. notatum homeol6gos al 2 y 12 de arroz que generé un cromosoma
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hibrido. Es de destacar que clones del cromosoma 2 de arroz resultaron asimismo asociados a
la aposporia en Brachiaria sp (Pessino et al. 1998). A pesar de que se detect sintenia entre
las regiones especificas de la aposporia y clones del cromosoma 5 de maiz y 2 de arroz en
Brachiaria brizantha (Pessino et al. 1997 y 1998), clones del cromosoma 12 de arroz en
Pasplaum simplex (Pupilli et al. 2001 y 2004) y clones del cromosoma D de sorgo en
Cenchrus ciliare (Burrow et al. 2001), las regiones sinténicas en el circulo de las gramineas
(Gale y Devos 1998) son incongruentes. Ozias —Akins et al. (2003) discuten que estos
resultados podrian explicarse considerando el origen polifilético de la apomixis aposporica en
la tribu.

Los mapas obtenidos en este trabajo de Tesis pueden considerarse los primeros mapas
de ligamiento genético disponibles para las razas tetraploides de Paspalum notatum. Los
mismos pueden usarse como marco genético para estudios basicos y aplicados en la especie y
como base para la construccién de mapas mas saturados. La disponibilidad de los mismos
facilitara el anclado de marcadores de RFLP y SSR que son apropiados para realizar estudios
comparativos y de deteccion de QTLs asociados a caracteres de interés agronémico.
Asimismo, proveen la base para el desarrollo de Iﬁapas funcionales a partir de la localizacién
de marcadores de secuencias expresadas (EST-SSR) (Kantety et al. 2002) que han sido
identificados en otras especies de gramineas relacionadas asi como de diversos genes de
funcién conocida provenientes de estudios de cDNA-AFLP y/o exposicién diferencial. El
seguimiento de genes candidatos responsables de QTLs y caracteres simples a pivel molecular
permitira la incorporacion de los mismos a genotipos con buenas caracteristicas agrondémicas
para que puedan convertirse en cultivares mejorados de la especie. Esto sumado a la
posibilidad de monitorear la herencia del caricter apomixis por medio de marcadores

moleculares, posibilitara el establecimiento de nuevas estrategias de mejoramiento. Parte de
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los resultados obtenidos en esta drea estdn actualmente siendo empleados en el Instituto de
Botznica del Nordeste (IBONE) Corrientes, como herramientas moleculares para la asistencia

al mejoramiento de esta y otras especies del género.

V.4- Caracterizacién del grupo de ligamiento donde se localiza ¢l locus responsable de 1a

aposporia

El mapa de ligamiento del genotipo Q4117 de Paspalum notatum desarrollado en el
presente trabajo de Tesis junto con los de Cenchrus ciliaris (Burrow et al. 2001) y Panicum
maximum (Ebina et al. 2005) son los primeros antecedentes de mapas de gramineas
apospoéricas. En los tres casos se identificé un tnico grupo de ligamiento donde se localizé el
locus responsable del caricter. En Poa pratensis, otra graminea aposporica, se informé la
construccion de dos mapas de ligamiento de genotipos sexuales y apospéricos de la especie
pero no se identific6 el grupo donde se localizan los factores responsables de la aposporia ya
que la poblacién de mapeo no fue clasificada por el modo de reproduccion (Porceddu et al.
2002).

El grupo d€ ligamiento donde se localiza ¢l apo-locus en Paspalum notatum cuenta
con 25 marcadores que se distribuyen sobre unos 34 cM. Todos los marcadores incluidos en
el grupo-apo mostraron segregacién distorsionada. Un subgrupo de ellos define una region
cromosémica de 8,2 ¢cM constituida por 15 loci completamente ligados al apo-locus y otros 7
con valores de recombinacién menores a 3 ¢cM (bloque de ligamiento-apo). El grupo cuenta
ademas con dos marcadores localizados a 16 ¢cM hacia ambos lados del apo-/ocus donde la

