FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO

ESTUDIO DE LA FUNCION DEL GEN PN_TGS1 EN EL DESARROLLO
REPRODUCTIVO VEGETAL

CAROLINA MARTA COLONO

Licenciada en Biotecnologia

Tesis para optar al titulo de Dra. en Ciencias Agrarias

DIRECTOR: Dra. SILVINA CLAUDIA PESSINO

CO-DIRECTOR: Dr. HUGO RAUL PERMINGEAT

-2020-



“Estudio de la funcion del gen PN_TGSL1 en el desarrollo reproductivo vegetal”

Carolina M. Colono
Licenciada en Biotecnologia - UNL

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico de
Doctora en Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario, y no ha sido previamente
presentada para la obtencién de otro titulo en ésta u otra Universidad. La misma contiene los
resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ciencias Agrarias, durante el periodo comprendido entre el 1 de Abril de 2015
y 30 de Octubre de 2019, bajo la direccion de la Dra. Silvina C. Pessino y la co-direcccién del

Dr. Hugo R. Permingeat.

Lic. Carolina M. Colono Dra. Silvina C. Pessino Dr. Hugo R. Permingeat
Doctorando Directora Co-Director

Defendida........................ de 2020.



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer especialmente a mi directora de tesis, Dra. Silvina Pessino, por haber confiado
en mi para la realizacién de este trabajo, por su apoyo y ayuda desinteresada en todo momento. Valoro
muchisimo su entusiasmo en la transmision de sus conocimientos que tanto colaboraron en mi formacion.

De corazén, muchisimas gracias por todo.

Al Dr. Hugo Permingeat, mi co-director, por compartir sus conocimientos y experiencia,

principalmente en los experimentos de bombardeo.
Al Dr. Juan Pablo Ortiz por su predisposicion y contribucion en la realizacién de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por haber financiado la

realizacion de mi posgrado.

A la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario, por permitirme utilizar
sus instalaciones para el desarrollo de este proyecto. Y al Instituto de Investigaciones en Ciencias
Agrarias (IICAR).

A mis queridos Pipeteadores: Mariano, Nico, Alvaro, Vale Pal, Cele, Lucas, Andre, Vale Per,
Luisi, Alber, Agos, Mari, por estar siempre presente. La amistad establecida en estos afios fue

significativa en el recorrido de este camino.
A la Dra Maricel Podio, por sus ensefianzas y predisposicion en el manejo de la bioinformatica.

A Lorena, Juliana, Luciana, Verénica, Daniel y demas integrantes del laboratorio, por su ayuda en

diferentes experimentos y consejos siempre que los necesité.

A los CPA del IICAR por su colaboracion. En especial a David, por el cuidado de las plantas y por

sus ensefianzas agronémicas.

A toda la catedra de Quimica Orgénica, que me recibi6 con mucho carifio. A la catedra de

Fisiologia Vegetal por permitirme usar sus instalaciones en algunos experimentos.
A los miembros del jurado, por haber aceptado ser parte de la evaluacion de esta tesis.

A mi familia, con los que siempre puedo contar de manera incondicional. Mis padres, Marta y

Dante. Mis hermanos Diego, Javier y Elias. Y mis hermosos sobrinos Sofia y Augusto.

A los amigos y colegas que se han cruzado en mi camino. A mis queridas biotecnélogas por estar

siempre presente. Y a mis amigos, que siempre estan, brindandome carifio y soporte.

A todos, MUCHAS GRACIAS




Parte de los resultados descriptos en esta Tesis han sido publicados o estan siendo preparados

para publicacién en los siguientes articulos/comunicaciones cientificas:

Articulos en revistas con referato

Colono C, Ortiz JPA, Permingeat HR, Souza Canada ED, Siena LA, Spoto N, Galdeano F, Espinoza F,
Leblanc O, Pessino SC. (2019). A plant-specific TGS1 homolog inhibits the formation of multiple
embryo sacs in sexual tetraploid Paspalum notatum ovules. Frontiers in Plant Science.
DOI: https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01566

Ortiz JPA, Leblanc O, Rohr C, Grisolia M, Siena LA, Podio M, Colono C, Azzaro C, Pessino SC. (2019).
Small RNA-seq reveals novel regulatory components for apomixis in Paspalum notatum. BMC
Genomics. DOI: https://doi.org/10.1186/s12864-019-5881-0.

Mancini M, Permingeat H, Colono C, Siena L, Pupilli F, Azzaro C, Dusi DM, Tavares de Campos Carneiro
V, Podio M, Seijo JG, Gonzéalez AM, Felitti S, Ortiz JPA, Leblanc O, Pessino SC. (2018). The MAP3K-
coding QUI-GON JINN (QGJ) gene is essential to the formation of unreduced embryo sacs in
Paspalum. Frontiers in Plant Science. DOI: https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01547.

Podio M*, Colono C*, Rohr C, Grisolia M, Siena L, Ortiz JP, Pessino S. Comparative analysis of sense-

antisense gene expression along reproductive development in sexual and apomictic bahiagrass. En

preparacién. *misma contribucion

Colono C, Podio M, Pessino SC. The differential regulation of the splicing machinery in sexual and

apomictic reproduction. En preparacion.

Pessino SC, Costantini E, Colono C, Azzaro C, Colombo L, Mendes M. The role of miR160 and ARF10 in

the auxin-mediated plant reproduction control. En preparacion.

Presentaciones en reuniones cientificas

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC. (2019). PN_
TGS1-like downregulation induces the formation of multiple embryo sacs in ovules of sexual Paspalum

notatum. Asociacién Latinoamericana de Genética. Mendoza. E-ISNN: 1852-6322.

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC. (2019).
Investigando el rol de la metiltransferasa PN_TGS1 en la transicion sexualidad-apomixis en Paspalum

notatum. Ciclo de Seminarios del IBONE 2019. Corrientes. Exposicion oral.


https://doi.org/10.3389/fpls.2019.01566
https://doi.org/10.1186/s12864-019-5881-0
https://doi.org/10.3389/fpls.2018.01547

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC. (2018).
Operation of the Paspalum notatum sexuality-apomixis switch by PN_TGS1-LIKE and other members
of the splicing machinery. Workshop Advances in Apomixis Research. Zavalla. Exposicion oral en

inglés.

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC. (2018).
Investigacion de la funcién del gen TGS1-LIKE en la transicion sexualidad-apomixis de Paspalum

notatum. IV Taller de Biologia Celular y del Desarrollo. Chascomus.

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Zanczuk A, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC.
(2017). Estudio de la funcion del gen PN_TGS1-LIKE en el desarrollo reproductivo de Paspalum
notatum. XIX Congreso y XXXVII Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de Rosario. ISSN 2314-
1484.

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Souza Canada ED, Permingeat HR, Pessino SC. (2017).
Caracterizacion del rol de la ARN-metiltransferasa TGS1-like en la transicion desde la sexualidad a la

apomixis en Paspalum notatum. XI Simposio Redbio, Bahia Blanca.

Colono C, Siena L, Ortiz JP, Leblanc O, Permingeat H, Pessino S. (2016). Exploring the link between
TGS1-like downregulation and the transition from sexuality to apomixis in Paspalum notatum. V Ciclo
de Seminarios sobre avances en la caracterizacién genética y molecular de la Apomixis. Bahia

Blanca. Exposicion oral en inglés

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Pessino SC. (2016). Identificacion de transcriptos que
producen diferentes variantes de clivado y empalme en flores de Paspalum notatum apomictico y

sexual. | Reunién Transdisciplinaria en Ciencias Agropecuarias. ISBN 978-987-4055-04-0.

Colono C, Demarchi L, Sambrailo A, Aladio M, Saenz E, Desir A, Zigolo |, Suarez A, Pessino S. (2015).
Estudios de Germinacion en semillas de plantas apomicticas de Paspalum notatum con expresion
silenciada del gen PNMEKK1. XVII Congreso y XXXV Reunion Anual de la Sociedad de Biologia de
Rosario. ISSN 2314-1484.

Colono C, Siena LA, Ortiz JPA, Leblanc O, Pessino SC. (2015). A search for transcripts producing
differential splice variants in spikelets of apomictic and sexual Paspalum notatum. 11™ International

Congress of Plant Molecular Biology, in Foz de Iguazu, Parana, Brazil.



INDICE

1T [T =3RS i
Abreviaturas, SIMboloS Y ANGIICISMOS ... e v
RESUMBI <. viii
Y 0151 =T X
I= INTRODUCCION .....ooitiiiiiieeee ettt e ettt ettt e ettt e et e st e et et e et e steeraenteeteerearaenes 1
L. - APOMIXIS et 1
[.1.1- Definicion del termino apOMIXiS.........oiiuurirriiiieee it 1

[.1.2- EVOIUCION d€ 18 @POMIXIS ... .uutiiiiiiiieeeiiiitie ettt e e e e 2

[.1.3- DESAITOII0 SEXUAI ....eeeviiiiiieeeei et e e e e er s s e e e e e e e eeaeaaaeeeaeeeennees 4

[.1.4- Desarrollo aPOMICLICO .......ouuiiiiiiiie et e e 6

[.1.5- Control genético Y EPIGENELICO .....cuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e 11

I.1.6- Estudios gendmicos Y transCrptOMICOS..........eeiiieeiiieiiiceee e aeaen 16

[.1.7- EStudios fUNCIONAIES ... e 18

[.1.8- La apomixis y la agriCUltUra.............coiiiiiiiiiiicce e 20

[.1.9- La apomixis €N Paspalum .............uuiiiiiiiiiiiiecs e 22

[.1.9.1- EI géNnero Paspalum ..........uiiiii it aanees 22

[.1.9.2- Paspalum NOtAtUM ...........uuiiiiiiii e e e e e e aanees 24

I.2- El gen TGS1 y su posible rol en el desarrollo reproductivo............ccccceeeeeeeeiiiiiiinnnnnn. 26
1.2.1- ¢ Por qué es interesante estudiar al gen TGS1?........cooviiiiiiiiieecieeeiieee e, 26

[.2.2- Funciones caracterizadas de TGSL .....ccoooiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 27

[.2.3- FOrmacion de la CAPEIUZA...........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et a e e 28

I.2.4- Localizacion intracelular de la proteina TGS1 .......ooocviiiiiiiiieiiiiiiiieeeeee e 29

[.2.5- Estructura proteica de TGSL....ccooii i 30

I.2.6- Consecuencias de la pérdida funcional de TGS1.........cccccceeiiiiiiiiiiieeeieeeeeens 31

1.2.7- INTEreCtoreS CON TG SL couuuiiiiiiii et e et e e e e 31

[.2.8- TGSL €N PIANTAS ... 32

1.2.9- Splicing alternativo como mecanismo de CONtrol..........cccooeeveeiiiiiieiiieeeeeeeeee, 33

iINDICE i




[I- OBJIETIVOS. ..ottt nnn e 35

[1.1- ODJELIVO GENETAI ... 35
[1.2- ObJetiVOS ESPECITICOS ....eeiiiiiiiiiiiiiei et 35
- HIPOTESIS . oottt ettt ettt ettt e v et et et e et e et e e st et e et e ateers e e etesreareenens 37
IV- MATERIALES Y METODOS .....oiitiitiiiciieite ettt ettt ettt eteateana e eaeeteareenens 38
IV.1- Material VEgEtal.. .....coooeeeeeeeeeeeee 38
IV.2- Medios de CUILIVO IN VIt ....ccoieeiiiiiieee e e e e e e e 38
IV.3- Vectores de transformacion ..., 39
IV.4- Experimentos de transformacion ...........cccuveeiiiiieiiiiiiiieecce e 40
IV.4.1- Construccion del plasmido PACIL-FLas .....cccccoeeiieiiiiiiiiiiiiiei e 40
IV.4.2- Obtencién de callos a partir de semillas maduras ...........c..ocooevvvviiiienneenn.. 41
IV.4.3- Transformacion estable ..., 42

IV.5- Verificacion de la presencia del tranSgen .......cccoeceeiiiiiiiiiiiii e 43
IV.5.1- Extraccion de ADN geNOMICO .....ccoiieeiiiiiiiiiiieis e 43
IV.5.2- Deteccion del transgen por PCR ... 43

IV.6- Verificacion de la expresion disminuida de PN_TGS1-like .......cccooeeeviiiiiiiiiiiinnnnnn. 44
IV.6.1- Extraccion de ARN total ......ccooeeeeeiieeieeeeeeeeeeeeeee e 44
IV.6.2- TranSCrPCION MBVEISA ......ceeeiieeeiiiiee e e ee et s e e e e e e e e e e e e e e e r e e eeaeas 45
[V.6.3- PCR €N tiempPO r€al ....cccooeeeeeeeeeeeeeeee e 45

IV.7- ANAIISIS FENOLIPICOS ...eeiiiiiiiiiiiiiie et 46
IV.7.1- Caracterizacion fenotipica de las plantas control y transformantes............. 46
IV.7.2- Viabilidad del polen ... 46
IV.7.3- Andlisis de fenotipos reproductivos en las plantas transformantes ............. 46
IV.7.4- CIHOMELro de flUJO  .oooiiiiiie e a7
IV.7.5- Ensayos de germinacCion .....oooooiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e 48

IV.8- Uso de un marcador molecular para la deteccién del ACR .........cccvvvvveeeeiiiiiiinne, 48
IV.9- BASES € A0S ...iiiiiiiiiii et e e e et a e e nnaa s 49
IV.10- Identificacion de variantes de splicing en transcriptomas florales ....................... 50
IV.10.1- Busqueda en bases de datos ........ccooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
IV.10.2- PCR CONVENCIONAL ... .o 51
IV.10.3- PCR €N tIeMPO F€AI ... i 51

iINDICE ii




IV.11- Andlisis bioinformatico para localizar otros actores del splicing y determinar

YD SR a1 (=T g =] = Lo (0] 1T 52

V- RESULTADOS oottt s bbb bbb bnnnnnes 53

V.1- Obtencién de plantas transgénicas de P. notatum sexual en las que se silencio la

actividad del gen PN_TGS1-like y analisis de las consecuencias sobre el desarrollo

(=] o 0o VT 4 Yo S SSPPPPPRPN 53
V.1.1- Experimentos de transformacion ... 53
V.1.1.1- Construccion del plasmido pACtL-F1as .......cccccceeiiiiiiiiiiiiieeee e 53
V.1.1.2- Obtencidn de callos a partir de semillas maduras ..........cccccceeiivnenee. 54
V.1.1.3- Transformacion estable .............cccccvvviiiiiiii 55
V.1.2- Verificacion de la presencia del transSgen ..........ccueeeveieeeiiiiiiiiiiieeiee e 56
V.1.2.1- Deteccidn del transgen por PCR ..o 56
V.1.3- Verificacion de la expresion disminuida de PN_TGS1-like..........cccccvvveerennen. 57
V.1.3.1- PCR entiempPo ral  ....oooiiiiiii it 57
V.1.4- ANAlISiS fFENOLIPICOS ..cvvviiii i e 58
V.1.4.1- Caracterizacion fenotipica de las plantas control y transformantes ....58
V.1.4.2- Viabilidad del polen ... 60
V.1.4.3- Andlisis de fenotipos reproductivos en las plantas transformantes ....62
V.1.4.4- Citdmetro de flUjO ....oooriiiiiee e 69
V.1.4.5- Ensayo de germinacion ............ccooiiiiiiiiiiiiieeee e e 70
V.1.5- Uso de un marcador molecular para la deteccion del ACR ..........cccoeiinneee. 71

V.2- Determinacion de transcriptos que muestran variantes de procesamiento

diferenciales en tejidos reproductivos de plantas de P. notatum apomicticas y

sexuales y en las lineas tgsl-like defectivas .......ccccciiiiiiiiiiicicie e, 73
V.2.1- Identificacion de variantes de splicing en transcriptomas florales .................. 73
V.2.2- Estudio del isotig 23387 en las plantas antisentido tgsl-like ........................ 77

V.3- Construccion de bibliotecas del transcriptoma floral reflejando estadios
consecutivos del desarrollo en plantas apomicticas y sexuales. Analisis de la

expresion de PN_TGS1-like y de otros miembros de la maquinaria de splicing ... 79

iINDICE iii




V.3.1- Construccién del transcriptoma floral de P. notatum estadio por estadio .79
V.3.2- Estudio de la expresion de PN_TGS1-like y del isotig 23387 en las bibiotecas
generadas para los diferentes estadios de desarrollo ............cccccvvevvviviiiniininnnnnnns 80
V.3.3- Identificacibn de genes que participan en el splicing en los diferentes
transcriptomas diSPONIDIES ... 83

V.4- Identificacion del numero de copias y de la secuencia completa del gen
PN_TGS1-like en el genoma de Paspalum notatum ..........ccccceeeeieeiniiiiiiiiiiin e, 90

V.4.1- Caracterizacion de la estructura gendémica de PN_TGS1-like ..................... 90

V.5- Analisis de la posibilidad de que la expresién diferencial de PN_TGS1-like
observada en 6vulos de plantas apomicticas y sexuales, ocurra bajo silenciamiento
transcripcional 0 postransCripCional .......cccooiiieiiiiiiiiice e 92

V.5.1- Andlisis de las bibliotecas florales del componente pequefio (SRNA)
(oL 7] = 1L E | o N 92

VI- DISCUSION .ottt ettt et e ettt e et e st e et e e et e e tesaeesreeereeeteeseesaeeeneears 93
VI.1- El gen especifico de plantas PN_TGS1-like influye en el desarrollo de los
gametofitos en évulos de Paspalum notatum tetraploides sexuales ..........cccccceeeee.. 93
VI.2- Determinacion de transcriptos que presentan variantes de clivado y empalme del ARN
en flores de plantas de P. notatum y estudio del posible blanco de PN_TGS1-like ..100
VI.3- Construccion de bibliotecas del transcriptoma floral reflejando estadios consecutivos
del desarrollo en plantas apomicticas y sexuales. Andlisis de la expresion de PN_TGS1-
like y de otros miembros de la maquinaria de spliCing ...........coviiiiiiiieeniiiiiieee e, 102
VI.4- ldentificacion de la secuencia completa del gen PN_TGS1-like en el genoma de
Paspalum NOTATUM ..o e e e e e e e er e e e e e 105

VI.5- El gen PN_TGS1-like no es silenciado postranscripcionalmente por pequefios ARNs

en plantas aPOMICLICAS ........uuiiii i e e e e e e e e e et e e e e e aeeannns 107
VII- CONCLUSIONES oottt e et e e e et e e e e et s e e e et eaaees 108
VIEBIBLIOGRAFIA .ottt ettt ettt et e et eeteare e 110
D - AN X O . . 131

iINDICE iv




ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS

ACR: “Apomixis Controlling Region”, region gendémica que controla la apomixis.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADNCc: &cido desoxirribonucleico complementario.

AFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNasa: ribonucleasa.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

BAP: N6-bencilaminopurina

BLAST: “Basic Local Alignment Search Tool”. Herramienta de busqueda de alineamientos.
Buffer: solucion reguladora, amortiguadora o tampdn, que permite controlar el pH.
cDNA-AFLP: polimorfismos en el largo de los fragmentos amplificados a partir de ADN copia.
cm: centimetros.

CTAB: bromuro de cetiltrimetil amonio.

DIC: contraste de interferencia diferencial.

dNTPs: desoxinucléotidos trifosofato.

EDTA: &cido etilendiamino-tetracético.

Enhancer: sector de un promotor génico que promueve la transcripcion de gen.

E-value: valor esperado. Nimero esperado de alineamientos en caso de interrogar a la base de
datos con una secuencia aleatoria. El menor valor de E-value es el mas significativo.

F1: primera generacion en un cruzamiento.

FDR: del inglés “false discovery rate”.

g/l: gramos por litro.

g: gramos.

Ga: giga afnos.

GA3: acido giberélico.

h: hora.

H,Od: agua destilada.

Isotigs: transcriptos ensamblados a partir de lecturas de secuencia.

ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS v




Kinasa: enzima fosforilante dependiente de ATP.

Kit: equipo comercial.

kPa: kilo Pascales.

Linkat: conjunto de genes ligados posicionalmente (no recombinantes) que actdGan como un
blogue de unidad funcional.

Lnc-RNAs: del inglés “long non-coding RNA”.

LB: medio de cultivo bacteriano Luria-Bertani.

M: molar.

mA: miliamperes.

mg/l: miligramos por litro.

mg/ml: miligramos por mililitro.

mg: miligramo (107 g).

MgCl;: cloruro de magnesio.

ml: mililitro (107 I).

mM: milimolar (10° M).

MS: medio de cultivo de Murashige y Skoog.

N: normalidad.

n: nimero cromosoémico haploide de una especie.

NaCl: cloruro de sodio.

NaOH: hidréxido de sodio.

NCBI: del inglés Resultados de busqueda “National Center for Biotechnology Information”, o
Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica.

ng: nanogramos (10° g).

nm: nanémetro (10° m).

°C: grados centigrados.

OD: densidad Optica.

OGM: organismos genéticamente modificados.

p: probabilidad asociada. Valor de probabilidad asociada a un analisis estadistico.
pb: pares de bases.

PCR: reaccion en cadena de la ADN polimerasa.

pg: picogramo (102 g).

psi: libra por pulgada cuadrada (unidad de presion basica del sistema inglés).

RAPD: polimorfismos por amplificacion al azar del ADN.

ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS vi




RFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion.

rpm: revoluciones por minuto.

s: segundos.

SDS: sulfato de dodecil sodico.

siRNA: del inglés “small-intefering RNAs”, o ARN pequefios de interferencia.
SSC: cloruro de sodio-citrato de sodio.

T: temperatura.

Ta: temperatura de anillado.

TAE: tris-acido acético-EDTA.

Take off: nimero de ciclos de PCR requeridos para el despegue de la deteccién del amplicon
(parametro evaluado en los experimentos de PCR en tiempo real).

Taq polimerasa: enzima polimerizante del ADN obtenida de Thermus aquaticus.
TE: Tris-EDTA.

Tm: temperatura de melting.

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

U: unidad de actividad enzimética.

UV: ultravioleta.

V: voltios.

W: wats.

wt: del inglés “wild type”, o tipo salvaje.

X: nimero cromosodmico basico de una especie.

X-Gal: 5-bromo-4cloro-3indolil-beta-D-galactopiranésido.

Mg: microgramos (10°° g).

pl: microlitro (107 1).

% m/v: porcentaje de masa sobre volumen.

%v/v: porcentaje de volumen sobre volumen.

2n: namero cromosoémico diploide de una especie.

ABREVIATURAS, SIMBOLOS Y ANGLICISMOS vii




RESUMEN

Estudio de la funcién del gen PN_TGSL1 en el desarrollo reproductivo vegetal

Paspalum notatum es una graminea modelo utilizada para estudiar la apomixis, un tipo de
reproduccion asexual por semillas que permite la formacién de progenies clonales idénticas a la
planta madre. En trabajos anteriores nuestro grupo determiné que el gen PN_TGS1-like (similar
a TRIMETILGUANOSINA SINTASA 1) se expresa en 6vulos de plantas sexuales de P. notatum,
pero esté reprimido en plantas apomicticas. TGS1 codifica una metiltransferasa con rol dual,
que promueve la biogénesis de sn(o) ARNs trimetilados en el proceso de splicing, y actia como
coactivador transcripcional. La eliminacién de su funcién produce pérdida de la estructura
nucleolar y deficiencias en el procesamiento de pre-rARNs y mARNs. Mientras que en
levaduras y animales existe una sola copia del gen (TGS1), en plantas se detectan dos (TGS1y
TGS1-like). En P. notatum, la expresion de la copia exclusiva de plantas (TGS1-like) se
correlaciona negativamente con la expresividad de la apomixis. Nuestro objetivo fue estudiar el
rol de TGS1-like en el desarrollo reproductivo de la especie apomictica apospoérica P. notatum.
Para ello, caracterizamos la estructura genémica y las variantes de expresion del gen, usando
bases de datos construidas en nuestro laboratorio, y determinamos que existe una sola copia
gendmica del mismo, que muestra dos variantes de transcriptos florales. Luego, transformamos
callos indiferenciados de una planta sexual con una construccion antisentido (pActl-Flas) que
silencia especificamente a TGS1-like. Las plantas antisentido desarrollaron tricomas en la
superficie adaxial de la hoja y formacion ocasional de 6vulos gemelos. El andlisis del desarrollo
reproductivo en la antesis reveld que las lineas antisentido presentaban un 12,93-15,79% de los
Ovulos con sacos embrionarios de tipo apospérico (similares a SEA), y un 8,42-9,52% con una
combinacién de sacos meibticos y aposporicos. Ademas, en premeiosis/meiosis, el 32,5% de
los 6vulos mostraban células similares a iniciales de la aposporia (IAs) rodeando a la célula
madre de la megaspora (CMM) o a las diadas meiéticas derivadas de CMM. Estas IAs no
iniciaban divisiones meio6ticas, por lo que podria inferirse que los sacos embrionarios
supernumerarios detectados en antesis eran de tipo “no reducidos”. Las lineas antisentido
producian una cantidad de polen y un conjunto de semillas viables equivalentes a las controles
después de la autopolinizacion. Los analisis de citometria de flujo en cariopses derivados de
lineas antisentido revelaron que todas las semillas viables se habian originado por sexualidad.

Ademas, al comparar las lineas antisentido con los controles, detectamos una reduccion de un
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25,55% en el porcentaje de germinacion. Para analizar si TGS1-like afectaba al proceso de
clivado y empalme, comenzamos por seleccionar en nuestras bases transcriptomicas
(454/Roche FLX +) los 316 transcriptos con mayor expresion diferencial en flores de plantas
apomicticas y sexuales (notese que ambos tipos de plantas expresan diferencialmente al gen
TGS1-like en flores) (FDR < 6,74E-10). Luego analizamos cuéles de estos transcriptos
diferenciales podrian corresponder a posibles variantes de splicing. Asi, detectamos que una
variante de splicing de CHLOROPHYLL A-B BINDING PROTEIN 1B-21 (CHLORO, isotig
23387) presentaba menor representacion en el transcriptoma de plantas apomicticas con
respecto a sexuales. La expresiéon diferencial de dicha variante de splicing fue validada en
varios individuos con diferente modo de reproduccion mediante qRT-PCR. Ademas, un andlisis
del procesamiento de CHLORO en las lineas antisentido tgsl-like confirmé que la expresion de
esa misma variante de splicing esta disminuida respecto a los controles, lo que confirma que la
actividad de TGS1-like es necesaria para su formacion. A partir de estos resultados, concluimos
que CHLORO es uno de los blancos de TGS1-like. Ademas, identificamos un grupo numeroso
de transcriptos relacionados con el splicing, que estan diferencialmente representados en
organos reproductivos de plantas de P. notatum, y determinamos que conforman una red de
interacciones junto con TGS1-like. En conjunto, nuestros resultados sugieren que, durante el
proceso de reproduccion sexual, TGS1-like se expresa en la nucela del 6vulo e inhibe la
formacién de sacos embrionarios multiples. La inhabilitacion de la funcion TGS1-like provoca la
aparicion de células similares a IAs en la nucela, y luego sacos embrionarios supernumerarios,
con morfologia similar a los sacos embrionarios aposporicos, y posiblemente no reducidos. Sin
embargo, la desregulacion de PN_TGS1 no es suficiente para inducir la formacién de progenie
materna, ya que estos gametofitos extra no son capaces de llevar a cabo la partenogénesis y/o
desarrollar endospermo viable. Ademas, la desregulacion de PN_TGS1-like estd asociada a
defectos en la germinacion de las semillas, ain de aquellas formadas por sexualidad, por lo que
no descartamos un rol durante la embriogénesis y/o el desarrollo del endospermo. La regulacion
ejercida por PN_TGS1-like en la nucela del 6vulo estd enmarcada (al menos parcialmente) en
un control del proceso de clivado y empalme, siendo la proteina cloroplastica de codificacion
nuclear CHLORO uno de sus genes blanco. Por otra parte, varios otros genes relacionados con
la actividad de la maquinaria de splicing muestran una actividad diferencial durante la apomixis,
y podrian integrar una red de interacciones funcionales junto con TGS1-like. En trabajos futuros
deberan identificarse las relaciones funcionales entre los miembros de dicha malla, asi como

también la correspondencia entre el control ejercido por TGS1 sobre el cloroplasto y el splicing.
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ABSTRACT

Study of the PN_TGS1 function in plant reproductive development

Paspalum notatum is a grass model used to study apomixis. In previous work we
determined that PN_TGS1-like (TRIMETILGUANOSINE SYNTHASE 1-like) is repressed in
ovules of apomictic P. notatum plants. TGS1 encodes a RNA methyltransferase, which
promotes the biogenesis of trimethylated sn (0) RNAs necessary for RNA splicing and acts as a
transcriptional coactivator. TGS1 downregulation causes loss of nucleolar structure and
deficiencies in pre-rRNAs and mRNAs processing. In yeasts and animals there is only one copy
of TGS1, but two copies are detected in plants (TGS1 and TGS1-like). In P. notatum, the
expression of the plant-specific copy (TGS1-like) negatively correlates with expressivity of
apomixis. Our objective was to study the role of TGS1-like in the P. notatum reproductive
development. First, we determined that Paspalum has a single genomic copy and two floral
splice variants of TGS1-like. Then, we transformed sexual P. notatum with a TGS1-like
antisense construction (pActl-Flas). Phenotypic analysis revealed trichomes in leaves, and
occasional formation of twin ovules. While control plants displayed a single meiotic embryo sac
per ovule, antisense lines showed 12.93-15.79% of ovules bearing aposporous-like embryo
sacs (AES-like), while 8.42-9.52% showed both meiotic and aposporous-like sacs. Besides, at
early developmental stages, 32.5% of the ovules displayed nucellar cells resembling apospory
initials (Als) surrounding the megaspore mother cell (MMC) or the MMC-derived meiotic
products. Flow cytometry analyses of caryopses in antisense lines revealed that full seeds
originated only by sexuality. A reduction of 25.55% in the germination percentage was detected
in antisense lines. To analyze whether TGS1-like affects the splicing, we selected 316
transcripts differentially expressed in flowers of apomitic and sexual plants, with values of FDR
<6.74E-10, and examined the existence of putative splice variants. Using qPCR analysis in
several apomictic and sexual individuals, we confirmed that the unprocessed splicing variant of
one of these transcripts (CHLOROPHYLL A-B BINDING PROTEIN 1B-21, CHLORO) is less
represented in apomictic plants. An analysis of the tgsl-like antisense lines confirmed that the
representation of the unprocessed splicing variant is also diminished, confirming that CHLORO
is one of the TGS1-like targets. In addition, we identified a group of splicing-related transcripts

with differential representation in reproductive organs of P. notatum plants, and determined that
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they form an interaction network including TGS1-like. We concluded that PN_TGS1-like is an
apospory repressor, participates in splicing and target the CHLORO transcript. Numerous

splicing genes integrate an interaction network with differential expression during apomixis.
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I- INTRODUCCION

[.1- Apomixis
I.1.1- Definicion del término apomixis

El término apomixis fue definido como "reproduccion asexual a través de semillas" por
Gian Nogler hace 35 afios, y esta descripcién continta siendo aun la mas popular entre los
cientificos (Nogler, 1984). Etimolégicamente, la palabra deriva del griego apo que significa
“ausencia” y mixis que quiere decir “mezcla”, haciendo referencia a la falta de unién de los
gametos masculinos y femeninos durante la formacién del cigoto, una particularidad que
caracteriza a este proceso biolégico. Este modo de reproduccién peculiar conduce a la
formacion de semillas que contienen una progenie clonal genéticamente idéntica a la planta
madre (Nogler, 1984). Ocurre naturalmente en las plantas con flores, y no ha sido descripta en
las gimnospermas, salvo por una rara variante masculina observada en Cupressus (Pichot
et al., 2008).

La apomixis fue descripta por primera vez en el afio 1841 por J. Smith, como una
anormalidad observada en la especie australiana Alchornea ilicifolia. Cuando un ejemplar
femenino de esta especie dioica fue introducido en los Kew Royal Botanical Gardens de
Londres, fue capaz de florecer y producir una gran cantidad de semillas en ausencia de un
progenitor masculino, evidenciando la existencia de un fenémeno asexual (Smith, 1841). Gregor
Mendel fue quien, de forma involuntaria, realiz6 los primeros experimentos con plantas
apomicticas, cuando utilizé cruzas entre especies del género Hieracium, subgénero Pilosella,
para intentar confirmar los resultados obtenidos en sus ensayos sobre la herencia en Pisum
sativum (arvejas de jardin). Lo que Mendel desconocia es que la mayoria de las plantas de
Hieracium no son sexuales, sino apomicticas facultativas (Bicknell et al., 2016), por lo que gran
parte de sus semillas se forman por un mecanismo asexual, quedando su progenie
mayoritariamente integrada por clones del progenitor materno. El padre de la genética atribuy6
erroneamente la inesperada proporcién de caracteres maternos observada en las progenies a
una supuesta "autopolinizacién frecuente", y concluyé que “los hibridos de Hieracium

presentaban un comportamiento exactamente opuesto a los de Pisum" (Nogler, 2006).
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[.1.2- Evolucién de la Apomixis

La apomixis se distribuye ampliamente entre las familias de angiospermas, con
diferentes variantes reportadas entre las monocotiledéneas, las eudicotiledoneasy las
magnoliides. Ha sido informada en al menos 78 de las 460 familias de plantas con flores
(Carman, 1997; Horandl y Hojsgaard, 2012; Hojsgaard et al., 2014), incluidos algunos miembros
de ordenes basales como Piperales, Magnoliales y Laurales, asi como en 25 de los 43 érdenes
de dicotiledbneas, y en 5 de los 12 érdenes de monocotiledéneas (Figura 1.1) (Le6n-Martinez y
Vielle-Calzada, 2019). Sin embargo, debe considerarse que menos del 10% de las 351.000
especies de angiospermas han sido examinadas en detalle desde el aspecto citoembriolégico, y
gue nuevas familias, géneros y especies previamente asumidas como completamente sexuales
contintan siendo afiadidas con regularidad a las listas apomicticas (Albertini et al., 2019). Estos
datos sugieren que en las préximas décadas la concepcidon actual acerca de la frecuencia de
aparicion de la apomixis en la evoluciéon podria modificarse (Carman, 1997; Hojsgaard et al.,
2014; Albertini etal., 2019). Los tres tipos principales de apomixis (embrionia adventicia,
aposporia y diplosporia, ver mas adelante) ocurren en todos los clados principales de plantas
con flores, siendo la embrionia adventicia la forma mas frecuente (148 géneros), seguida de la
aposporia (110 géneros) y la diplosporia (68 géneros) (Hojsgaard et al., 2014). Tres familias
numerosas, Poaceae, Asteraceae y Rosaceae, contienen la mayoria de los géneros
apomicticos conocidos, aunque en este caso la alta frecuencia de aparicion podria deberse, en
parte, a la intensidad con la que se las ha estudiado, ya que contienen especies de interés para
el cultivo (Ozias-Akins, 2006; Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Sin embargo, las Solanaceas
también incluyen muchas especies cultivadas y bien caracterizadas (por ejemplo, tomate, papa,
tabaco), y no presentan esa misma frecuencia significativa de reproduccion asexual por semillas
(Ozias-Akins, 2006). El caracter no solo esta ausente en Amborella trichopoda, la angiosperma
mas basal, sino también en los linajes de plantas con semillas que no florecen, incluidas las
gimnospermas (Leén-Martinez y Vielle-Calzada, 2019), apareciendo de manera discontinua en
las distintas familias de plantas con flores.

Debido a su distribucion intermitente en los &rboles filogenéticos, y a la existencia de
varios mecanismos diferentes para el caracter, tradicionalmente se considerd que la apomixis
era una desviacion de la sexualidad, que se originé repetidas veces de manera independiente
en la evolucion de las plantas con flores, a partir de mutaciones o epimutaciones en uno o unos

pocos genes, i. e. se le atribuye un origen polifilético (Ozias-Akins, 2006; Brukhin, 2017). La
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aparicion de sus diferentes mecanismos se deberia a la posibilidad de que las mutaciones o
epimutaciones que ocurrieron a lo largo de la evolucion afectaran a distintos genes de la via
sexual, provocando alteraciones con un final comuan: la formacién de un embriéon materno clonal
(Koltunow y Grossniklaus, 2003). Curiosamente, los tipos de apomixis esporofitica y
gametofitica a menudo estan presentes en la misma familia, género, especie o, a veces, en un
genotipo individual, lo que podria interpretarse como resultado de la superposicion o
interseccién de las vias moleculares que controlan el desarrollo (Ozias-Akins, 2006). Sin
embargo, las discontinuidades observadas en la aparicion de mecanismos conservados, como
la aposporia, son dificiles de explicar en el contexto de una repeticion azarosa de eventos de
(epiymutacién, y éste ha sido uno de los argumentos esgrimidos para sentar la idea de que la
apomixis debe necesariamente estar controlada por uno 0 unos pocos genes.

Si bien las evidencias a primera vista soportan la tesis del origen polifilético, algunos
autores consideran que la conclusidbn sobre la ocurrencia de eventos mutacionales
independientes es algo forzada, ya que la evolucién de novo de la apomixis desde la sexualidad
requeriria intervenciones muy especificas en dos procesos conservados y molecularmente muy
complejos como son la meiosis y la fecundacion. Esto requeriria una combinacién de
alteraciones genéticas y/o epigenéticas dificil de recrear independientemente en forma repetida
a través de la filogenia (Albertini et al., 2019). Por eso, recientemente se ha propuesto que
apomixis y sexualidad podrian constituir caracteristicas ancestrales polifénicas (i. e. fenotipos
alternativos inducidos por el ambiente), y que ambos fenismos habrian estado presentes en el
altimo ancestro extinto comun de los eucariontes (Albertini et al., 2019). Se propuso que este
eucarionte unicelular primitivo fue posiblemente asexual de manera ciclica, o sea, en
condiciones favorables producia esporas no reducidas activas por mitosis y en condiciones de
estrés esporas reducidas latentes por meiosis (Albertini et al., 2019). Mas aun, los tres
principales componentes de la apomixis (apomeiosis, diferenciacion de gametas no reducidas, y
partenogénesis) podrian haber evolucionado simultAaneamente como innovaciones mitéticas de
la fisién procariotica (Carman, 2007; Carman et al., 2011). Por lo tanto, esta hipétesis novedosa
plantea que la apomixis y la sexualidad pueden haber coexistido en los organismos ancestrales,
siendo las funciones asexuales mucho mas antiguas (3,95 Ga) (Tashiro et al., 2017). La visién
de la apomixis y la sexualidad como polifenismos sugiere que la apomixis no ocurre en muchos
linajes eucariotas sexuales obligados actuales porque una o varias modificaciones genéticas o
epigenéticas han silenciado el interruptor sexualidad-apomixis primitivo operado por el

ambiente, o porque en numerosas especies se ha perdido la capacidad molecular para el
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desarrollo apomictico, sin que esto implique una disminucién decisiva en la capacidad de

adaptacion y supervivencia.
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Figura I.1: Distribucion de los principales tipos de apomixis entre los érdenes de plantas con flores. Panel
izquierdo: Arbol filogenético que muestra la distribucién de la apomixis en las angiospermas. Los linajes filogenéticos
gue exhiben una apomixis confirmada por numerosas metodologias estan indicados como brazos marcados en rojo.
A: aposporia, D: diplosporia; E: embrionia adventicia. Adaptado de Hojsgaard et al. (2014) y Le6n-Martinez y Vielle-
Calzada (2019). Panel derecho: ejemplos de especies apomicticas pertenecientes a diferentes géneros (Fei et al.,
2019).

[.1.3- Desarrollo sexual

Para comprender la apomixis y sus rasgos distintivos, resulta necesario repasar
brevemente las caracteristicas del sistema de reproduccién sexual de las angiospermas. Las
plantas terrestres exhiben un ciclo de vida complejo que varia entre una fase esporofitica
diploide (la planta misma, 2n) y una fase gametofitica haploide (el grano de polen y el saco
embrionario, n). El desarrollo de los gametofitos femeninos esta precedido por la

megasporogénesis, cuya finalizacion marca el comienzo de la fase gametofitica. Si bien hay
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una gran cantidad de patrones de megasporogénesis en las plantas (Gifford y Foster, 1989), las
angiospermas exhiben tres esquemas principales: monospérico (tipo Polygonum), bispérico
(tipo Alisma) y tetraspodrico (tipo Drusa), segun el nimero de macrdsporas que intervienen en su
formacion, y el numero de divisiones mitéticas que se producen (Maheshwari, 1950; Johri et al.,
1992). Los sacos embrionarios monosporicos se forman a partir de una sola megéspora
uninucleada; en los bispéricos hay dos megasporas funcionales que sufren dos mitosis y los
ocho nucleos resultantes se ubican igual que en el caso de Polygonum; en el caso de los sacos
tetraspéricos los cuatro productos de la meiosis participan en la formacion del saco (Huang y
Russell, 1992). La Figura 1.2 ilustra los eventos que conducen a la formacion de la forma mas
comun de saco embrionario, el tipo Polygonum, el cual se encuentra en >70% de las plantas
con flores, incluyendo la especie modelo Arabidopsis thaliana, las gramineas Zea mays (maiz)
y Oryza sativa (arroz), y otras especies de cultivos importantes (Hand y Koltunow, 2014).

El desarrollo sexual femenino consta de dos fases, la megaesporogénesis, que involucra
la formacién y maduraciéon de los productos de la meiosis, y la megagametogénesis, que
comienza con la division endomitética de los productos de la meiosis y prosigue con la
celularizacién y maduracion (diferenciacion) del saco embrionario (megagametofito). La
megaesporogeénesis se inicia cuando, durante el desarrollo temprano del évulo en el gineceo
esporofitico, una Unica célula especializada de la nucela, la célula arquesporial, se diferencia
como célula madre de la megaspora (CMM, Figura 1.2). Durante la diferenciacién, la CMM se
agranda, se alarga y su tamafio nuclear se duplica (She et al., 2013). Esta célula se divide luego
por meiosis para formar cuatro megasporas reducidas (n). En el caso del desarrollo
monosporico, que es el mas comun, tres de las megasporas, generalmente las mas cercanas al
extremo micropilar, degeneran, permaneciendo funcional una sola megaspora (MF). Después
de su establecimiento, la MF inicia un proceso de desarrollo sintetizado bajo el término de
megagametogénesis, para generar el gametofito femenino maduro (Figura 1.2). La
megagametogénesis del tipo Polygonum consta de tres rondas de divisiones mitéticas
sucesivas, acompafiadas de un posicionamiento nuclear a lo largo del eje micropilar-chalazal,
para dar lugar al saco embrionario. Durante la celularizacion, dos ndcleos (nucleos polares),
cada uno de ellos originario de cada polo, migran hacia el centro del gametofito femenino en
desarrollo y se fusionan antes o después de la fertilizacion de la célula central (Yadegari y
Drews, 2004). De esta manera, el saco embrionario queda formado por ocho nucleos haploides
(n) contenidos en siete células: la ovocélula, que por fecundacioén daré origen al embrién; dos

sinérgidas, que tienen un papel en la atraccion, recepcion y terminacion de crecimiento del tubo
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polinico y en la descarga del nicleo espermatico (Higashiyama et al., 2001; Boisson-Dernier
et al., 2008; Kessler y Grossniklaus, 2011; Liu et al., 2016); una célula central binucleada,
precursora del endospermo; y tres antipodas, que podrian ser necesarias para la transferencia
de nutrientes desde la nucela al gametofito femenino, pero cuya funcién est4 adn poco clara
(Hand y Koltunow, 2014; Serbes et al., 2018). El desarrollo sexual masculino también consta de
dos fases: la microsporogénesis y la microgametogénesis. Se da en las anteras, donde no
existe la misma restriccion estricta observada en el 6vulo respecto del numero de células que
van a seguir un destino gameético. La meiosis sucede en los microesporocitos o células madre
de las microsporas, que se diferencian en gran nimero dentro del tejido esporadgeno de las
anteras. Cada uno de los productos de la meiosis desarrolla un grano de polen con una célula
generativa y otra vegetativa, producto de la division mitética del nicleo microspdérico. La célula
generativa se divide una vez mas para originar dos células espermaéticas.

El desarrollo de la semilla se inicia después de un proceso de doble fecundacién (Figura
1.2). El polen germina sobre el estigma de la flor, formando un tubo polinico que crece por el
estilo y entra al évulo a través de la micrépila. Los nlcleos esperméticos ingresan al saco
embrionario después de la penetracidén del tubo polinico, a través de una sinérgida. Uno de los
nucleos generativos espermaticos (n) 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
nucleos polares para originar el endospermo (2n + n), un tejido que proporciona recursos
esenciales para el desarrollo del embrién (Berger et al., 2008). De esta manera la reduccién
meidtica se complementa con la fecundacién, que restaura el nimero cromosémico diploide de
la especie. La fusién de dos gametos haploides Unicos, derivados de la distribucién al azar del
material genético durante las meiosis femenina y masculina, resulta en la generacion de un

nuevo individuo con una constitucion genética particular.

I.1.4- Desarrollo apomictico

La apomixis evita infaliblemente la reduccién meiética (apomeiosis) y la fertilizaciéon del
Ovulo (partenogénesis), evadiendo los mecanismos que crean variacion genética durante la
reproduccion sexual, pero manteniendo los beneficios de la dispersion de semillas (Koltunow y
Grossniklaus, 2003). Los mecanismos de apomixis se clasifican histéricamente en dos
categorias, como esporofiticos 0 gametofiticos, en funcioén de si el embrién clonal se desarrolla
a partir de: a) células somaticas diploides de la nucela o de los tegumentos del 6vulo; 0 b) un

gametofito (saco embrionario) no reducido (Nogler, 1984; Koltunow, 1993).

INTRODUCCION 6




Durante la apomixis esporofitica, también conocida como embrionia adventicia, muy
comun en los citricos, el desarrollo del saco embrionario sigue la via sexual tipica de las
angiospermas. Sin embargo, durante la mitosis de la megaspora funcional, algunas células
somaticas (2n) del évulo que rodean al saco embrionario en formacion, se diferencian y adoptan
un destino celular embriogénico. Estas células inician un proceso de embriogénesis somatica,
formando multiples embriones de forma globular que pueden desarrollarse hasta la madurez
solo si el saco embrionario derivado sexualmente es fertilizado, ya que los embriones sexuales
y asexuales comparten su endospermo nutritivo (Hand y Koltunow, 2014). Las células nucelares
destinadas a formar embriones son morfolégicamente distinguibles de las otras células
nucelares normales por tener un ndcleo grande y un citoplasma denso. Se desconoce el
mecanismo fisioldgico por el cual se determina el destino de estas células para que se
transformen en iniciales embrionarias (Koltunow, 1993). Cominmente, la apomixis esporofitica
produce embriones multiples en cada semilla, considerandosela una forma de poliembrionia. El
embrion derivado sexualmente puede o no madurar o germinar (Koltunow et al., 1995, 1996).

En la apomixis gametofitica, el desarrollo femenino involucra siempre la formacién de un
saco embrionario no reducido (2n), que difiere en algunos aspectos del gametofito femenino
haploide (n) generado a partir de la megaspora funcional (Nogler, 1984; Koltunow vy
Grossniklaus, 2003; Ledn-Martinez y Vielle-Calzada, 2019). La principal alteracion es que los
nucleos que lo conforman no han pasado por el proceso meiético, y por lo tanto no han reducido
su contenido de ADN. En las especies apomicticas gametofiticas, la gametogénesis masculina
generalmente no se ve afectada, ya que en mas del 90% de los casos se requiere polen
funcional para la formacion de endospermo viable. Dentro de esta categoria de apomixis, es
necesario hacer una distincion entre diplosporia y aposporia.

En la apomixis gametofitica diplospérica, el saco embrionario no reducido se origina de
una célula generativa (CMM) ya sea directamente por mitosis (tipo Antennaria) o indirectamente
por modificaciones en la meiosis (tipo Taraxacum e Ixeris) (Nogler, 1984; Crane, 2001). En la
diplosporia mitética (tipo Antennaria), la forma mas difundida, la CMM no inicia la meiosis, y
después de una larga interfase, se produce un crecimiento y pronunciada vacuolizaciéon que
resulta directamente en la primera mitosis de la megagametogénesis. Asi, la CMM funciona
como una megaspora no reducida (2n). Luego se producen dos mitosis mas, las cuales dan
origen a un saco embrionario maduro (con todos los nucleos no reducidos) (Nogler, 1984). En la
diplosporia tipo Taraxacum, la CMM entra en la profase mei6tica, pero debido a una asinapsis,

los cromosomas permanecen sin aparearse en forma de univalentes quedando dispersos en
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todo el eje en metafase |y, por lo tanto, sin migrar hacia los polos. Luego de la primera divisién
meidtica, los cromosomas univalentes quedan confinados en un nucleo comun de restitucion.
Por lo tanto, la segunda division meidtica resulta, después de la citocinesis, en una diada no
reducida en lugar de una tétrada reducida. Por lo general, en la célula del extremo chalazal de
la diada, se llevan a cabo tres mitosis que conducen a la formaciéon de un saco embrionario de
ocho nucleos (Figura 1.2). Se han descripto otros dos tipos de diplosporia meio6tica, tipo Ixeris y
tipo Allium, pero son menos frecuentes que el tipo Taraxacum (Nogler, 1984; Savidan, 2000;
Crane, 2001).

En la apomixis gametofitica apospérica, los sacos embrionarios no reducidos se originan
a partir de las células somaticas del évulo, habitualmente de la nucela (Nogler, 1984; Koltunow
y Grossniklaus, 2003). Estas células se diferencian como células iniciales de la aposporia (IAs),
se reconocen debido al crecimiento y agrandamiento de su nucleo, especialmente su nucleolo,
y por una vacuolizacion que causa compresion y reabsorcion de las células adyacentes, tanto
generativas como vegetativas (Nogler, 1984). Las IAs parecen tener identidad de megaspora no
reducida, y luego de varias divisiones mitéticas son capaces de formar sacos embrionarios no
reducidos con diferente morfologia segun la especie considerada: tipo Hieracium (Rosenberg,
1908, 1930), tipo Panicum (Warmke, 1954), y algunas variantes tipicas del género Paspalum
(Quarin y Burson, 1991). En la aposporia tipo Hieracium el saco embrionario se forma después
de tres divisiones mitéticas, dando lugar al surgimiento de ocho nudcleos que se distribuyen
hacia ambos polos, conformando una estructura similar a los sacos embrionarios de tipo
Polygonum presentes en las especies sexuales. La diferencia con estos ultimos radica sélo en
la falta de reduccion de los nucleos integrantes (Figura 1.2). Los sacos embrionarios tipo
Panicum se forman a partir de células de la nucela del 6vulo, las cuales, mediante dos mitosis
consecutivas, dan origen a cuatro nucleos que se localizan en el polo micropilar. Luego de la
celularizacion, estos nucleos se diferencian para formar dos sinérgidas, una ovocélula y una
célula central uninucleada. Asi, los sacos apospoéricos de tipo Panicum carecen de antipodas
(Figura 1.2). En las variantes de tipo Paspalum el proceso es similar al de Panicum, pero los
sacos que se forman son tetra o pentanucleados, y contienen una ovocélula, una o dos
sinérgidas y dos nucleos polares. La apomixis aposporica esta ampliamente distribuida entre las
Gramineas. Muchas de ellas poseen el tipo Panicum de desarrollo de saco embrionario
(gramineas tropicales y subtropicales), mientras que otras poseen sacos embrionarios del tipo
Hieracium (Savidan, 2000). En algunas especies, como Pennisetum spp. (Wen et al., 1998) o

Hieracium spp. (Tucker et al., 2001) la iniciacion de la aposporia conduce al aborto completo del
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proceso sexual presente en el mismo 6vulo, mientras que en otras, como Brachiaria spp. o
Paspalum spp., tanto los sacos embrionarios sexuales como los aposporicos pueden
eventualmente aparecer juntos (Araujo et al., 2000). Es importante destacar que en las especies
aposporicas se pueden formar una, dos, tres o multiples células iniciales de la aposporia en un
ovulo individual, dando lugar a la formacion de un numero variable de sacos embrionarios
aposporicos que pueden 0 no coexistir con sacos meibticos provenientes de sexualidad,
dependiendo de la especie, el genotipo e incluso del évulo considerado.

En la apomixis gametofitica, el desarrollo del embrién es independiente de la fertilizacion
(partenogénesis), mientras que la formacion del endospermo puede requerir la fertilizacion de
los nlcleos polares (pseudogamia) o producirse de forma independiente (autonomia) (Savidan,
2000; Crane, 2001; Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Es importante notar que durante el desarrollo
sexual existe un estricto balance 2:1 en el nimero de juegos cromosOmicos maternos y
paternos, respectivamente, que son aportados durante la formacion del endospermo. Este
requerimiento es obligatorio, y esta controlado por algunos miembros de la familia de genes
Polycomb, los cuales desactivan la formacion del endospermo en caso que se detecte una
proporcibn materna paterna incorrecta. En las especies apomicticas que requieren
pseudogamia para la formacién del endospermo, se ponen en juego diferentes mecanismos
particulares que aseguran una formacion apropiada. Por ejemplo en Paspalum spp., el control
molecular ejercido sobre el balance materno: paterno 2:1 esta relajado, y el endospermo acepta
contribuciones en diferentes proporciones (Ortiz et al., 2013). En Eragrostis spp., la fecundacion
de un solo nacleo polar no reducido asegura el mantenimiento de la proporcion 2:1 (Meier et al.,
2011). En la Figura 1.2 se esquematizan y comparan los diferentes mecanismos de apomixis
mencionados con la reproduccion sexual.