recombinacién genética pareceria normalizarse. Una fuerte supresién de la recombinacion en
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la region genémica que incluye al control de la aposporia ya habia sido detectada en
Paspalum notatum en un irabajo previc (Martinez et al. 2003). Utilizando una poblacién
derivada de los mismos genotipos y por medio de la técnica de segregantes en grupo se
identificé un grupo de marcadores moleculares ligados 100% al caracter (incluidos los dos
marcadores de RAPD usados para la clasificacién de las plantas en este trabajo de Tesis)
(Martinez et al. 2003). E! mismo fenémeno también fue descripto en otras gramineas
apomicticas. En Pennisetum squamulatum, Ozias-Akins et al. (1998) trabajando con una
poblacion de 397 hibridos provenientes de un cruzamiento interespecifico, detectaron 12
marcadores moleculares de PCR completamente ligados a la aposporia. La hibridacion de
estos marcadores determiné que el apo-locus se localizaba en una region parcialmente
hemicigota que se denominé “regidén genémica especifica de la aposporia” (ASGR). Estudios
recientes de hibridacién in situ con sondas fluorescentes confirmaron la hemicigocis de la
ASGR y demostraron que el cromosoma donde se localiza se aparea con un homélogo, pero
la zona de la ASGR se mantiene asinéptica, indicando ausencia de recombinacién (Goel et al.
2003, Akiyama et al. 2004). Varios de los marcadores detectados en P. squamulatum fueron
luego ensayados en Cenchrus ciliaris (Roche et al. 1999) donde mantuvieron su asociacion
con el carécter. Por otro lado, en Brachiaria brizantha (Pessino et al. 1998}, Cenchrus ciliaris
(Gustine et al. 1997 y Jessup et al. 2002), Paspalum simplex (Pupilli et al. 2001, Labombarda
et al. 2002) y Panicum maximum (Ebina et al. 2005) se determiné la presencia tanto de
marcadores moleculares completamente ligados a la aposporia como de otros recombinantes
cercanos. En todos los casos, al igual que en Paspalum notatum, se trabajé con poblaciones
provenientes de cruzamientos euploides, sosteniendo la idea que solo se pueden detectar
recombinantes cercanos al apo-locus en cruzamientos de este tipo, sobre todo si son

intraespecificos (Jessup et al. 2002). Asimismo, en cuanto a la diplosporia en gramineas, en
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Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al. 1998a) trabajando con poblaciones interespecificas
entre maiz y Tripsacum tetraploide determinaron que la diplosporia y un grupo de marcadores
de RFLP correspondientes al cromosoma 6 de maiz segregaban frecuentemente ligados.

El analisis de marcadores ligados en fase de repulsion detecté apareamiento
preferencial de cromosomas (herencia disémica) en el grupo-apo de Paspalum notatum. Este
hallazgo indica que las adyacencias al apo-locus tendrian una mayor homologia con un
segmento localizado s6lo en uno de los otros 3 cromosomas homoélogos del grupo. Esta
caracteristica también puede explicar la deteccién de varios marcadores con muy bajo
porcentaje de recombinacion alrededor del apo-locus en una especie autotetraploide (Stein et
al. 2004). Resultados similares fueron publicados para buffelgrass (Cenchrus ciliaris) donde
se identificé un cromosoma homélogo al que contiene al apo-locus y dos homeolégos (Jessup
et al. 2002). La determinacion del tipo de herencia disémica de la apomixis en estas especies
sugiere que los genes que controlan el caracter tienen origen diploide o bien que la region
genémica involucrada estd en proceso de diploidizacion. Ademas, tiene implicancias directas
en los programas de mejoramiento debido a que se necesitan poblaciones de menor tamaiio
para producir los genotipos deseados (Jessup et al. 2002). Estudios recientes de hibridacion in
situ con sondas fluorescentes homélogas y heterdlogas (de P. squamulatum) fortalecieron
estos resultados mostrando que el cromosoma que contiene a la region especifica de la
aposporia en Cenchrus se puede aparear con un homélogo y sufrir recombinacién, al menos
por fuera de la ASGR (Akiyama et al. 2005). Sin embargo, andlisis de segregacion de
marcadores moleculares indicaron herencia tetrasémica para la apomixis en Paspalum
simplex (Pupilli et al. 1997) e hibridos de maiz- fripsacum (Grimanelli et al. 1998a) y se
postulé un modelo de herencia tetrasémica con un factor letal gamético asociado al caracter

en Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al. 1998).
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En Q4117 el apo-locus muestra una fuerte supresion de la recombinacion con 15 loci
100% ligados entre si obtenidos al azar (no se tiene en cuenta el marcador de RFLP). Para
calcular el namero aproximado de pares de bases comprendido en el apo-locus, se procedi6 de
la siguiente manera: i) se consideré que los marcadores obtenidos eﬁ el mapa de Q4117
amplificaron a partir de secuencias al azar uniformemente distribuidas en el genoma, ii) se
calculé el nimero de pares de bases por marcador en el genomio = 2,84 x 10° pb [(5,2 x 10®
pb / 183 marcadores)], iii) se multiplicé el nimero de pares de bases/marc. por el nimero de
marcadores obtenidos al azar en el apo-locus (2,84 x 10 pb/marc. x 15 loci). Asi, el largo
estimado de la regién cromosémica responsable de la aposporia Paspalum notatum resulté en
43 Mpb aproximadamente. En P. squamulatum, en base a los experimentos de mapeo fisico
de alta resolucién por hibridacién in situ con sondas fluorescentes (FISH), se estimé que el
largo de la ASGR es de 50 Mpb, equivalente a medio brazo cromosomal aproximadamente en
dicha especie (Akiyama et al. 2004). Estos resultados obtenidos para Paspalum notatum 'y
Pennisetum squamulantum permiten anticipar complicaciones a la hora de intentar el
aislamiento de los genes responsables por clonado posicional, ya que marcadores fuertemente
ligados al carécter por recombinacién podrian encontrarse separados por distancias fisicas
considerables.

La ausencia de recombinaci6n asociada al locus de la apomixis, como se menciond
anteriormente, podria estar asociada a una estrategia para evitar la dispersién de varios
factores que necesitan co-segregar estrictamente para determinar este tipo de reproduccién.
Asi, 1a existencia de una regién de baja recombinacion puede enmascarar la presencia de
varios genes que gobiernan al cardcter, haciéndolos aparecer y funcionar como una sola
unidad genética. Savidan (2000) propuso la existencia de un “linkat” como hipétesis para

explicar la supresién de recombinacién en el Jocus de la apomixis. Demarly (1979) defini6 a
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un “linkat” como un segmento cromosémico en el que un grupo de genes que contribuyen a
una funcién comin se mantiene fuertemente ligado. Existen descriptos varios casos de loci
complejos en la naturaleza conteniendo genes co-adaptados, como ser el loci S de
autoincompatibilidad en Brassica, el locus de “tipo de apareamiento” en Chlamydomonas y el
locus del complejo mayor de histocompatibilidad en humanos (revisado en Grossniklaus et al.
2001). Una caracterizaciéon molecular detallada de este segmento cromosémico revelara en el
futuro la variedad y el niimero de genes involucrados. Dado que varios elementos diferencian
a la apomixis de la sexualidad (apomeiosis; partenogénesis y a veces desarrollo auténomo del
endosperma) la cuestién de si la apomixis es consecuencia de la expresion de un solo gen
maestro o de un grupo de factores ligados coadaptados es uno de los problemas a resolver en
el futuro cercano (Grimanelli et al. 1998a).

La supresion de la recombinacion podria deberse a diferentes factores como ser: la
presencia de una inversién, una localizacién centromérica o telomérica de la region y/o una
invasién de retrotransposones y secuencias repetitivas.

Como se mencioné anteriormente, la inversién es en si un mecanismo supresor de la
recombinacién, bien porque impide el entrecruzamiento por causas meramente citologicas o
bien porque en el supuesto de que se dé uno solo en la zona de la inversion, los tnicos
gametos viables son los que presentan las ordenaciones normal e invertida, pero sin
recombinacién entre loci. Por ello, cuando se produce una inversién los loci incluidos en la
misma tienen una fuerte tendencia a mantenerse ligados sobre el cromosoma y a trasmitirse
como una unidad hereditaria (Lacadena 1988).

La supresion de la recombinacion puede deberse tambiéﬁ a una localizacion
centromérica o telomérica del segmento cromosdmico involucrado. Es sabido que la

recombinacién estd reducida en estas regiones de heterocromatina del genoma (Wu y
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Tanskley 1993). Por experimentos de mapeo comparativo con maiz y arroz se determiné que
en Brachiaria y en Paspalum simplex el apo-locus tendria una localizacién telomérica
considerando la sintenia detectada entre marcadores asociados a la aposporia y clones de
RFLP correspondientes a las regiones distales del brazo corto del cromosoma 5 de maiz y del
brazo largo del cromosoma 12 de arroz, respectivamente (Pessino et al. 1997, Pupilli et al.
2001). En Paspalum notatum el clon C1069, correspondiente al brazo largo del cromosoma
12 de arroz resultd ligado complétamente a la aposporia (Martinez et al. 2003, Pupilli et al.
2004, esta Tesis). El andlisis de secuencia del clon C1069 mostré homologia con una proteina
perteneciente a transposones de la clase mutador.