La reproduccion sexual y la apomixis no son mutuamente excluyentes. Mientras que
todas las formas de apomixis son heredables, la mayoria de las plantas individuales exhiben el
rasgo como una alternativa a la reproduccion sexual (Ledn-Martinez y Vielle-Calzada, 2019).
Por otra parte, aunque con frecuencia se habla de sexualidad y apomixis como sistemas
excluyentes, en muchas especies ambos coexisten en una misma planta, e incluso en un
mismo Ovulo, pudiendo aparecer simultdneamente sacos embrionarios reducidos y no
reducidos. Una planta apomictica es considerada como facultativa cuando puede producir una
parte de su progenie por sexualidad. Las progenies de una planta facultativa pueden segregar
como clases maternas (progenie clonal 2n + 0) o clases aberrantes (hibridos BIl n + n, hibridos

Blll 2n + n o haploides n + 0), provenientes de reproduccion sexual (Asker y Jerling, 1992).
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Mientras los hibridos BIl (n + n) resultan de la union habitual de dos gametos reducidos, los
hibridos BIII (2n + n) se originan por fecundacion de una ovocélula no reducida con un gameto
masculino reducido y los haploides (n + 0) generados por partenogénesis a partir de una
ovocélula reducida (Savidan, 2000). Una planta es considerada apomictica obligada cuando el
100 % de su progenie es de origen materno, aunque esta condiciébn ha demostrado ser méas
tedrica que real, ya que todas las especies parecen retener una proporcion aunque sea minima
de sexualidad, que a veces es revelada Unicamente cuando se realizan andlisis de un gran

namero de descendientes (Nogler, 1984).
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Figura 1.2: Comparacién de la reproduccion sexual con las vias de desarrollo de la apomixis esporofitica y
gametofitica. Este diagrama compara el desarrollo de semillas por la via sexual o apomictica. CMM: célula madre de
la megéaspora; IA: inicial de la aposporia; MF: megéaspora funcional;, »indican nimeros de divisiones mitéticas. La
figura es una adaptacién de otras publicadas en Koltunow (1993) y Hand y Koltunow (2014).
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I.1.5- Control genético y epigenético

Los primeros estudios del control genético de la apomixis indicaban que era un caracter
heredable, pero no se conocian los genes o mecanismos involucrados en el mismo
(Gustafsson, 1946). Los andlisis genéticos llevados a cabo entre individuos apomicticos como
donantes de polen (parental masculino) y plantas sexuales como individuos maternos
demostraron que se heredaba como un rasgo dominante y que estaba controlada por un Gnico
locus (revisado en Savidan, 2002). Sin embargo, varios estudios posteriores confirmaron que
los distintos componentes de desarrollo de la apomixis, es decir, la apomeiosis (formacién de
lineas germinales no reducidas), la partenogénesis y eventualmente el desarrollo autbnomo del
endospermo, podrian estar bajo el control de loci independientes (Hand y Koltunow, 2014),
aungue en numerosas especies podrian estar asociados en un Unico linkat llamado ACR (regién
de control de la apomixis) (Grimanelli et al., 2001), que exhibe a menudo una fuerte supresién
de la recombinacién (Grossniklaus, 2001). Dicha condicién se asocia con la existencia de
regiones gendmicas heterocromaticas, hemicigotas y con fuertes tendencias a la divergencia
alélica (Leb6n-Martinez y Vielle-Calzada, 2019). Especies como Pennisetum squamulatum
(Akiyama et al., 2004), Paspalum simplex (Calderini et al., 2006) o Paspalum notatum (Stein et
al., 2007; Podio et al., 2012) codifican a los determinantes de la apomixis dentro de tales linkats,
lo que plantea un desafio para identificar los genes disparadores del caracter. Las ACRs suelen
contener secuencias repetitivas y ser ricas en transposones, como se ha informado para la
region genémica especifica de la aposporia (ASGR) en Pennisetum, el LOA en Hieracium, y el
locus que controla la apomixis (ACL “apospory controlling locus”) en Paspalum (Calderini et al.,
2006, Podio et al., 2012). Como resultado, se ha prestado mucha atencién a la organizacion y
transcripcion de estas secuencias repetitivas, ya que pueden explicar desviaciones funcionales
de la via sexual mediante una reorganizacién general de regiones gendmicas con posible
impacto en la expresion de genes (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

Una vez hechas estas consideraciones generales, vamos a resumir los resultados de los
estudios de control genético para los diferentes tipos de apomixis, con énfasis en los trabajos
que utilizaron mapeo genético de alta resolucion.

La apomixis esporofitica se hereda en forma simple, como un cardcter dominante
(lwamasa et al., 1967; Parlevliet y Cameron, 1959). No se ha estudiado ampliamente a nivel
molecular; sin embargo, parece genéticamente compleja (Garcia et al., 1999).

La apomixis diplospérica se encuentra controlada de manera variable, dependiendo de

la especie considerada. En Tripsacum es gobernada por un locus simple (Leblanc et al., 1995),
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habiéndose detectado varios marcadores ligados al mismo (Leblanc et al., 1995; Grimanelli et
al., 1998). Estos mismos marcadores fueron mapeados en una poblacion sexual diploide y se
localizaron en un segmento que demostré colinearidad con un sector homedlogo del genoma de
maiz correspondiente al cromosoma 6L (y duplicado en los cromosoma 3L y 8L) (Grimanelli et
al., 1998). En Taraxacum, varios loci independientes controlan las distintas etapas de la
apomixis diplosporica (apomeiosis, partenogénesis y desarrollo autbnomo del endospermo)
(Zavesky et al., 2007). Un refinamiento del mapa de ligamiento genético sugiri6 una posible
duplicacion de un supuesto gen DIP controlador de la diplosporia (Vijverberg et al., 2010). En
las especies diplospdricas Taraxacum y Erigeron, se identificaron dos loci independientes que
controlan la diplosporia y la partenogénesis (Van Dijk et al., 1999; Noyes y Rieseberg, 2000).
Recientemente, se determind que en Eragrostis curvula la diplosporia parece estar controlada
por un Unico locus, sinténico con los cromosomas 6 y 8 de maiz (nétese la similitud con el caso
de Tripsacum) y que el grado de expresividad del caracter esta asociado a dos QTLs que
mapean muy cercanos a la region de control (Zappacosta et al., 2019).

Por otra parte, la apomixis apospérica suele estar controlada por un Unico locus
dominante, que podria incluir a un Unico gen o a un grupo de genes ligados y coadaptados,
heredados de manera mendeliana pero sujetos a distorsiones de la segregacion (Ozias-Akins,
2006). Este patrén de herencia ha sido observado en especies como P. squamulatum (Dujardin
y Hanna, 1983; Ozias-Akins et al., 1998), Cenchrus ciliaris syn. Pennisetum ciliare (Sherwood et
al., 1994; Jessup et al., 2002), Panicum maximum (Ebina et al., 2005), Brachiaria sp. (do Valle y
Newsl, 1993; Miles y Escandon, 1997), Paspalum sp. (Martinez et al., 2001, Pupilli et al., 2004),
Ranunculus sp. (Nogler, 1995) y Hieracium sp. (Bicknell et al., 2000). Se trata de un locus
complejo, que podria contener varios genes ligados que actuarian conjuntamente como una
sola unidad genética, debido a una fuerte restriccion de la recombinacion. Esta regién genémica
especifica no recombinante que controla la aposporia (ACL) se estudié en detalle en B.
brizantha (Pessino et al., 1997, 1998), P. squamulantum (Ozias-Akins et al., 1998; Akiyama et
al., 2005; Conner et al., 2008), P. simplex (Pupilli et al., 2001, 2004), P. notatum (Stein et al.,
2004, 2007; Podio et al., 2012), Hypericum perforatum, Poa pratensis y Hieracium spp. En B.
brizantha, consiste en un extenso bloque no recombinante rodeado por una region sinténica al
cromosoma 2 de arroz (Pessino et al., 1997, 1998). En P. squamulatum es también un sector no
recombinante de ~50 Mpb, heterocromético y hemicigota (Ozias-Akins et al., 1998; Roche et al.,
1999; Akiyama et al., 2004, 2005). Un 2% de este sector fue clonado y secuenciado,

determinandose que contiene abundantes retrotransposones (Conner et al., 2008). En P.
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simplex, también consiste en un blogque no recombinante, en cuyo interior se han detectado
marcadores moleculares cosegregantes que mapean en la region subtelomérica del brazo largo
del cromosoma 12 de arroz (Pupilli et al., 2001, 2004). En P. notatum, es un sector no
recombinante que involucra ~36 Mpb, integrado por un sector sinténico al cromosoma 12 de
arroz insertado dentro de otro sinténico al cromosoma 2 de arroz (Pupilli et al., 2004; Stein
etal., 2007; Podio etal, 2012; Siena etal., 2014a). Esta regibn esta extensivamente
rearreglada por inversiones, translocaciones y/o insercion de retroelementos de baja y alta
copia (Stein et al., 2007; Podio et al., 2012), caracteristicas muy consistentes con la pérdida de
recombinacion detectada por mapeo genético y con las relaciones de segregacién distorsionada
observadas en la especie (Martinez et al., 2003). Varios marcadores de AFLP y dos marcadores
SCAR completamente ligados al caracter en P. notatum estan presentes en un grupo de plantas
apomicticas de diversos origenes geograficos, lo que sugiere que la estructura del segmento
cromosémico que porta el caracter aposporia esta altamente conservada en las razas
apomicticas de la especie (Rebozzio et al., 2011). En Hypericum perforatum, Poa pratensis y
Hieracium praealtum, la aposporia y la partenogénesis estan controladas por dos loci
independientes (Albertini et al.,, 2001; Catanach et al., 2006; Schallau et al., 2010; Koltunow
et al.,, 2011; Ogawa et al., 2013). En Hypericum perforatum los estudios de mapeo genético
detectaron un locus llamado HAPPY que cosegrega con la aposporia pero no con la
partenogénesis, y que es parcialmente homologo al gen ARI7 de Arabidopsis thaliana (Schallau
etal.,, 2010), que codifica al dedo RING Ariadne 7. En Poa pratensis, los estudios de
segregacion revelaron la existencia de individuos capaces de completar la partenogénesis en
ausencia de aposporia, para dar lugar a la formacién de progenie haploide, lo que demuestra
que los genes que controlan ambos procesos son independientes (Albertini et al., 2001). En
Hieracium praealtum, un miembro del subgénero Pilosella, la apomixis es controlada
independientemente por dos loci desvinculados: PERDIDA DE APOMEIOSIS (LOA) y PERDIDA
DE PARTENOGENESIS (LOP). Mientras que LOA es necesario para la apomeiosis y la
supresion de todas las megasporas derivadas de sexualidad, la actividad de LOP es necesaria
para el desarrollo autbnomo del embridn y del endospermo (Catanach et al., 2006; Koltunow et
al., 2011). La supresion de LOA o LOP resulta en una reversién parcial a la sexualidad
(Catanach et al., 2006; Koltunow et al., 2011), sugiriendo que la apomixis se superpone a la via
sexual, la cual permanece funcional en ausencia de apomixis (Koltunow et al., 2013). Ademas,

los estudios genéticos en Hieracium han revelado que la formacion auténoma del endospermo
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también puede segregar independientemente de los otros dos componentes apomicticos
(Ogawa et al., 2013).

Dado que no existe una correspondencia entre los marcadores moleculares de RFLPs
que han sido asociados a las diferentes formas de apomixis gametofitica (aposporia y a la
diplosporia) (Leblanc et al., 1995; Pessino et al., 1997; Pupilli et al., 2001, 2004), los resultados
hasta el momento parecen indicar que ambas formas de apomixis estan gobernadas por genes
diferentes (Grimanelli et al., 2001), lo que coincide con las diferencias observadas en el
desarrollo entre ambos modos de reproduccion. Mientras los ortélogos de los genes que
controlan la diplosporia estarian ubicados en los cromosomas 6/8 de maiz y 5 de arroz, los de
los que gobiernan la aposporia se localizarian en los cromosomas 5 de maiz y 2/12 de arroz.
Sin embargo, la posibilidad de microarreglos que hayan localizado los mismos genes en
entornos genémicos diferentes no puede aln descartarse. Por otra parte, la frecuente aparicion
de aposporia y diplosporia en distintas especies de las mismas familias hace pensar que las
vias de control de ambos modos de reproduccion estan relacionadas, aunque los disparadores
parecen ser otros.

La mayoria de las plantas apomicticas son poliploides, por lo que inicialmente se
propuso que el caracter podria haber surgido en la evolucibn como consecuencia de la
hibridacion y/o la duplicacién de los genomas (Carman, 1997). Sin embargo, aunque casi
siempre la apomixis aparece asociada a la poliploidia, esta claro que el aumento de juegos
cromosomales por si mismo no es suficiente para inducir apomixis, ya que no todas las plantas
poliploides son apomicticas, aun aquellas pertenecientes a especies donde el caracter esta
presente. Mas auln, en varias de las especies apomicticas caracterizadas genéticamente, los
determinantes de la apomixis son hemicigotas y aparecen en dosis simples (revisado en Hand y
Koltunow, 2014). No obstante, varios estudios han sefialado una fuerte conexion entre la
poliploidia y/o la hibridacion y las variaciones de expresividad de la apomixis (Horandl y
Hojsgaard, 2012, Zappacosta et al.,, 2014; Lovell et al., 2013). Estas variaciones fueron
asociadas a la existencia de diferentes entornos epigenéticos caracteristicos del genoma
diploide y poliploide (Ochogavia et al., 2009; Zappacosta et al., 2014). Como veremos a
continuacion, el paisaje epigenético parece afectar de manera decisiva la progresion de algunas
etapas de la apomixis, y ésta podria ser la causa por la cual un aumento en los juegos
cromosomales (y el consecuente cambio epigenético que conlleva) induce una mayor

expresividad del caracter.
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La regulacion epigenética es probablemente responsable de la respuesta reproductiva a
factores abidticos en plantas con flores, controlando las decisiones sobre el desarrollo y el
destino celular a través de modificaciones de la cromatina o la metilacion del ADN. Se refiere a
las variaciones heredables en el patron de expresion fenotipica/génica resultante de la
modificacion quimica del ADN y las histonas y en los mecanismos de biogénesis de ARNs
pequefios, que transcurren sin que se produzcan cambios en la secuencia de nucle6tidos
subyacentes (Kumar y Singh, 2016). Varios estudios han proporcionado evidencia revelando
que los mecanismos dependientes de ARN pequefios juegan un rol importante en la
especificacion celular dentro del évulo (Schmidt et al., 2015; Wang y Koéhler, 2017; Martinez y
Kohler, 2017), lo que tendria profundas implicancias en el establecimiento del linaje del
gametdfito femenino durante la reproduccion sexual y apomictica (Ledn-Martinez y Vielle-
Calzada, 2019). Ademas, la asociacién de la apomixis apospdrica con una regién genémica
heterocromatica rica en retrotransposones plantea la posibilidad intrigante de que la estructura
de la cromatina y/o los ARN de interferencia (Lippman et al., 2004) puedan desempefiar un
papel en el control de su expresién génica.

Las vias de metilacion del ADN dependiente de ARN (RdDM) que actlan durante la
reproduccion femenina son esenciales para el desarrollo reproductivo en las plantas y pueden
representar reguladores claves en la diferenciacion de la reproduccion apomictica y sexual. Las
proteinas ARGONAUTA (AGO) estan involucradas en la regulacion del genoma mediada por
una gran variedad de ARN pequefios, tales como microARNs y ARN pequefios de interferencia
(Mallory y Vaucheret, 2010), con funciones especificas durante la reproduccién (Bourchis y
Voinnet, 2010; Feng et al., 2010). Entre ellas, el clado AGO4 (compuesto por AGO4, AGOSG,
AGO8 y AGO9 en A. thaliana) esta activo en la via RdDM, la cual regula el silenciamiento
transcripcional de transposones y repeticiones mediante la metilacién del ADN y la formacion de
heterocromatina (Law y Jacobsen, 2010). Las mutaciones defectivas de los miembros del clado
AGO4 de A. thaliana conducen a fenotipos similares al apospérico, donde las células
esporofiticas soméaticas dan lugar a gametofitos femeninos derivados de apomeiosis (Olmedo-
Monfil et al., 2010; Hernandez-Lagana et al., 2016). EI mismo fenotipo se encontré en mutantes
que afectan a miembros adicionales de la via RdDM (Olmedo-Monfil et al., 2010; Hernandez-
Lagana et al., 2016). Estos hallazgos sugieren que el silenciamiento de las regiones repetitivas
heterocromaticas puede ser crucial para distinguir el desarrollo sexual del apospérico (Ledn-
Martinez y Vielle-Calzada, 2019). Efectos epigenéticos similares fueron encontrados en maiz,

donde mutaciones en AGO104 (homoélogo al AGO4 de A. thaliana), también dan lugar a
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gametos formados por apomeiosis (Garcia-Aguilar et al., 2010). Ademas, los fenotipos de
mutantes que afectan las metiltransferasas de ADN, DMT102 y DMT103, también evocan a la
aposporia (Singh et al., 2011), incluyendo la formacion de sacos embrionarios extra y gametos
no reducidos, lo que supone un rol esencial de la via de RdDM en la identidad de las células
germinales. Por otra parte, se puede inducir una partenogénesis artificial manipulando la
proteina especifica del centrémero CENH3 (Ravi y Chan, 2010), indicando que los mecanismos
complejos de remodelacion de la cromatina, incluida la carga heterocrénica de CENH3 junto
con la variacién en la metilaciéon del ADN, pueden afectar la partenogénesis natural (Grimanelli,
2012). De hecho, en Paspalum ya se reporté un primer informe de reversion del fenotipo
partenogenético en una planta apomictica natural, inducido por una variacion de los patrones de
metilacién del genoma (Podio et al., 2014a). Mientras el analisis de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) junto con la inmunodeteccion de 5-metilcitosina (5 mC) revel6 una fuerte
metilacién del ADN en el ACR de Paspalum spp., la demetilacion del genoma completo con 5’
azacitidina mostré un aumento significativo en la formacién de hibridos Blll, lo que sugiere que
la fuerte metilacion asociada a la ACR es necesaria para que ocurra la partenogénesis (Podio et
al., 2014a).

I.1.6- Estudios gendmicos y transcriptémicos

La fuerte restriccion de la recombinacién observada frecuentemente en la region
gendmica que controla la apomixis (ACR), que la convierte en una “caja negra” de entre 30 y 50
Mpb, complicé las estrategias de clonado posicional de los genes responsables de gobernar el
caracter. Los primeros intentos de caracterizacion por secuenciacion de la ACR consistieron en
largas y trabajosas caminatas gendmicas parciales (Podio et al.,, 2012) y/o el clonado y
secuenciacion de grandes clones incluidos en cromosomas artificiales de bacterias (BACs), que
cubrian s6lo una parte menor de la misma (Conner et al., 2008, Calderini et al., 2006). A causa
de estas restricciones, muchos proyectos de investigacién se reorientaron a identificar genes
diferencialmente expresados en tejidos reproductivos de plantas apomicticas y sexuales, y a
comprobar cuales de ellos mapeaban posicionalmente dentro de la ACR, para intentar
identificar los genes que disparan el caracter.

En los ultimos afios, el avance sin precedentes en las técnicas de secuenciacion masiva
permiti6 secuenciar numerosos transcriptomas y genomas completos de una variedad de
genotipos apomicticos y sexuales, posibilitando que los transcriptos diferencialmente

expresados se mapearan in silico directamente dentro de la secuencia del genoma, y que se
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determinara su asociacién posicional con la ACR. A su vez, la identificacién de la ACR dentro
de los genomas secuenciados puede hacerse en base al mapeo in silico de marcadores
moleculares que han sido previamente asociados al caracter por mapeo genético tradicional en
poblaciones segregantes. Permanece aun sin resolver el problema de que la region gendmica
involucrada es de gran tamafo y contiene cientos de genes candidatos, varios de los cuales
presentan expresion diferencial. Por lo tanto, los disparadores del caracter permanecen sin
identificar, aunque se han hecho avances muy importantes en la determinacion de la identidad
de genes que controlan etapas especificas y que podrian ser usados como herramientas para
dispararlas, solos o en combinacion.