Ocho de los marcadores de AFLP ligados a la aposporia en Paspalum notatum fueron
clonados y secuenciados. En primer lugar los datos de secuencia de cada uno de estos
marcadores podran utilizarse para el disefio de oligonucledticos de manera de amplificar
marcadores alelo especificos y detectarlos facilmente en geles de agarosa (SCARS). Estos
marcadores serviran para una identificacion temprana de las plantas apomicticas y sexuales y
podrén ser utilizados en el futuro para la identificacion de clones a partir de genotecas de
cDNA y/o. de BACs de la especie y/o de especies relacionadas. Uno de los marcadores
(e36m37c*) mostré6 homologia (Valor-E: 2 x 10"%) con secuencias de genes de un
retrotransposon de maiz. Los siete restantes no evidenciaron similitud con genes presentes en
las bases de datos. En Pennisetum squamulatum los 12 marcadores de RAPD detectados
completamente ligados a la aposporia fueron clonados, transformados en SCARs e hibridados
sobre ADN gen6mico resultando 6 marcadores de alto y 6 de bajo numero de copias (Ozias
Akins et al. 1998). Los mismos fueron utilizados para aislar clones en BAC de una genoteca
de la especie (Roche et al. 2002). Los clones en BAC fueron caracterizados (“fingerprinted”)

y analizados por hibridacién. Los que hibridaron con marcadores ligados a la ASGR se
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utilizaron como sondas para realizar experimentos de FISH sobre cromosomas mitdticos de
genotipos apomicticos de Pennisetum (6x) y Cenchrus (4x) (Goel et al. 2003). Todos los
clones hibridaron‘ sobre un Unico cromosoma en ambos casos, pero en posiciones
cromosomales diferentes resultando cercanas al telémero en Pennisetum y proximas al
centromero en Cenchrus, demostrando ademés que la regién es hemicigota. Posteriormente,
se realizaron experimentos de FISH de alta resolucién sobre complementos en paquiteno que
permitieron posicionar los clones de bajo y alto numero de copias en ambas especies
(Akiyama et al. 2004 y 2005). Los resultados revelaron que la regién cromosdmal hemicigota
estudiada contenia dos bloques de clones repetitivos que rodeaban a los de secuencia Unica.
Los clones de BAC de alto ntmero de copia fueron secuenciados mostrando homologia con
genes de retrotransposones de la familia Opie-2 pertenecientes a maiz y a secuencias de los
genes gag-pol de retrotransposones centroméricos de maiz (Akiyama et al. 2004 y 2005).
Resultados similares se obtuvieron en Paspalum simplex, donde luego de secuenciar clones de
BAC (detectados usando marcadores de SCAR ligados a la aposporia) de una genoteca de la
especie se determiné la presencia en dichos clones de secuencias con homologia a elementos
transponibies (Pupilli et al. 2004).

Todos estos estudios demuestran que la presencia de elementos méviles y secuencias
repetitivas en la regién gendmica involucrada con la aposporia es un rasgo comin en las
diferentes especies de gramineas. Los retrotransposones son un componenic principal de la
mayoria de los genomas eucariotas, representando entre el 50-80% en los genomas de algunas
gramineas. Afectan la estructura del genoma por insercion o escisién en diferentes loci,
proliferando durante estos procesos hasta .alca.nzar un alto nimero de copias. La actividad de
los mismos est4 sujeta a regulacién epigenética durante el desarrollo (metilacion de citocinas)

y posterior silenciamiento (Kashkush et al. 2003). Su actividad puede afectar a genes vecinos
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como se evidencié en maiz para las inserciones de Spm y Mu en los loci a 'y hef106,
respectivamente (Masson et al. 1987, Martienssen et al. 1990) y en trigo (Kashkush et al.
2003). Por lo general se distribuyen en clusters, anidados en regiones intergénicas,
heterocromaticas, pero también se pueden encontrar cercanos a genes. Su acumulacion puede
hasta iniciar la formacién de heterocromatina (Steinemann y Steinemann 1997). Son agentes
causantes de reordenamientos estructurales, tanto inversiones como translocaciones
(Lacadena 1988). Son transcripcionalmente inactivos pero pueden activarse bajo determinado
estrés afectando 1a expresion de genes vecinos (Kashkush et al. 2003).