Los primeros trabajos de transcriptomica, realizados mediante el uso de representacion
diferencial (DD por “differential display”), se limitaron a identificar unos pocos genes
relacionados con el desarrollo apomictico (Vielle-Calzada et al., 1996; Leblanc et al., 1997;
Pessino et al., 2001; Rodriguez et al., 2003). Luego se procedié a analizar en forma mas
exhaustiva la relacién entre los transcriptomas florales de genotipos sexuales y apomicticos por
DD o cDNA-AFLP, lo que permiti6 detectar decenas de genes candidatos diferencialmente
expresados en tejidos reproductivos en las especies Poa pratensis (Albertini et al., 2004;
Albertini et al., 2005), Paspalum notatum (Laspina et al., 2008), Boechera spp. (Sharbel et al.,
2009), Paspalum simplex (Polegri et al., 2010) y Hieracium spp (revisado en Ortiz et al., 2013).
Con el advenimiento de la era posgendmica, las tecnologias de secuenciacion de proxima
generacion han posibilitado nuevos caminos en el descubrimiento de genes, incluidos los
responsables de la megaesporogénesis, megagametogénesis, partenogénesis y desarrollo
independiente de endospermo. Se han generado transcriptomas florales de referencia para
genotipos apomicticos y sexuales de P. notatum y Eragrostis curvula, y se los ha comparado
para producir extensas listas de entre 1700 y 3000 genes diferencialmente expresados a lo
largo del desarrollo (Ortiz et al., 2017, Garbus et al., 2017). En P. notatum se han construido 24
bibliotecas transcriptomicas que cubren cuatro etapas clave del desarrollo reproductivo para
ambos tipos de reproduccion (apomictico y sexual), que ya estan publicamente disponibles en
el repositorio del NCBI (nimero de accesion PRINA511813), cuyo ensamblado y comparacion
se reportara proximamente (Silvina Pessino, comunicacion personal). Para Boechera spp. y P.
notatum, se construyeron bases de datos publicas de sRNA, que se usaron para identificar
genes diferencialmente modulados por mecanismos epigenéticos (Amiteye et al., 2011; Ortiz et
al., 2019). Para Hieracium spp. se desarroll6 un recurso gendmico y transcriptdbmico, que

incluye plantas sexuales y apomicticas, asi como mutantes que exhiben reversion a la
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reproduccion sexual (Rabiger et al., 2016). Mas aun, se han secuenciando y ensamblando
genomas de especies apomicticas de interés, como es el caso de Boechera (Brukhin et al.,
2018), Eragrostis curvula (Carballo et al., 2019) y Paspalum (Juan Pablo Ortiz, comunicacién
personal).

[.1.7- Estudios funcionales

Las comparaciones del transcriptoma floral de genotipos sexuales y apomicticos, junto
con los estudios de hibridacion in situ de tejidos y el mapeo posicional de candidatos, han
permitido seleccionar algunos genes que se revelaron como fuertes candidatos a controlar
etapas especificas del desarrollo apomictico. Se estan utilizando diferentes metodologias para
estudiar su funcién, mediante analisis fenotipico de mutantes y/o transformantes con expresion
disminuida y/o aumentada. Todavia existen relativamente pocos estudios de este tipo, pero se
han obtenido algunos logros importantes, que sientan una base soélida para futuros analisis. Los
mMismos se resumen a continuacion:

— El gen candidato N20 (Laspina et al., 2008), que se expresa diferencialmente en plantas
apomicticas y sexuales de P. notatum, resulté ser un ortélogo putativo de dos de los integrantes
de la familia LORELEI de A. thaliana (que codifica una proteina anclada a GPI). Una variante
del gen esta sobreexpresada en el aparato oosférico de plantas apomicticas. En base a los
estudios de mutantes del gen LORELEI, que indican que el mismo estd implicado en la
descarga del nucleo espermatico en la ovocélula, se ha inferido que N20 (luego renombrado
GAP1) podria ser responsable de inhibir dicho proceso en plantas apomicticas, dificultando el
proceso de fecundacion y favoreciendo el desarrollo de embriones clonales por partenogénesis
(Felitti et al., 2011).

— El gen candidato SERK (Albertini et al., 2005), un receptor de tipo kinasa, se expresa
ectépicamente en la nucela de plantas apomicticas de Poa pratensis (Albertini et al., 2005) y
Paspalum notatum (Podio et al., 2014b). Ha sido asociado con la adquisiciébn de un destino
gamético de las células nucelares y/o con la partenogénesis, ya que en diversas especies se lo
reporté como un inductor de la totipotencia celular, y se determind que esta relacionado con la
via de los brasinosteroides y la respuesta ambiental (revisado en Santos y Aragéo, 2009).

— Elgen APOSTART, contiene un dominio START de unién a lipidos y esta involucrado en
la meiosis. APOSTART fue asociado con la apomixis, y sus transcriptos son detectables

especificamente en las células iniciales de la aposporia y en los sacos embrionarios en Poa
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pratensis. Se ha sugerido que APOSTART puede estar relacionado con la muerte celular
programada en las megaesporas no funcionales y en los eventos de degeneracion de las
células nucelares que permiten el agrandamiento de los sacos embrionarios maduros
(Barcaccia et al., 2001; Albertini et al., 2005). También se han encontrado ort6logos de
APOSTART en A. thaliana. La caracterizacion funcional de estos genes en Arabidopsis mostré
su participacion en el saco embrionario y el desarrollo del embrion (Barcaccia y Albertini, 2013).

— El gen BABY BOOM, un miembro de la familia de los factores de transcripcion AP2, se
encuentra en el locus de la apomixis en P. squamulatum (PsASGR-BBM:-like), es activo en los
ovulos y desencadena la partenogénesis (Akiyama et al.,, 2011; Conner et al., 2015). El
silenciamiento de PsASGR-BBML en plantas apomicticas transgénicas de ARNi altera las
capacidades partenogenéticas del embrion, mientras que la expresion ectdpica en los évulos de
las plantas sexuales desencadena la formacion de progenie haploide (Conner et al., 2015). La
expresion de PsASGR-BBML también puede inducir partenogénesis en maiz y arroz, pero no
en A. thaliana (Conner et al., 2017), lo que sugiere que la represién de la division autébnoma de
ovulos en dicotileddéneas podria implicar mecanismos diferentes de aquellos prevaleciente en
monocotiledéneas.

— El gen ORC3 (COMPLEJO DE RECONOCIMIENTO DE ORIGEN) codifica una proteina
que forma parte del complejo multiproteico que controla la replicacion del ADN vy la
diferenciacién celular en eucariotas. ORC3 (subunidad 3 de ORC), es requerido para la
formacion de endospermo en especies sexuales, y es el blanco que media el estricto control de
la contribucion genética materna:paterna ejercida por el complejo POLYCOMB. En plantas
apomicticas podria estar regulado por un mecanismo de silenciamiento trans desencadenado
por un pseudogen ORC3 localizado en ACR (Siena et al., 2016).

— El gen MAP3K PN_QGJ, una MAP3K gue esta sobreexpresada en la nucela distal de
plantas apospdricas, es esencial para el desarrollo aposp6rico en P. notatum, ya que su
inhibicibn mediante ARNi resulta en tasas de formaciéon de sacos embrionarios aposporicos
significativamente reducidas con respecto a los niveles detectados en plantas apospoéricas de

tipo silvestre y controles de transformacion (Mancini et al., 2018).

Por otro lado se han identificado genes cuya modulacién mimifica algunas etapas de la
reproduccion apomictica a partir del estudio de mutantes de A. thaliana. Usandolos, varios

grupos de investigadores estan intentando producir plantas transgénicas con reproduccién
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clonal artificial. A continuaciéon se describen brevemente genes candidatos o mutaciones que
afectan varios componentes de la via apomictica:

- La triple mutante MiMe (mitosis en lugar de meiosis) en A. thaliana, que combina las
mutantes Ods1, Atspoll-1y Atrec8, produce gametos diploides viables que son genéticamente
idénticos a sumadre (D’Erfurth et al., 2009; Marimuthu et al., 2011).

- El gen FIE, fertilizacion independiente del endospermo, es un importante miembro del
grupo POLYCOMB, al igual que FIS. Mutaciones en FIE, permiten el desarrollo autbnomo del
endospermo en ausencia de fertilizacion (Ohad et al., 1999; Liu et al., 2012).

- Los genes DYAD/SWITCHL1 son importantes para la megaesporogénesis. DYAD es
requerido para la organizacion del cromosoma meiético y la progresion meiética femenina, y
SWITCHL1 es importante para que la célula madre de la megaspora sufra division mitética en

lugar de meiosis (Agashe et al., 2002; Sezer et al., 2016).

[.1.8- La apomixis y la agricultura

A pesar de su amplia distribucién en las plantas con flores, la apomixis no esta presente
en muchas especies de interés agronémico, a excepcién de varias gramineas forrajeras, la
mandioca, la manzana, los citrus, el mango y las fresas (Spillane et al., 2001; Ortiz y Pessino,
2002). Sin embargo, es un caracter de gran interés para la agricultura por su potencial para ser
utilizado para acelerar el mejoramiento de cultivos, lo que permitiria aumentar significativamente
la produccién de alimentos a nivel mundial. El impacto potencial que tendria la introgresion del
caracter en la agricultura ha sido ampliamente discutido (Hanna, 1995; Hanna y Bashaw, 1987;
Savidan, 2000; Spillane et al., 2001; Toenniessen et al., 2001; Barcaccia y Albertini, 2013).

En la naturaleza, el uso combinado de la sexualidad y la apomixis constituye una
estrategia reproductiva versatil, que le permite a las plantas variar en contextos desfavorables y
reproducir clonalmente hibridos superiores adaptados a ambientes especificos (Asker y
Jerlings, 1992). Las mismas ventajas pueden aplicarse a los programas de mejoramiento
vegetal. En especies donde ambos modos de reproduccion estan presentes, se puede generar
variabilidad mediante cruzamientos entre madres sexuales y padres apomicticos, para luego
seleccionar hibridos F1 élite de reproduccion clonal (Barcaccia y Albertini, 2013). Tales
esquemas ya vienen desarrolldndose con mucho éxito en especies forrajeras del género
Paspalum comercializadas en Sudamérica y Oceania (Acufa et al., 2007, 2009, 2011; Zilli et al.,
2019). Los principales beneficios del aprovechamiento de la apomixis en plantas cultivadas son:

1) facilidad y eficiencia en la fijacion del vigor hibrido en plantas cultivadas, ya que una planta
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que posea el caracter puede convertirse inmediatamente en un cultivar estable; 2)
supervivencia e inmediata fijacion de recursos genéticos combinados; 3) expansion del uso de
recursos genéticos y reproduccion a través de verdaderas semillas de plantas que usualmente
se propagan vegetativamente; 4) revaloracion de la importancia de los centros de origen de
especie como fuente de riqueza genética de la especie de interés (Savidan, 2000). Ademas, el
mejoramiento genético vegetal empleando la tecnologia de la apomixis seria rapido y
responderia de manera especifica a microambientes, limitaciones socioeconémicas Yy
condiciones particulares de cultivo y de mercado (Toenniessen et al., 2001).

Las ventajas que representa la apomixis permitirian satisfacer, por un lado, el interés de
los mejoradores, al lograr la inmediata fijacion el vigor hibrido; el de las compafiias semilleras, al
permitir generar semilla hibrida a un costo infimo de produccion y por dltimo, el de los
agricultores, sobre todo los de las de areas marginales, al permitir la resiembra exitosa de una
parte de la cosecha. Se debe considerar que la comercializacion de las semillas hibridas
apomicticas deberia responder a un esquema similar al utilizado para el software informatico,
donde se pueden producir variedad de productos a bajo costo y con un grado de
perfeccionamiento cada vez mayor, que, una vez adquiridos por el cliente, pueden ser utilizados
indefinidamente. Dicho esquema es impracticable mientras se conserve el diagrama utilizado en
los actuales programas de mejoramiento, en los que la generacion de semilla hibrida o
mejorada tiene un costo excesivamente alto.

También se debe tener en cuenta que en los paises subdesarrollados se cultivan
principalmente genotipos adaptados obtenidos por polinizacién abierta, debido a que los
agricultores no pueden afrontar el costo de las semillas mejoradas. Es comin que guarden sus
propias semillas para la proxima generacion de cultivo, y si bien seleccionan los mejores
granos, al ser plantas de reproduccién sexual y de polinizacidn cruzada, las progenies segregan
para todos los caracteres, incluyendo el rinde. Si en dichos sistemas agricolas se pudiera
introducir al menos un porcentaje de reproduccion apomictica, se lograrian mantener las
caracteristicas ventajosas de los genotipos seleccionados, lo que derivaria en una mayor
produccion de alimentos. Por ello, Hanna (1995) sostiene que el mayor impacto de la
incorporacién de la apomixis en los grandes cultivos se produciria mas que nada en los paises
pobres y en vias de desarrollo. El aumento en la produccion global de alimentos, sobre todo en
zonas marginales, rendiria ganancias estimadas en billones de délares anuales (Toenniessen,
2001, Spillane et al., 2004).
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[.1.9- La apomixis en Paspalum
1.1.9.1- El género Paspalum

Paspalum (Linnaeus, 1759) es uno de los diez géneros mas grandes e importantes
dentro de la familia de las Poaceae o gramineas (subfamilia Panicoideae, tribu Paniceae),
debido al elevado numero de especies que presenta (aproximadamente 370) y a su amplia
distribucién geografica. Las especies de Paspalum ocupan diversos habitats en América del
Norte y del Sur, mientras que algunas de ellas son nativas de Africa, Asia y Oceania, y solo tres
0 cuatro son cosmopolitas (Ortiz et al., 2013). América del Sur es el centro de origen del género
(Chase, 1939; Nicora y Rugolo de Agrasar, 1987; Judziewicz, 1990), mientras que los centros
de diversidad se encuentran en los cerrados brasilefios y en los campos de Argentina, Uruguay
y el sur de Brasil (Zuloaga y Morrone, 2005; Rua et al., 2010).

Debido al elevado numero de especies y a la marcada variabilidad morfoldgica entre las
mismas, varios autores han intentado dividir el género en subgéneros, secciones y/o grupos
informales, encontrando dificultades para dicha delimitacion (Doell, 1877; Chase, 1929; Pilger,
1940). Estas categorias fueron establecidas en base a caracteres exomorfolégicos,
principalmente a nivel de la espiguilla, sin considerarse en la mayoria de los casos los
caracteres anatémicos foliares (Aliscioni, 2002). La clasificacion infragenérica mas ampliamente
aceptada fue propuesta por Chase (1929), la cual comprendié dos subgéneros y 27 grupos
informales, se bas6 en similitudes morfolégicas de una variedad de taxones con un conjunto de
especies bien reconocidas. La amplia variedad de adaptaciones ecoldgicas encontradas en el
género (Chase, 1939; Parodi, 1969; Zuloaga y Morrone, 2005) probablemente esté relacionada
con las diversas estrategias reproductivas (es decir, reproduccion sexual, autogamia y
alogamia, reproduccion clonal a través de apomixis y propagacion vegetativa) y la amplia
variedad de niveles de ploidia presentes a niveles intra e interespecificos (Quarin, 1992).

El género Paspalum se caracteriza por ser un sistema genético extremadamente
versatil. La mayoria de las especies son poliploides (75%) (Ortiz et al., 2013), existiendo una
gran variacion en el nivel de ploidia que va desde 3x (Quarin y Lombardo, 1986) hasta
excepcionalmente 16x en P. floridanum Michx. (Burton, 1940). Sin embargo, la mayoria de las
especies de Paspalum tienen un ndmero cromosémico base de x = 10 (Quarin, 1992). La
poliploidia es una caracteristica muy comun, y esta estrechamente relacionada con la apomixis
(Quarin y Norrmann, 1990). Estudios en poblaciones naturales de Paspalum spp. apomicticas
revelaron un nivel considerable de variacién en cuanto a ploidias y estructuras genéticas

(Urbani et al., 2002; Daurelio et al., 2004; Sartor et al., 2011). Se analizaron los niveles de
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ploidia y el modo de reproduccion en numerosas especies del género y se determind que, en
general, las poblaciones diploides se reproducen por sexualidad, mientras que las poliploides se
reproducen por apomixis (Ortiz et al., 2013). Se piensa que cerca de la mitad de los poliploides
son tetraploides. Ademas, es comun que muchas especies tetraploides apomicticas dentro de
este género presenten razas coespecificas diploides, autoincompatibles y de reproduccion
sexual (Quarin, 1992).

La sexualidad en las especies de Paspalum sigue el patrén tipico observado en la
mayoria de las gramineas, y se caracteriza por la doble fertilizacibn de un saco embrionario
reducido, compuesto tipicamente por el aparato de huevo, una gran célula central de dos
ndcleos y una masa de antipodas proliferadas en el extremo chalazal (Quarin, 1992). La
reproduccién apomictica, puede ser diplospoérica (menos frecuente) o apospérica (Ortiz et al.,
2013). En este ultimo caso, los sacos embrionarios no reducidos se originan a partir de células
nucelares diferenciadas, llamadas iniciales de la aposporia (IA). En la madurez, los SEA se
caracterizan por contener entre cuatro y cinco nucleos, los cuales corresponden a la ovocélula,
una o dos sinérgidas y una gran célula central con dos nucleos polares (Norrmann et al., 1989;
Quarin y Burson, 1991). Todas las especies apomicticas de Paspalum son pseudogamas, lo
que significa que el endospermo se desarrolla después de la fertilizacion de los nucleos polares
por un gameto masculino reducido (Ortiz et al., 2013).

Paspalum es un sistema bioldgico atractivo para estudiar la apomixis, porque ademas de
ser un sistema modelo para estudiar genes candidatos, es una especie forrajera de gran interés
agronomico. En las Ultimas décadas se ha producido una gran cantidad de informacién sobre
las caracteristicas biologicas, genéticas y reproductivas de muchas de sus especies, que
incluyen aspectos citoembrioldgicos de la apomixis, mapas moleculares detallados, aislamiento
de genes candidatos y desarrollo de sistemas de transformacion para el estudio de genes de
interés (Ortiz et al., 2013). Por otra parte, numerosas especies de Paspalum son valoradas por
su calidad como forrajeras, su palatabilidad y su produccién de materia seca. Sin embargo, sélo
unas pocas han sido seleccionadas, domesticadas y llevadas a cultivo. P. notatum y P.
dilatatum son econ6micamente las mas importantes, y estdn siendo ampliamente empleadas
como forrajeras, principalmente en el sur de los EE.UU, Australia, Uruguay y Argentina. Otras,
son cultivadas como cereales, césped u ornamentales (Giussani et al., 2009).