Estudios en trigo permitieron a Kashkush et al. (2003) postular un mecanismo de
regulacion de la expresion de genes basado en la actividad transcripcional de
retrotransposones. Los autores demdst:aron que en trigos anfiploides recientemente
sintetizados se producia un namero elevado de transcriptos de wuna familia de
retrotransposones. Algunos de‘ estos transcriptos eran quiméricos conteniendo secuencias en
orientacion sentido o antisentido de genes adjacentes que codificaban para proteinas; cuya
expresion se silenciaba o activaba. Ozias —Akins et al. (2003) plantean que la ASGR en
Pennisetum podria estar evolucionando de manera similar los cromosomas Y y B (ambos
acumulan secuencias repetitivas y estdn aislados de recombinacién). En humanos se ha
descripto la presencia de transcriptos no codificantes provenientes de regiones del cromosoma
Y, cuya funcién estaria asociada a mecanismos de silenciamiento mediados por RNA. El
silenciamiento genético posiblemente evolucion6 como una respuesta a invasién viral o por
transposones. Considerando los mecanismos de silenciamiento génico post trasncripcional y
los de interferencia de ARN, los autores especulan que ARNSs no codificantes de la ASGR

junto con genes codificantes para proteinas, podrian actuar como factores en frans
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responsables de la dominancia, plasticidad y penetrancia incompleta de la apomixis en la
mayoria de los sistemas (revisado por Ozias-Akins et al. 2003).
Sélo tres de los 10 clones de ADNc provenientes de trascriptos polimérficos, obtenidos

por exposicién diferencial, entre genotipos sexuales y apomicticos de P. notatum y B.

brizantha se pudieron localizar en los mapas de ligamiento de razas tetraploides de Paspalum.

Ninguno de los genes ensayados result6 asociado al grupo-apo por recombinacion, por lo cual

si bien pertenecerian a la cascada de genes que se activan especificamente en este tipo de
reproduccion su localizacion en el genoma seria independiente del modo de reproduccion. Un
punto interesante a considerar es que tanto C10 como 138G corresponden a genes que
codifican proteinas del citoesqueleto. Ninéuno de los dos serian los disparadores del caracter,
pero ambos estdn sobreexpresados en plantas apomicticas. Esto indicaria que hay alguna
modificacion en la estructura/funcién/dindmica de ensamblado del citoesqueleto entre ambos
tipos de plantas y que esta modificacion estaria determinada por otros genes (genes del grupo-
apo). Existen varios estudios recientes sobre la identificacién y aislamiento de genes
candidatos de la aposporia en diferentes especies de gramineas (Vielle-Calzada et al. 1996b,
Chen et al. 1999, Leblanc et al. 1997, Rodrigues et al. 2003, Pessino et al. 2001 y Albertini et
al. 2004 y 2005). Sin embargo, no hay reportados antecedentes analizando la asociacién a
nivel genético de dichos genes con la regién genomica responsable del caricter. El
mecanismo genético involucrado con la apomixis en gramineas ain no ha sido esclarecido
completamente pudiendo ser tan simple como un unico gen codificante de una proteina
regulatoria o tan complejo como una alternancia de la expresion génica debida al contexto

genético de miiltiples secuencias génicas incluidas en la regi6n determinante del caracter

(Ozias-Akins et al. 2003).

163



90000000000 00000C00000Q00QC0CRONCOCOCOOCOICOPIOSOOIOGPOSOOGSONI(

Discusion

La caracterizacion del grupo-apo realizada en esta Tesis constituye un punto de partida
para el inicio de estudios moleculares tendientes a identificar y clonar genes candidatos
relacionados con la expresién del cardcter en la especie. Una estrategia similar a la
desarrollada en Pennisetum se esté llevando a cabo. El desarrollo de marcadores SCAR a
partir de los marcadores ligados al apo-locus y de genotecas de genotipos apomicticos y
sexuales han comenzado. Ademds, se estin realizando estudios epigenéticos a fin de
determinar el grado de metilacion de la region genoémica involucrada con la aposporia. Se¢
desarrollardn marcadores para ser utilizados como sondas en experimentos de hibridacion in
situ, similares a los estudios realizados recientemente en Pennisetum (Goel et al. 2003,
Akiyama et al. 2004 y 2005) que podrian ayudar a determinar si el bloque de ligamiento-apo
se localiza en el bivalente retrasado observado en anafase 1 y a explicar la falta de

recombinacion alrededor del Jocus.

V.5- Revisién del Modelo de herencia de Ia aposporia en P. notatum

Los resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacion de la region gendmica
responsable de la aposporia en Paspalum notatum obtenidos en el presente trabajo de Tesis y
los antecedentes disponibles a partir de trabajos anteriores, justifican revisar el modelo de
herencia del caricter en la especie. Las evidencias genéticas disponibles al respecto pueden
resumirse en los siguientes items:

a- la aposporia se comporta como un caricter simple dominante con segregacion
distorsionada, posiblemente debida a una letalidad parcial asociada a las gametas que

llevan el/los factores determinantes de la aposporia o bien, a un efecto letal
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pleiotropico con penetrancia incompleta de un gen mayor (Martinez et al. 2001 y
2003)

¢l analisis citologico de la raza Q4117 (aposporica) sugiere la presencia de una
inversion paracéntrica, localizada cercana al centrémero en uno de los cromosomas.
No se detectaron evidencias de inversiones en el genotipo sexual Q4188. Es bien
sabido que las inversiones pueden causar letalidad gamética y supresién del
entrecruzamiento en el segmento cromosémico invertido (Stein et al. 2004 y esta
Tesis)

la viabilidad de los granos de polen difiere significativamente entre los genotipos
sexual (04188) y apomictico (Q4117), indicando que la distorsién de la segregacion
observada para la aposporia podria deberse a una letalidad gamética parcial (esta
Tesis).

el grupo-apo muestra restriccién de la recombinacién y apareamiento preferencial de
cromosomas (herencia disémica) (Stein et al. 2004 y esta Tesis).

la caracterizacion del segxnento cromosémico donde se localiza el apo-locus mediante
el anilisis de secuencias de 2 marcadores moleculares ligados 100% al mismo
mostraron homologia con genes de elementos transponibles (esta Tesis). Es un hecho
conocide que los retrotransposones son agentes causantes de reordenamientos
estructurales, tanto inversiones como translocaciones y estan frecuentemente

asociados a la metilacién del ADN en plantas.
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Considerando estos antecedentes, un modelo posible seria que:

La presencia de una inversién en Q4117 puede ser la responsable de la distorsion de la
segregacion observada en la transferencia de la aposporia (y un grupo de marcadores ligados)
y de la supresién de la recombinacion detectada alrededor de dicho locus. El apo-locus se
localizaria en uno de los cuatro cromosomas del grupo homélogo en un segmento invertido
(Figura 22). Las plantas apomicticas tendrian una configuracién Aaaa, donde el alelo A es ¢l
responsable del cardcter. La presencia de elementos transponibles en esta region, la supresion
de la recombinacion observada y la letalidad gamética de los granos de polen concuerdan con
la presencia de un rearreglo cromosomal. La herencia disémica se explicaria considerando
que durante la meiosis dicho cromosoma sélo puede aparearse y entrecruzarse generando
gametas con configuracion parental y gametas recombinantes viables cuando el apareamiento
se da con solo uno de los 3 homélogos posibles (por ejemplo a;). Estd descripto que si bien
son poco frecuentes, los dobles entrecruzamientos reciprocos dentro del bucle de inversién
generan 4 gametas viables, dos parentales y. dos recombinantes (Lacadena 1988). El
apareamiento y entrecruzamiento con cualquiera de los otros dos cromosomas conllevaria a la
formacién de los puentes de cromatina observados y letalidad de las gametas recombinantes,
recuperandose solo las. combinaciones parentales. Esta hipétesis podria esclarecerse con
experimentos de hibridacion in situ usando sondas especificas del apo-locus, que demuestren
su localizacién y si uno de los cromosomas involucrados en el puente de cromatina es el que
contiene a los genes responsables del caricter. También podriamos suponer que la presencia
de elementos transponibles en la regién mencionada podrian afectar la estructura o regulacién
de ciertos genes vitales en las gametas que contienen el cromosoma donde se localiza el apo-

locus en Paspalum notatum. En conclusién, el cardcter aposporia en la especie estaria
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controlado por una regién genémica especifica presente en un solo cromosoma y con
homologia parcial en solo uno de los 3 homélogos (se estaria diploidizando). Esta regién
podria haber sufrido una -inversién, estar invadida por transposones y suffir metilacién parcial
por lo que los genes incluidos podrian presentar una expresion alterada con respecto a la raza
sexual. Esto explicaria la obtenci6n de recombinantes cercanos en un autotetraploide asi como