P. notatum junto con P. simplex son las dos principales especies de Paspalum utilizadas
como modelos para el estudio del control molecular de la apomixis, porque se las ha

caracterizado muy extensamente a nivel citoldgico, citoembrioldgico, genético, molecular y
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ecoldgico (revisado en Ortiz et al., 2013). Ambas forman complejos agamicos integrados por
individuos apomicticos autopoliploides y diploides sexuales. El andlisis genético de los apomixis
en estas especies es imposible a menos que haya germoplasma tetraploide sexual disponible.
La produccién de individuos tetraploides sexuales artificiales (Quarin et al., 1984, 2001, 2003;
Céceres et al., 1999; Quesenberry et al., 2010) permitié iniciar la generacion de poblaciones
segregantes para el modo de reproduccioén sin la necesidad de cruzas interespecificas, y dio el
puntapié inicial para una serie de estudios sin precedentes en la caracterizacion de la apomixis

a nivel molecular en especies donde el caracter se presenta naturalmente.

[.1.9.2- Paspalum notatum

Paspalum notatum Fligge (de nombre vulgar pasto horqueta o Bahiagrass) es una
especie de graminea tropical a subtropical, perenne, de 20-75 cm de longitud en la madurez. Se
distribuye en terrenos abiertos, sabanas y pastizales, desde el nivel del mar hasta los 2000
metros de altura, desde el centro-este de México hasta el extremo norte de la Patagonia en
Argentina, atravesando Centroamérica y Sudameérica. Presenta un tallo erecto, cominmente de
solo dos nudos. Las hojas son vainas ciliadas, por lo general glabras, con ligula en forma de
anillo con pelos cortos. La inflorescencia esta formada por dos espigas dispuestas en V (Figura
[.3), raramente tres, de 2,5 a 12 cm de largo (generalmente de 4 a 7 cm), erectas y
ascendentes. Las espiguillas estan dispuestas en dos hileras, imbricadas, muy juntas,
ampliamente ovadas, elipticas u obovadas, glabras y brillantes, de 2,8 a 3,8 mm de longitud
(Chase, 1929). Ademas presenta una semilla oval, 2,5 a 3,5 mm de largo. Las raices son
rizomas escamosos, cortos, superficiales, cominmente engrosados y duros, que dan lugar a
matas compactas.

Esta especie presenta varios niveles de ploidia y un sistema reproductivo complejo con
citotipos diploides autoincompatibles de reproduccién sexual y poliploides con reproduccion
apomictica, seuddégamos Yy autocompatibles (Forbes y Burton, 1961; Quarin, 1992).
Aproximadamente el 98% de los poliploides son tetraploides, siendo los triploides vy
pentaploides excepcionales (Tischler y Burson, 1995; Pozzobon y Valls, 1997). La forma natural
de reproduccion mas frecuente en la especie es la apomixis gametofitica de tipo aposporica. En
la Figura 1.3 se esquematizan los Ovulos presentes en plantas de P. notatum sexuales y
apomicticos. Los citotipos tetraploides de P. notatum Fligge (2n=4x=40) se encuentran en los
campos naturales del sur de Brasil, Paraguay, centro y noreste de Argentina y Uruguay.

Asimismo, han sido introducidos en Estados Unidos y otros paises alrededor del mundo (Gates
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et al.,, 2004). Los citotipos diploides, P. notatum var. saurae Parodi (Pensacola bahiagrass en
EEUU, 2n=2x=20), son nativos de las cuencas de los rios Parana y Uruguay, en el noreste de
Argentina. A principios del siglo veinte fueron introducidos en Florida, de forma accidental, y
actualmente son una de las forrajeras cultivadas méas importantes en el sur de los Estados
Unidos. Las poblaciones diploides naturales son poco frecuentes y estan confinadas en los
margenes de los rios Uruguay, Parana y sus afluentes, y en las planicies arenosas de las islas
del rio Parana. Se ha descubierto una gran poblacion natural de Pensacola bahiagrass en la
isla Berduc, en la provincia de Santa Fe (Burton, 1967). En ésta isla se hall6 la totalidad de la
variacién genética observada en los Estados Unidos para la especie cultivada (Burton, 1967).
Otra importante poblacién de la raza diploide, con una gran variacion genética, fue encontrada
en Cayasta, 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 region
y debido a que los estudios citogenéticos sugieren que las razas de tetraploides fueron
originadas por autopoliploidizacién y comparten juegos de cromosomas homologos con los
diploides, la region Berduc-Cayasta se considera el centro de origen de la especie (Forbes y
Burton, 1961; Gates et al., 2004).

La especie se caracteriza por su resistencia a la sequia, su gran persistencia, su elevada
tolerancia a plagas y su adaptabilidad a condiciones adversas. Es utilizada como forraje, como
pasto de jardin y para rotacidon de cultivos (Gates et al., 2004). Nunca se ha informado la
coleccién de una planta tetraploide sexual a partir de la naturaleza. Sin embargo, la obtencion
de plantas tetraploides sexuales ha sido lograda experimentalmente, tras la duplicacion
gendémica de un individuo diploide por tratamiento con colchicina (Quarin et al., 2001) o por
cruzamiento entre dos padres apomicticos, siendo el parental femenino apomictico facultativo y
el parental masculino apomictico obligado (Quarin et al.,, 2003). La obtencion de estos
materiales ha permitido establecer cruzamientos entre plantas sexuales (como progenitores
femeninos) y apomicticas (como dadores de polen) del mismo nivel de ploidia, que fueron
cruciales a la hora de realizar estudios sobre las bases moleculares de la apomixis por mapeo

genético y transcriptdmica, como asi también para iniciar programas de mejoramiento genético.
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FIGURA 1.3: Esquemas de la ocurrencia de sacos embrionarios sexuales (SEM, en azul) y apomicticos (SEA,
en rojo) en 6vulos de P. notatum. El évulo de las plantas sexuales de P. notatum presenta un solo SEM, mientras
que el 6vulo de las plantas apomicticas de P. notatum puede presentar uno o varios SEA, o un SEM junto a varios
SEA. MMC: célula madre de la megaspora; MF: megaspora funcional; IA: inicial de la aposporia; SEM: saco
embrionario sexual; SEA: saco embrionario apomictico. La imagen de los integumentos de los 6vulos es una
adaptacion de Soliman et al. (2018).

[.2- El gen TGS1y su posiblerol en el desarrollo reproductivo
[.2.1- ¢ Por qué es interesante estudiar al gen TGS1?

Varios estudios de transcriptdmica realizados en P. notatum permitieron la identificacion
de numerosos genes candidatos diferencialmente expresados en tejidos reproductivos de
plantas apomicticas y sexuales (Pessino et al., 2001; Laspina et al., 2008; Ortiz et al., 2017). En

el trabajo realizado por Laspina et al. (2008) se identificaron 65 genes candidatos a modular la
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apomixis, de los cuales 45 fueron anotados funcionalmente. Uno de ellos llamado originalmente
#N69, mostrd similitud significativa con genes de metiltransferasas (Laspina et al., 2008). Dado
que la ruta de metilacion de ADN dependiente de ARN (RdDM) habia sido asociada con
fenotipos similares a la apomixis en maiz (Garcia-Aguilar et al., 2010; Singh et al., 2011),
nuestro grupo de investigacion decidié enfocarse en el estudio de este candidato. Sin embargo,
luego de una caracterizacion molecular exhaustiva de la secuencia completa del gen, se
determin6 que no pertenecia a la via RdADM, sino que codificaba una metiltransferasa similar a
TGS1/PIMT-PRIP de mamiferos (Siena et al., 2014b). PIMT es una proteina de unién a ARN
con un dominio metiltransferasa, que interacciona con el coactivador nuclear PRIP, y lo estimula
para realizar su funcién. A su vez, PRIP es un coactivador del receptor nuclear activado por
PPAR (proliferador del peroxisoma), el cual participa en la induccién de la transcripcién de

genes especificos. En base a esos antecedentes, N69 fue renombrado como PN_TGS1.

[.2.2- Funciones caracterizadas de TGS1

TGS1/PIMT-PRIP fue identificado originalmente como un co-activador transcripcional
gque interacciona con el activador de la transcripcion PRIP (Zhu et al., 2001). PIMT/TGS1
tipicamente contiene un dominio metiltransferasa y dos dominios de unién, que permiten su
interaccion con ARNs y con el sustrato S-adenosil-L-metionina, el dador de metilos en la
reaccion catalizada por la enzima. Las proteinas PIMT y PRIP aparecen co-localizadas en el
nucleo celular, e interactian fuertementemente tanto en condiciones in vitro como in vivo. PIMT
era capaz de unirse tanto a S-adenosil-L-metionina como a ARN, por lo que se propuso
inicialmente un rol como metiltransferasa de ARN (Zhu et al., 2001).

La trimetilguanosina sintasa 1 (TGS1) es la enzima que convierte las caperuzas de 7-
metilguanosina (M’G) en 2,2,7-trimetilguanosina (TMG). Estas estructuras de caperuza
hipermetilada son caracteristicas de los ARN pequefios nucleares (snARN) y nucleolares
(snoARN) que programan el corte y empalme (splicing) del pre-ARNm (U1, U2, U4 y U5), el
procesamiento de pre-ARNr (U3 y U8) y la adiciébn de telomeros (ARN de la telomerasa)
(Mouaikel et al., 2002; Franke et al., 2008). TMG se forma postranscripcionalmente a partir de
las caperuzas m’G por la enzima TGS1, que cataliza dos reacciones sucesivas de transferencia
de metilo desde la S-adenosilmetionina al 4&tomo N2 de la guanosina (Mouaikel et al., 2002,
2003; Hausmann y Shuman, 2005; ver apartado 1.1.10.3- Formacion de la caperuza).

Ademas PIMT/TGSL1 es esencial para la modulacion transcripcional en varios contextos:

interacciona y co-localiza en el nucleo con coactivadores transcripcionales que contienen
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actividad HAT (histona acetiltransferasa) como CBP/Ep300, y con otros que no contienen
actividad HAT como la subunidad mediadora Medl (proteina de unibn a PPAR;
PBP/TRAP220/DRIP205) y PRIP (Zhu et al., 2001; Misra et al., 2002; Kornberg et al., 2007). La
capacidad que tiene PRIP de interaccionar con una variedad de receptores nucleares y con
CBP sugiere que PRIP es tan indispensable como CBP, Ep300 y PBP, para mediar en la
actividad transcripcional de los receptores nucleares y de otros factores de transcripcion (Zhu et
al., 2001). Se propuso que PIMT podria actuar como un puente molecular entre los complejos
gue contienen HATs y los que no lo contienen, para controlar la transcripciéon nuclear mediada
por receptores de complejos de transduccion de sefiales. Misra et al. (2002) confirmaron la
participacion de proteinas de union a ARN, tal como PIMT y las metiltransferasas de ARN en la
transcripcion. Mas aln, se demostré que la fosforilacién por ERK2 en la Ser®® de PIMT/TGS1
promueve la actividad transcripcional de algunos promotores, sugiriendo un papel directo de las

vias de transduccién de sefales en la modulacién de la transcripcion (Kapadia et al., 2013).

[.2.3- Formacion de la caperuza

La estructura de caperuza, en donde se encuentra metilado el &tomo N7 de la guanosina
terminal, es una caracteristica que define a todos los ARNm eucariotas. Este proceso de
agregado de la caperuza, junto con el corte y empalme de los intrones y el agregado de la cola
de poli A, es uno de los procesamientos que tiene que sufrir el ARNm para madurar. El
agregado de la caperuza (capping) tiene lugar en el extremo 5' intacto del transcripto primario
de ARN que se va generando por la actividad de la ARN polimerasa I, y que termina en un
grupo trifosfato (el nucleétido 5‘terminal es precedido por tres fosfatos enlazados al carbono 5'
de la ribosa). El proceso de capping empieza antes de que termine la transcripcion, de forma
simultanea a la sintesis del pre-ARNm, e incluye tres pasos: primero el extremo 5’-trifosfato del
transcripto primario es hidrolizado a difosfato (es decir, se elimina el fosfato y del extremo 5’),
luego se produce la transferencia de un grupo guanosin monofosfato, GMP (proveniente del
guanosin trifosfato, GTP), al extremo del ARN difosfatado obtenido en el paso anterior,
mediante un enlace fosfodiéster 5’-5’; y por ultimo se adicionan los grupos metilo usando S-
adenosilmetionina como donante. Las reacciones son catalizadas por las enzimas ARN
trifosfatasa, ARN guanilil-transferasa, y la ARN metiltransferasa, respectivamente (Shuman,
2001) (Figura 1.4). La estructura de caperuza es necesaria para la viabilidad del ARNm y
ademas tiene un papel fundamental en el inicio de la traduccion y en la proteccion del extremo

5 del ARN de la posible degradacion exonucleolitica. Ademas sirve como marca para el
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sistema inmune innato para distinguir los ARN enddgenos de los patdégenos (Pichimair et al.,
2007).

En los snARN y snoARN, la caperuza metilada m’G sufre ademéas dos metilaciones
sucesivas, generando una estructura de caperuza hipermetilada, caracteristica de estas
moléculas (Figura 1.4). Las ribonucleoproteinas pequefias (RNPs) son complejos necesarios
para transformar los precursores de ARN en especies maduras (Yu et al., 1999). En base a su
localizacion y funcion intracelular, éstas RNPs se pueden clasificar en dos grupos, las RNP
pequefias nucleares (snRNP), que desempefian un papel en la maduracién de los pre-ARNm y
las RNP pequefias nucleolares (snoRNP), que residen en el nucleolo celular y son necesarias
para la maduracion de los pre-ARNr (Will y Lihrmann, 2001; Filipowicz y Pogadi, 2002). Los
snRNPs U1, U2, U4/U6 y U5 son componentes esenciales del complejo de clivado y empalme,
y contienen, respectivamente, a los snRNAs U1, U2, U4/U6 y U5 y a un conjunto de proteinas
comunes llamadas proteinas Sm. Estas proteinas se ensamblan como una estructura
heptamérica tipo rosquilla alrededor del sitio Sm de los snARNs. Con la excepcion de U6, los
snARNS son transcriptos por la ARN polimerasa Il, adquieren una caperuza m’G en el nicleo y,
tras su exportacion al citoplasma, se asocian con las proteinas Sm, lo que permite la
hipermetilacion de la caperuza m’G a una estructura de caperuza trimetilguanosina (m>G)
(Mattaj, 1986). En mamiferos, tanto el complejo del nicleo Sm como la estructura de la
caperuza hipermetilada de los snARNs proporcionan sefiales para la posterior importacion

nuclear de los snRNPs recién ensamblados (Fischer y Lihrmann, 1990; Will y Lihrmann, 2001).

[.2.4- Localizacidn intracelular de la proteina TGS1

La correcta ubicacion intracelular es importante para la funcion de TGS1; en mutantes
de levadura y humanos, se ha observado que cuando la proteina TGS1 esta dirigida
incorrectamente, presenta una menor actividad de trimetilacion (Boon et al., 2015). En
levaduras, TGS1 se encuentra principalmente en el nucleolo (Mouaikel et al., 2002), mientras
que en Arabidopsis y en los metazoos, TGS1 se ha detectado tanto en el nicleo como en el
citoplasma (Zhu et al., 2001; Enunli et al., 2003; Komonyi et al., 2005, Gao et al., 2017). En
mamiferos, TGS1 se distribuye difusamente en el citoplasma y localmente en el nucleo, donde

se concentra en los cuerpos de Cajal (Verheggen et al., 2002).
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I.2.5- Estructura proteica de TGS1

Las enzimas TGSL1 en levaduras (que se producen por fision binaria 0 gemacién) y en
Giardia son polipéptidos relativamente pequefios (239-315 aminoacidos) que consisten en poco
més del dominio catalitico metiltransferasa en la region C-terminal. Por el contrario, las
proteinas TGS1 en el grupo Metazoa son mucho méas grandes (por ejemplo, 853 aa en

humanos; 491 aa en Drosophila) porque incluyen una extension N-terminal que no se encuentra
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en los eucariotas inferiores (Hausmann et al., 2008). Para mas detalle de las estructuras
proteicas de diferentes organismos, ver el apartado 1.1.10.5- TGS1 en plantas.

I.2.6- Consecuencias de la pérdida funcional de TGS1 en diferentes organismos

La abolicion de la funcion PIMT/TGS1 causa un amplio rango de efectos fenotipicos en
sistemas eucariotas no vegetales. En S. cerevisiae estas alteraciones consisten en defectos de
la maquinaria de clivaje y empalme sensibles a frio, demoras en el crecimiento a bajas
temperaturas, pérdida de la organizacion nucleolar, deficiencias en el procesamiento de pre-
ARNr, y fallas de la meiosis por clivaje y empalme aberrante de reguladores clave (Mouaikel et
al., 2002; Colau et al., 2004; Qiu et al., 2011). La pérdida de TGS1l en los animales
multicelulares tiene graves consecuencias. En Caenorhabditis elegans causa letalidad larval
(Zipperlen et al., 2001). En Drosophila se informé letalidad embrionaria en el estadio temprano
de pupa (Komonyi et al., 2005; Provart et al., 2016). En mamiferos, la pérdida de funcion de
PIMT/TGS1 conduce a una alteracion de la progresion del ciclo celular, letalidad embrionaria
temprana y gluconeogénesis hepatica aumentada (Kapadia et al., 2013; Enunli et al., 2003; Jia
et al., 2012), estableciendo que las proteinas TGS1 son esenciales para muchos organismos

superiores.

[.2.7- Interectores con TGS1

Hausmann et al. (2008), han documentado e identificado 21 proteinas de levaduras que
se relacionan funcionalmente con TGS1 in vivo (Tabla 1.1). Nueve de los ellas son proteinas
involucradas en el splicing de pre-ARNm: Mudl, Mud2, Nam8, Brrl, Leal, Ist3, Isyl, Cwc2l, y
Bud13. De estas nueve, dos (Mudl y Nam8) son constituyentes del U1snRNP, y otros dos
(Leal e Ist3) son componentes del U2snRNP. Otros seis interactores estan implicados en la
regulacion de la transcripcién de la ARN polimerasa Il y/o la estructura de la cromatina: Spt3,
Srb2, Sohl, Swrl, Rpn4 y Htzl. Otros tres estan implicados en el procesamiento final y
degradaciéon del ARN y son: Lsml, Patl y Trf4 (Tabla I.1).

Nam8 es un componente de union al pre-ARNm del U1snRNP, y esta presente en el
llamado “complejo de compromiso” del U1snRNP en el sitio de corte y empalme &', un
intermedio clave en el ensamblaje de la maquinaria de clivado y empalme (Gottschalk et al.,
1998; Puig et al.,, 1999). Su homélogo putativo en mamiferos es el regulador de empalme
alternativo TIA-1 (Del Gatto-Konczak et al., 2000; Forch et al., 2000). Nam8 es necesario para

el splicing en situaciones en las que la unién del U1snRNP al sitio de empalme es ineficiente
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(Puig et al., 1999; Spingola et al., 2000). Mud2, el homélogo de levaduras del factor de splicing
de metazoos U2AF65, interactia con el complejo preARNm/U1snRNP de una manera
dependiente de la secuencia del punto de ramificacion del intrén. Se cree que Mud2 facilita el
reclutamiento posterior del complejo U2 snRNP (Abovich et al., 1994; Rutz y Seraphin, 1999).

Tabla I.1: Interactores de TGS1 (adaptada de Hausmann et al., 2008)

Categoria Interactor con Tgsl Propiedades
Mud1 U1 snRNP A protein
Mud2 U2AF65 homolog spliceosome assembly
Nam8 (Mud15) U1 snRNP protein meiosis-specific splicing
Brrl sSnRNP protein

Splicing ARNm Leal U2 snRNP protein
Ist3 (Snul?) U2 snRNP protein meiosis-specific splicing
Isyl (Ntc30) Spliceosome protein Prp19-complex
Cwc21 Cefl complex
Bud13 (Cwc26) Cefl, RES complexes meiosis-specific splicing
Rpn4 Transcription factor stress response
Spt3 Transcription factor SAGA complex

Transcripcion Srb2 Pol2 med?ator complex
Sohl (Med31) Pol2 mediator complex
Swrl Chromatin remodeling ATPase, deposition of H2A.Z
Htz1 Histone H2A.Z

- Lsml Decapping, RNA decay

i;’[sbllldad del Trf4 (Pap2) Poly(A) polymerase TRAMP complex
Patl Decapping, RNA decay P-body component
Prm6 Pheromone-regulated protein

Otros Mrm2 RNA 2-O-methyltransferase
Ynl187w (Swt21) Interactions with snRNP proteins Prp40 and SmB

En sintesis, la asociacion fisica de numerosas proteinas relacionadas del splicing con
TGSL1 in vivo, nos proporciona informacién convincente del papel central que tiene la caperuza
de trimetilguanosina en el metabolismo del ARN. De hecho, el grupo mas grande de
interactores consiste en proteinas involucradas en el ensamblado de la maquinaria de clivado y
empalme, aunque también se han encontrado reguladores transcripcionales de la polimerasa |l

y factores involucrados en el procesamiento y degradacion del ARN.

[.2.8- TGS1 en plantas
El gen TGS1 fue muy estudiado en levaduras, moscas y mamiferos (revisado en
Viswakarma et al., 2010), pero hasta que nuestro grupo reporté su asociacién con la apomixis

permanecio sin caracterizar en plantas (Siena et al., 2014b). Mientras en levaduras, mamiferos
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y Drosophila existe una sola copia de este gen (TGS1), en plantas se detectan al menos dos
copias (TGS1 y TGS1-like) (Siena et al., 2014b). TGS1 muestra una estructura similar a las
variantes observadas en otros taxones, mientras que TGS1-like es una forma exclusiva de
plantas, mas larga en el extremo 5 terminal, que incluye un dominio WW de interaccion
proteina-proteina (Otte et al., 2003; Siena et al., 2014b). En estudios realizados en P. notatum,
determinamos que la forma TGS1-like presenta una expresion marcadamente diferencial en
organos reproductivos de plantas apomicticas y sexuales, desde la premeiosis hasta la antesis
(Siena et al., 2014b). En varios genotipos con diferente grado de expresividad de la apomixis,
los niveles de representacién del transcripto TGS1 se correlacionaron negativamente con la
capacidad de formacion de sacos aposporicos (Siena et al., 2014b). Mas aun, las hibridaciones
in situ revelaron que PN_TGS1-like se expresaba en la nucela de los évulos de plantas
sexuales a lo largo de todo el desarrollo, desde la premeiosis a la madurez, mientras estaba
ausente en plantas apomicticas (Siena et al., 2014b). La funcién biol6gica de esta variante
especifica de plantas aln no habia sido estudiada al iniciarse esta tesis, sin embargo, durante
el transcurso de la misma fue reportada una asociacion con la tolerancia al frio en Arabidopsis
thaliana (Gao et al., 2017).

1.2.9- El splicing alternativo como mecanismo de control

La transcripcion en eucariotas esta acoplada funcionalmente a la maduracion del ARNm
(Saldi et al., 2016), que incluye la incorporacion de la caperuza, el splicing y la poliadenilacion.
A su vez, los transcriptos primarios pueden sufrir splicing alternativo, para generar maltiples
productos a partir de un solo gen, mediante el uso diferencial de los sitios de corte y empalme.
Se ha demostrado que el splicing alternativo modula la expresion génica durante el desarrollo
de la planta y en respuesta a sefiales ambientales (Syed et al., 2012). El splicing alternativo y la
elongacién de la transcripcion por la ARN polimerasa Il (ARNPIl) son dos procesos
estrechamente conectados. El splicing es un proceso co-transcripcional, y diferentes enfoques
experimentales muestran que el mismo esta acoplado a la transcripcion en Drosophila,
levaduras y mamiferos (Godoy Herz y Kornblihtt, 2019). Es importante sefialar que en la
mayoria de los casos, un ARNPII de funcionamiento lento produce la inclusion del exdn. Sin
embargo, en algunos casos, una ARNPII lenta promueve la omision del exon al permitir el
reclutamiento de factores negativos en los sitios de corte y empalme (Dujardin et al., 2014; Fong
et al., 2014). En ambos casos, la velocidad de elongacion de la transcripcion regula el splicing

alternativo.
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Recientemente, se ha demostrado que las condiciones de luz/oscuridad regulan el
splicing alternativo de las plantas (Petrillo et al., 2014). La luz inicia una sefial retrograda desde
el cloroplasto, que regula el splicing alternativo nuclear de un subconjunto de eventos
transcripcionales (Petrillo et al., 2014). Este efecto de la luz depende de los cloroplastos
funcionales, ya que el uso de medicamentos que bloquean la cadena de transporte fotosintética
del cloroplasto inhibe el efecto de la luz en el splicing alternativo. Mas aun, se ha demostrado
gue el control de la luz sobre el splicing alternativo responde a un mecanismo de acoplamiento
cinético. La luz promueve la velocidad de elongacion de la transcripcién, mientras que en la
oscuridad la extension de la ARNPII es menor (Godoy Herz et al., 2019). Aunque el mediador
de la sefial entre el cloroplasto y el nlcleo se desconoce, se sabe que el pool de plastoquinonas
esta involucrado en la salida de la sefial desde el cloroplasto (Godoy Herz y Kornblihtt, 2019).
Todos estos hallazgos proporcionan evidencia de que el acoplamiento entre la velocidad de la
transcripcion y el splicing alternativo es importante en regulacién de la expresién génica en las
plantas (Godoy Herz y Kornblihtt, 2019).
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II-OBJETIVOS

TGS1-like es un gen exclusivo de las plantas, que no esta presente en otros taxa. Su
expresion se detecta en el 6vulo y el desarrollo embrionario de las plantas sexuales, pero esta
significativamente atenuada en plantas apomicticas (Siena et al., 2014b). Por otra parte, el
grado de sexualidad de una planta y el valor de expresién del gen estan directamente
correlacionados (Siena et al., 2014b). Se desconoce si la funcién de TGS1-like es analoga a la
descripta para TGS1 en otros sistemas eucariotas, 0 si es especifica de plantas. Ademas, la
observacion de que el gen se expresa en la nucela de los 6vulos de plantas sexuales a lo largo
de todo el desarrollo, pero especialmente en la antesis, mientras se mantiene ausente en
plantas apomicticas es interesante, ya que la nucela es precisamente el sitio donde se
diferencian las células iniciales de la aposporia. Por ello, Siena et al. (2014b) postularon que
PN_TGS1-like podria formar parte del mecanismo inhibitorio que impide a las células
acompafantes que rodean al megasporocito adquirir un destino gamético y que la inhibicién de
este gen podria eventualmente inducir la formacion de sacos embrionarios en la nucela. El
objetivo de este trabajo de tesis fue precisamente investigar la funcion del gen TGS1-like en el
desarrollo reproductivo de la especie apomictica apospérica Paspalum notatum, mediante la
obtencidn y caracterizacion fenotipica de plantas sexuales donde la funcién del gen estuviese

silenciada.

[I.1- Objetivo general
Contribuir a la elucidacién del rol del gen PN_TGS1-like en el desarrollo reproductivo de

la especie apomictica apospdrica Paspalum notatum.

II.2- Objetivos especificos
1. Obtener plantas transgénicas de P. notatum sexual en las que se haya silenciado de
manera constitutiva la actividad del gen PN_TGS1-like y analizar las consecuencias

fenotipicas, con énfasis en el desarrollo reproductivo.

2. Determinar qué transcriptos muestran variantes de procesamiento diferenciales

(variantes de splicing) en tejidos reproductivos de plantas de P. notatum apomicticas y sexuales
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(que naturalmente presentan una expresion diferencial de TGS1) y estudiar su procesamiento
en las lineas sexuales defectivas para tgsl-like (obtenidas en el objetivo 1).

3. Construir varias bibliotecas del transcriptoma floral reflejando estadios consecutivos del
desarrollo en plantas apomicticas y sexuales y usarlas para analizar la expresion de PN_TGS1-
like y otros miembros de la maquinaria de splicing, incluyendo sus interactores descriptos o

predichos.

4. ldentificar el niumero de copias y la secuencia completa del gen TGS1 en el genoma de

Paspalum notatum.

5. Analizar, mediante el estudio de bibliotecas del componente pequefio (sRNA) del
transcriptoma floral, la posibilidad de que la expresion diferencial de PN_TGS1-like observada
en 6vulos de plantas apomicticas y sexuales ocurra bajo el control de un mecanismo de

silenciamiento transcripcional o postranscripcional.
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ll-  HIPOTESIS

1. Las modificaciones en los niveles de expresion de PN _TGS1-like en la flor estan

asociados con alteraciones del fenotipo reproductivo (asociada al objetivo especifico 1).

2. Las plantas apomicticas presentan un procesamiento alternativo de un grupo de ARNm
respecto a las sexuales a causa de la actividad diferencial de PN_TGS1-like (asociada al

objetivo especifico 2).

3. Otros miembros de la maquinaria de splicing estan diferencialmente expresados durante
el desarrollo apomictico y presentan interacciones predichas con PN_TGS1-like (asociada al
objetivo especifico 3).

4. El gen TGS1 esta presente en dos copias en el genoma de Paspalum (TGS1y TGS1-
like), como se observa en numerosas especies de plantas (asociada al objetivo especifico 4).

5. El gen PN_TGSl1-like estd siendo silenciado postranscripcionalmente en plantas

apomicticas (asociada al objetivo especifico 5).
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IV- MATERIALES Y METODOS

IV.1- Material vegetal

El material de P. notatum usado consisti6 de genotipos tetraploides de diferentes
origenes: Q4117 (2n =4x =40; apomictico obligado) (Ortiz et al., 1997); Q4188 (2n =4x =40;
sexual; obtenido experimentalmente) (Quarin et al., 2003); JS-36, JS-58 y JS-83 (2n =4x =40;
sexuales) y JS-9, JS-71 y JS-130 (2n =4x =40; apomicticos), progenies hibridas F; derivadas de
una cruza entre los genotipos Q4188 x Q4117 (Stein et al., 2004); y una poblacién tetraploide
sintética completamente sexual (SSTP) de P. notatum obtenida por Zilli et al. (Zilli et al., 2015,
2019). Los genotipos Q4188 y Q4117 pertenecen a la coleccion Paspalum establecida en el
IBONE, CONICET-UNNE, Corrientes, Argentina. Las plantas Q4188, Q4117, y sus progenies F;
estan establecidas en el [ICAR, CONICET-UNR, Rosario, Argentina. Las lineas control y
transformadas se cultivaron en una camara de OMG con condiciones reguladas, en el [ICAR,
CONICET-UNR, Rosario, Argentina. Para la identificacibn de variantes de splicing en
transcriptomas florales se usaron los genotipos tetraploides Q4117 (ver arriba); C4-4x (2n =4x
=40; sexual; colchiploide obtenido experimentalmente) (Quarin et al., 2002), asi como también
tres hibridos F; tetraploides apomicticos (JS-40, JS-112, JS-74) y tres sexuales (JS-76, JS-43,
JS-60), derivados de la cruza Q4188 x Q4117 (Stein et al., 2004). Las bibliotecas lllumina

TrueSeq fueron construidas con los genotipos C4-4x y Q4117 (ver arriba).

IV.2- Medios de cultivo in vitro

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron:

-MM5: 4,3 g/L de medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS), 30 g/L de sacarosa, 5
UM de N6-bencilaminopurina (BAP), 30 uM Dicamba;

-IM: 4,3 g/L de MS, 30 g/L de sacarosa;

-IM con el agregado de manitol: 4,3 g/L de MS, 30 g/L de sacarosa, 0,4 M de manitol;

-MRV1: 4,3 g/L de MS, 30 g/L de sacarosa, 5 uM BAP, 1 uM de acido giberélico (GA3) y
50 uM CuSOQy;

-MEEV3: 2,15 g/L MS y 30 g/L sacarosa.
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Todos ellos contenian como base 30 g/l de sacarosa y 2,2 g/l de Phytagel. El pH de los
medios se ajustd a 5,7 con hidroxido de sodio 1M. Los medios fueron esterilizados en autoclave
durante 30 min a 120°C y 1,2 kPa. La esterilizacion de las hormonas se realizé con filtros de 0,2
pm (Millipore, Billerica, MA, USA), y el agregado de las mismas se efectu6é cuando el medio
adquirié una temperatura inferior a 55°C. Los medios de cultivo apropiados, los requerimientos
nutricionales y la dosis efectiva de hormonas, fueron seleccionados a partir de la metodologia
desarrollada en nuestro laboratorio por Mancini et al. (2014).

IV.3- Vectores de transformacion

Para obtener la construccién de transformacion se emple6 el plasmido de base pActl-
gfbsd2 (Ochiai-Fukuda et al., 2006), que contiene una variante con enhancer del gen que
codifica a la proteina verde fluorescente (EGFP) clonada bajo el promotor de actina 1 de arroz
(pActl). A partir de él se construy6 el plasmido pActl-Flas, mediante el reemplazo del gen
EGFP por un fragmento de 733 pb del gen PN_TGS1-like (fragmento F1) (Siena et al., 2014b),
guedando este ultimo clonado en antisentido bajo el control del promotor pActl (Figura IV.1). En
los experimentos de co-bombardeo se utiliz6 el pldsmido pUbi-BAR-35S-GFP (Huber et al.,
2002), portador del gen reportero GFP y del selector BAR (que otorga resistencia al herbicida
glufosinato de amonio), clonados bajo el promotor de ubiquitina de maiz y del virus del mosaico

de coliflor, respectivamente.

—

AmpR promoter
PRP Act1
AmpR
pActi-Flas
6083 bp
pBR322 origin
NOS
Iac promoter
s

1 origin mpR promoter

AmpR promoter

MCSs
pGEM-TEasy-F1

pAct1-gfbsd2
3803 bp lac promoter

6634 bp

AmpR pBR322 origin

lac promoter BlastR
NOS

pBR322 origin

Figura IV.1. Representacién esquematica de los vectores de transformacion usados en los experimentos de
transformacién. A: plasmido pGEM-TEasy F1 (Siena et al., 2014b), B: plasmido pActl-gfbsd2 (Ochiai-Fukuda et al.,
2006), y C: plasmido pActl-Flas, el cual se origind al reemplazar el segmento EGFP/BLASTR del plasmido pActl-
gfbsd2 por el fragmento F1 de PN_TGS1 clonado en orientacién antisentido.
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IV.4- Experimentos de transformacion
IV.4.1- Construccién del plasmido pActl-Flas

Los cortes con las enzimas de restriccion Spel y Notl se realizaron de acuerdo con las
especificaciones de los fabricantes (PROMEGA). Los fragmentos cortados se corrieron en geles
de agarosa al 1% m/v, se visualizaron por tincion con bromuro de etidio y se purificaron con
bolsas de dialisis por electroelucion, siguiendo el protocolo que se detalla en Sambrook y
Russell (2001). La reaccién de ligacién de F1 (733 pb) y pActl (5510 pb) se llevdé a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante. En un volumen final de 10 ul se incorporaron 5 pul de
pActl, solucién reguladora Rapid Ligation (Promega) 10X, 3 ul del inserto F1y 1 ul de ADN
ligasa T4 (Promega). La incubacién se realiz6 a 4°C durante toda la noche. La transformacion
de cepas DH5a de E. coli con los plasmidos recombinantes se llevd a cabo mediante un
electroporador BIO-RAD, respetando las recomendaciones descriptas en las guias de
aplicaciones. La preparacion de células electrocompetentes comenzdé con la inoculacién de 500
ml de medio de cultivo liquido LB (peptona de carne 1% m/v; extracto de levadura 0,5% m/v;
cloruro de sodio 1% m/v; pH 7) con 5 ml de cultivo fresco de E. coli. Se incub6 a 37°C con
agitacion durante aproximadamente 3 h hasta alcanzar un indice DOgy de 0,5-0,7. Luego el
cultivo fue transferido a tubos Falcon de 50 ml y centrifugado a 3500 rpm a 4°C durante 15 min.
Se descarto el sobrenadante y las células fueron resuspendidas cuidadosamente en 500 ml de
glicerol 10% v/v frio. Se procedi6 a centrifugar nuevamente a 3500 rpm a 4°C durante 15 min y
se descart6 el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en 250 ml de glicerol 10% v/v y
luego centrifugadas en las mismas condiciones. Se descartd el sobrenadante y las células
fueron disueltas en 20 ml de glicerol 10% v/v y nuevamente centrifugadas en las condiciones
detalladas anteriormente. Finalmente el sobrenadante fue descartado y las células fueron
resuspendidas en 2 ml de glicerol 10% v/v. La suspension fue fraccionada en tubos de 1,5 mly
éstos conservados a -80°C. Para la electroporacién se incubaron en hielo 40 pl de la
suspension celular electrocompetente con 3 ul de la mezcla de ligacion durante 1 min. Se
transfirid la mezcla a la cubeta y se aplicé un micropulso. Se agregd 1 ml de medio SOC (0,5 %
m/v extracto de levadura,; triptona de carne 2% m/v; cloruro de sodio 10 mM; cloruro de potasio
2,5 mM; cloruro de magnesio 10 mM; sulfato de magnesio 10 mM; glucosa 20 mM) a la cubeta,
se mezcld cuidadosamente con micropipeta y se transfiri6 a microtubos de 1,5 ml. Se incub6 a
37°C con agitaciéon durante 1 h y se procedioé a depositar 200 ul del cultivo en medio selectivo:
medio LB adicionado con antibiético y X-Gal (peptona de carne 1% m/v; extracto de levadura

0,5 % mlv; cloruro de sodio 1 % m/v, pH 7; 100 ug/ml ampicilina; 60 pg/ml X-Gal; 1,5 % m/v
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agar). Las placas se incubaron toda la noche a 37°C. Las colonias transformadas resultaron de
color blanco y las no transformadas de color azul (Sambrook et al., 1989). Para la confirmacién
de la identificacion de colonias portadoras de los plasmidos recombinantes con el fragmento de
interés se realiz6 una PCR de colonia. Se seleccionaron colonias blancas y se utilizé un palillo
estéril para inocular 20 uyl de agua destilada estéril en tubos de 0,2 ml. Esta suspension se
incubd 10 min a 100°C para lograr una lisis celular. A continuacion se llevé a cabo una reaccion
de PCR en un volumen final de 25 pl, con 2 pl de lisado, 0,5 yM de cebadores (Act-Nos2
Upper/Lower, Tabla IV.1), 0,2 mM de dNTPs, 1X de solucion reguladora GoTaq (Promega) y 1,5
U de polimerasa Go Taq (Promega). El programa de ciclado consistié en 1 min inicial a 94°C,
seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C; 2 min a 57°C y 2 min a 72°C, con una fase de elongacién
final de 5 min a 72°C. Los productos de amplificacion fueron visualizados por medio de
electroforesis en geles de 1,5 % m/v de agarosa, en cubas horizontales a 60 mA, con solucion
reguladora TAE (0,04M Tris-Acetato; 1mM EDTA) y posteriormente tefiidos con bromuro de
etidio 10 mg/I.