la fuerte distorsion de la segregacion observada en la transmision del caracter por las gametas

masculinas,
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Figura 22: modelo propuesto de herencia de la aposporia en Paspalum notatum. Las flechas en el grupo-apo
indican el sentido de la inversi6n. (a) El cromosoma que contiene a los factores responsables del carécter s6lo
puede generar gametas recombinantes viables cuando se aparea y entrecruza con el grupo a, (que tiene
homologia parcial con el A en los extremos de la regién invertida). (b) Cuando A se aparea con a; 0 a;, s¢
forman el puente de cromatina entre las crométides que se entrecruzan y un fragmento acéntrico (fa), que
luego se pierde. Solo se van a producir dos gametas viables con la configuracién parental con respecto al apo-
locus. Los asteriscos indican las cromatides recombinantes.
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VI- CONCLUSIONES

Los resultados experimentales obtenidos durante el este trabajo de Tesis sobre la
caracterizacién del tipo de herencia presente en las razas tetraploides de Paspalum notatum, la
construccién de un mapa de ligamiento genético de la especie y la localizacion del locus
responsable de la aposporia (apo-locus) y de otros genes involucrados con la expresion del

caracter permiten arribar a las siguientes conclusiones:

1- La aposporia en P. notatum se transmite de acuerdo a un factor simple dominante con
segregaciéon distorsionada. Las alteraciones meidticas provocadas por un re-arreglo
cromosémico (posiblemente una inversién) podrian estar afectando la transmision det
cardcter a la progenie y por consiguiente ser las responsables de la distorsién de la
segregacion observada. Esta misma situacién se ve reflejada en una baja viabilidad de
los granos de polen en el genotipo apospérico (Q4117) en comparacion con el

genotipo sexual (Q4188).

2- Las razas tetraploides de P. notatum muestran mayoritariamente una herencia de tipo
polisémica, corroborando el origen autotetraploide de la especie propuesto
previamente en base a observaciones citogenéticas. Sin embargo, la region genémica

asociada con la aposporia y probablemente otras ain no identificadas presentan
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herencia disomica, lo que sugiere que algunos sectores del genoma de Paspalum estin

sufriendo un proceso de diploidizacion citolégica.

Durante la realizacion de este trabajo de tesis se construyeron los primeros mapas de
razas tetraploides de P. notatum y se caracterizé el tnico grupo de ligamiento donde se
ubica el Jocus responsable de la aposporia. Este sector del genoma mostrd una fuerte

supresion de la recombinacién y un claro apareamiento preferencial de cromosomas.

Se identificaron varios marcadores (15) completamente ligados la aposporia . Dos de
ellos mostraron homologia con genes de elementos transponibles. Al menos uno de los
marcadores identificados corresponde a un sector genomico localizado en el

cromosoma 12 de arroz, en una regién que ya habia sido asociada por sintenia al locus

que gobierna la aposporia en especies de Paspalum.

5- La regién genémica que gobierna la apomixis es de gran tamafio y podria representar

un Jocus complejo que incluye varios genes. La longitud estimada en base a los datos
de representacién de marcadores en el Jocus obtenidos en este trabajo rondaria los 43
Mpb. Esta caracteristica del locus que gobierna la apomixis complica la estrategia
inicialmente propuesta de identificacion de genes candidatos por clonado posicional.
Para intentarla se requerird obligatoriamente el empleo de poblaciones de gran tamaiio
que permitan un mapeo mas detallado de la region, la construccién de genotecas de
insertos largos (BACs o BIBACs) y una secuenciacion extensiva de este gran sector.
En base a los resultados obtenidos en esta tesis cobran importancia los estudios de

expresion de genes en inflorescencias inmaduras de P. notatum aposporico, que
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podrian permitir reemplazar la estrategia tradicional de clonado posicional por otra

mas directa de mapeo funcional.

6- Varios genes funcionalmente relacionados a la aposporia fueron localizados en dos
grupos de ligamiento diferentes. Ninguno de ellos mostrd una asociacion genética con
el caracter, lo que indica que no se trata de los genes disparadores. Por otra parte, el
mapeo comparativo de sondas previamente asociadas al modo de reproduccién en
Brachiaria mostraron (como ya se habia observado en otros trabajos) que la region

apo podria tener un origen polifilético en el grupo de las gramineas.
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