Para el aislamiento de plasmidos recombinantes se utilizé el equipo comercial Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), siguiendo las indicaciones establecidas
por los fabricantes. Se seleccionaron colonias blancas por placa de estriado para ser cultivadas
en 5 ml de medio selectivo LB liquido con ampicilina 100 ug/ml, durante toda la noche, a 37°C,
con agitacion. Para la extraccion de los plasmidos se trabajé con los reactivos, concentraciones
y volumenes indicados en el equipo comercial. Finalmente, los plasmidos fueron eluidos en 100
Ml de agua estéril libre de nucleasas (Promega) y almacenados a -20°C. La calidad y cantidad
del ADN plasmidico fueron evaluadas en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda Bio+. Los
clones se secuenciaron en Macrogen Inc. (Seoul, Korea) para chequear la posicion, sentido e

integridad del fragmento F1.

IV.4.2- Obtencion de callos a partir de semillas maduras

Las semillas maduras de la poblacién tetraploide sintética completamente sexual (SSTP,
ver apartado IV.1- Material vegetal), fueron tratadas con &cido sulfarico concentrado durante 30
min, para inducir la ruptura de la dormancia. Seguidamente fueron esterilizadas con agua
lavandina comercial (hipoclorito de sodio 50% v/v, con 35 g/l de cloro activo) y 100 pl de Tween
20 durante 7 min, seguido de un tratamiento con etanol 97% durante 7 min. Posteriormente,
fueron lavadas con agua destilada estéril, y secadas sobre papel de filtro estéril. Entre 15-30

semillas fueron colocadas en cada placa de Petri conteniendo medio MM5, y cultivadas en
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oscuridad a 28°C durante 45 dias aproximadamente, con repiques cada 15 dias en medio
fresco. Una vez que se obtuvieron callos, fracciones de 5 mm de los mismos fueron transferidas
al mismo medio de cultivo cada dos semanas. Para el bombardeo fueron utilizados sectores de
callos embriogénicos, los cuales presentan un aspecto compacto, nodular y un color blanco-

amarillento.

IV.4.3- Transformacion estable

Se realizaron dos experimentos independientes de co-transformacién: 1) sin seleccion:
usando los plasmidos pActl-Flas y pActl-gfbsd2 (relacién 2,5/1); 2) con seleccién: con los
plasmidos pActl-Flas y pUbi-BAR-p35S-GFP (relacion 2,5/1). Previo al bombardeo, a los callos
se les realizé un tratamiento osmoético, para facilitar la incorporacién de las particulas en las
células. Quince secciones de callos fueron colocadas sobre papel de filtro estéril en cada placa
de Petri conteniendo medio IM con el agregado de 0,4M de manitol, e incubadas a temperatura
ambiente durante 4 horas. Para precipitar los plasmidos sobre las particulas de tungsteno (1um
de diametro), en un microtubo de 1,5 ml se colocaron 65 ul de la suspension de particulas (50
Mg/ul), 6,5 pg totales de ADN plasmidico y 75 pl de nitrato de calcio 1M pH 10, y se incub6 en
hielo durante 10 min para favorecer la sedimentacién. Luego, la suspension fue centrifugada
brevemente para descartar el sobrenadante. Finalmente las particulas fueron lavadas con 100
pl isopropanol 70% vl/v. El precipitado fue resuspendido en 65 pl de isopropanol, sonicando
brevemente para romper los aglomerados. Las membranas de vuelo fueron lavadas con 70%
v/v de isopropanol y secadas en posicién horizontal. A continuacion, 15 yl de la suspensién de
particulas fueron ubicadas sobre estas membranas. Los experimentos de bombardeo se
llevaron a cabo utilizando un acelerador de microparticulas BIOMICS (BIOMICS, Brasilia, Brasil)
con una presion de helio de 900 psi y a una distancia de 5 cm. Después del bombardeo, los
callos fueron transferidos al mismo medio osmatico utilizado anteriormente durante una hora.
Se trasladaron a medio IM y se incubaron durante 24 h. Finalmente, se situaron en medio de
induccién de callos MM5 conteniendo 1mg/L de glufosinato de amonio, durante un mes, con
repiques cada 15 dias. Se incluyeron dos placas control en cada experimento: un control de
seleccién (callos bombardeados sin pldsmido y con seleccién con herbicida) y un control de
regeneracion (sin bombardeo y sin seleccién). Los callos que toleraron al herbicida fueron
transferidos a medio de induccién de vastagos MRV1 e incubados a 28°C en una cdmara de
cultivo con fotoperiodo de 16 h luz/dia. Después de 40 dias, los callos que habian producido

vastagos superiores a 5 cm fueron transferidos a frascos conteniendo medio de induccién de
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vastagos y raices MEEV3 e incubados a 28°C en camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 h
luz/dia. Finalmente, las plantulas fueron lavadas con agua destilada para eliminar el remanente
de medio de cultivo y transferidas a macetas con una mezcla 1:1 de tierra: vermiculita,
manteniéndose en condiciones de humedad elevada durante una semana. Durante la floracion,

las inflorescencias se embolsaron para permitir la autopolinizacion.

IV.5- Verificacion de la presencia del transgen
IV.5.1- Extraccion de ADN genémico

Para analizar la presencia de la construccion pActl-Flas, se extrajo ADN de las plantas
transformadas utilizando el método CTAB (Saghai-Maroof etal.,, 1984) con la siguiente
modificacion: se congelaron en N, liquido aproximadamente 1 g de tejido fresco de hojas
jévenes, sanas y limpias, disgregandoselas luego mecanicamente en mortero hasta obtener un
polvo fino. Cada muestra fue transferida a un tubo de polipropileno de 15 ml conteniendo 5 ml
de buffer de extraccion (Tris-HCI 100 Mm pH 7,5; NaCl 700 mM; EDTA 50 mM pH 8,0; CTAB
2% pl/v y B-Mercaptoetanol 140 mM), e incubada a 65°C durante una hora con agitacion. Se
agregaron 5 ml de cloroformo, se mezclé durante 10 min, se centrifug6é a 4000 rpm por 15 min y
se recupero la fase acuosa. Luego de una segunda purificacion con cloroformo, se agregd un
volumen de isopropanol frio a la fase acuosa obtenida (para precipitar el ADN) y se incubé a -20
°C por 16 h. El ovillo de ADN precipitado en solucién fue recogido con una varilla de vidrio,
lavado 10 min en una solucién de etanol 70 %, secado al aire y resuspendido en 200 ul de
buffer TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1mM; pH 8,0). Cada muestra fue incubada con 5 ul ARNasa
(10 mg/ml) a 37 °C durante 1 hora y media, y posteriormente re-precipitada con 5% v/v de NacCl
5M y un dos voliumenes de etanol absoluto frio. Finalmente, se centrifugé a 14000 rpm por 20
min, se lavo el precipitado con etanol 70%, se secé y disolvié en 200 uyl de agua destilada
estéril. Las muestras de ADN se cuantificaron por espectrofotometria a 260 nm y se estimé la
pureza de la extraccion empleando como indice la relacién de absorbancias a 260 nm/280 nm.

La integridad de las muestras se determiné por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%.

IV.5.2- Deteccidn del transgen por PCR

Se realizaron experimentos de PCR utilizando cebadores especificos disefiados con el
programa Primer3 v.0.4.0. La secuencia de los cebadores y sus correspondientes Tms se listan
en la Tabla IV.1. Se realizaron dos tipos de experimentos de PCR: PCR-F1 anidada (nested

PCR) y PCR-NOS. En la PCR-F1 anidada se hizo una primera amplificacion con un par de
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cebadores complementarios a las secuencias plasmidicas que flaquean el F1 antisentido en el
plasmido pActl-Flas (cebadores: Act-Nos2 Upper/Lower). Esta primera amplificacion fue usada
como molde para realizar una segunda amplificacion con cebadores complementarios a la
secuencia interna de F1 y al flanco 5 del plasmido pActl-Flas (primers: Act-Nos2 Upper/
Nested Lower). En la PCR NOS se utilizaron cebadores especificos del terminador NOS-T de
Agrobacterium. Todos los experimentos de amplificacion fueron llevados a cabo en un volumen
final de 25 pl conteniendo 1X solucion reguladora de Taq polimerasa (INBIO), 0,5 uM de los
cebadores directo y reverso, 1,25U Taq polimerasa (INBIO HIGHWAY, Buenos Aires,
Argentina), 1,5 mM de cloruro de magnesio, 0,2 mM de dNTPs, 50 ng de ADN gendmico para
cada muestra y como control positivo se utilizaron 2 ul de una dilucion 1/100 del plasmido
pActl-Flas. Para el caso de la PCR anidada, como molde de la segunda amplificacién, se
utilizaron diluciones 1/1000 del producto de la primera amplificacion para todas las muestras y
1/10000 para el control positivo. La reaccion de PCR consisti6 de un paso inicial de
desnaturalizacion de 94°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, la
correspondiente temperatura de anillado (Ta) durante 1 minuto, 72°C durante 25 minutos o 1:30
minutos (dependiente del tamafio del fragmento a amplificar) y finalmente una extensién de
72°C durante 10 min.

IV.6- Verificacién de la expresion disminuida de PN_TGS1-like
IV.6.1- Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizé a partir de hojas e inflorescencias en el estadio de
antesis (Laspina et al., 2008). Se extrajo ARN total de 30 mg de tejido, utilizando el equipo
comercial “ARN SV Total RNA Isolation Kit” (Promega), y siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ARN extraido se cuantific6 en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda Bio+,
midiendo el indice de absorbancia a 260 nm, y considerando la relacién 1 DO = 40 pg/ul. La
pureza de las muestras se control6 midiendo la relacion de Abs 260 nm/Abs 280 nm (se
consideraron aceptables relaciones entre 1,8 y 2,2). La integridad del ARN se estimo realizando
electroforesis de 300 ng de muestra en geles de agarosa al 1 % m/v a 60 mA, considerando que
una muestra integra presenta dos bandas bien definidas, que corresponden a los ARN
ribosomales 18S y 5S, y una banda difusa de bajo peso molecular que corresponde a los ARN

de transferencia. Las muestras fueron almacenadas a -80°C.
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IV.6.2- Transcripcidn reversa

Se realiz6 la transcripcion reversa del ARNm de P. notatum de hojas y flores utilizando
la enzima Transcriptasa Reversa Superscript Il (INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20 pl. Se
incorporaron, 10 ng de oligo (dT)i2.4s, 0,5 gg de ARN total, 1 pl de dANTP (10 mM) y agua
destilada estéril, hasta llegar a un volumen de 12 yl. Se incubé a 65°C por 5 min y la mezcla se
mantuvo en hielo. Posteriormente, se adicionaron 4 ul de solucién reguladora 5X Primera Hebra
(INVITROGEN) y 2 pl de DTT (0,1 M) y luego de homogeneizar la mezcla se incubd a 42°C
durante 2 min. Se adicionaron 200 U de Superscript Il RT (INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA),
mezclando suavemente con micropipeta, y se incubd 60 min a 42°C. La reaccién de
retrotranscripcion se detuvo incubando durante 15 min a 70°C. ElI ADNc sintetizado fue

conservado a -20°C.

IV.6.3- PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real fueron preparadas en un volumen final de 20 pL
conteniendo 0,5 UM de cebadores especificos (primers: qPCR Upper/Lower, Tabla 1V.1), 1x
Real Mix (BIODYNAMICS, Buenos Aires, Argentina) y 20 ng de ADNc. En cada experimento, se
procesaron dos réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas. Ademas, se incorporaron controles
sin templado (control negativo). Todas las amplificaciones fueron realizadas en un equipo Rotor-
Gene Q thermocycler (QIAGEN, Hilden, Germany), con el siguiente programa: 2 min a 94°C, 45
ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a 57°C, 17 s a 72°C, y una elongacion final de 5 min a 72°C. Los
datos de cada amplificacion fueron analizados utilizando el programa Rotor-Gene Q Series
Software 1.7 y la cuantificacién relativa se realizé considerando los valores de despegue (“take
off’) y eficiencia de amplificacion para cada reaccion individual. El analisis estadistico se
desarroll6 con el programa REST-RG (Relative Expression Software Tool V 2.0.7 para Rotor
Gene, Corvett Life Sciences). Se utilizé al gen endbégeno B-tubulina como referencia, debido a
que en trabajos previos fue reportado como uno de los candidatos con expresion mas estable
en 6rganos reproductivos de P. notatum en diferentes estadios del desarrollo (Felitti et al., 2011;
Ochogavia et al.,, 2011; Podio etal., 2014b). Las eficiencias de las amplificaciones fueron

controladas para los genes candidatos y de referencia.
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IV.7- Andlisis fenotipicos
IV.7.1- Caracterizacién fenotipica de las plantas controles y transformantes

Las plantas obtenidas a partir de la plataforma de transformacion (transgénicas y
controles de transformacion que sufrieron el proceso de cultivo in vitro) fueron cultivadas bajo
condiciones controladas de fotoperiodo, humedad y temperatura, en cAmara de cultivo, como se
menciond en apartados anteriores. Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas de las plantas,
asi como también caracteres fenotipicos como largo de las inflorescencias, y productivos, como

el nimero de inflorescencias por planta y numero de semillas llenas por planta.

IV.7.2- Viabilidad del polen

Para el estudio de viabilidad se coseché polen maduro en el estadio de antesis. Todas
las muestras de polen fueron colectadas de espiguillas recién abiertas. Se analizaron 3
espiguillas de cada planta. Bajo la lupa se disectaron las tres anteras de cada flor sobre un
portaobjeto, y se las colore6 con unas gotas 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 viable (purpura) y los no viables (translicidos y verde/celestes). Las
observaciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio de transmision de luz Nikon Eclipse
E200. Los datos de viabilidad de polen obtenidos para cada planta fueron evaluados
estadisticamente usando el test de intervalos de confianza de proporciones de Newcombe con

correcciones de continuidad (Newcombe, 1998).

IV.7.3- Andlisis citoembrioldgicos

Las plantas (controles de transformacion y transgénicas) fueron llevadas a camara de
cultivo en condiciones controladas de fotoperiodo y temperatura para inducir la floracion. El
desarrollo y la morfologia de los sacos embrionarios fueron caracterizados por observaciones
citoembriol6gicas de clarificados de 6vulos, siguiendo el protocolo descrito por Young et al.
(1979). El andlisis de los sacos embrionarios maduros de Paspalum en la etapa de antesis
permite la determinacion de su origen, ya que los sacos embrionarios meiéticos y aposporicos
muestran morfologias distintas (Martinez et al., 2001; Ortiz et al., 2013). Mientras que los sacos
embrionarios meidticos maduros (SEM) muestran una ovocélula, una o dos sinérgidas, una
célula central con dos nudcleos polares y una masa de células antipodales, los sacos
embrionarios aposporicos (SEA) son tetra o pentanucleados, y comprenden una ovocélula, una

a dos sinérgidas y dos nucleos polares, pero carecen de células antipodales (Martinez et al.,
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2001). Se fijaron espiguillas en estadios de antesis y premeiosis/meiosis (Laspina et al., 2008)
en FAA (70% etanol:formaldehido:acético 18:1:1) durante 24-48 h. Los pistilos fueron
disectados y los ovarios fueron colocados en 70% etanol por al menos 24 h. Luego fueron
tratados con 3% peréxido de hidrogeno durante 2 h. Posteriormente, fueron deshidratados en
una serie de etanol (50%, 70%, 95% y dos veces 100%), haciendo incubaciones de 30 min a
cada concentracion. Se los tratd con una serie de metilsalicilato/etanol (1:1, 3:1, 5,6:1),
realizando incubaciones de 30 min a cada concentracion. Finalmente, fueron incubados en
metilsalicilato 100% por al menos 12 h. Sobre un portaobjeto se colocaron unas gotas de
metilsalicilato y los ovarios fueron depositados sobre ellas, se los cubrié con el cubreobjetos y
fueron examinados en un microscopio de interferencia diferencial de contraste Leica DM2500.
Se evalu6 el nimero de sacos embrionarios y los datos fueron analizados usando el célculo de
intervalos de confianza para proporciones de Newcombe, con una correcciéon de continuidad
(Newcombe, 1998).

IV.7.4- Citbmetro de flujo

El origen de las semillas (apomixis o sexualidad) fue determinado usando un método de
Flow Cytometric Seed Screening (FCSS), el cual estima la relacion entre el contenido de ADN
gendémico entre el embrion y el endosperma (2:3 para las semillas sexuales; 2:5 para las
semillas apomicticas) (Matzk et al., 2000). Se colectaron semillas maduras 40 dias después de
la antesis. Después de remover las espiguillas del raquis, las semillas vacias fueron eliminadas
usando un separador de viento. Las semillas llenas fueron escarificadas manualmente para
separar los cariopses, los cuales fueron tratados con una serie de 30% v/v de hipoclorito, 70%
de etanol 70% y agua destilada estéril (5 min cada paso). Luego, los ndcleos fueron extraidos
rebanando los cariopses en 0,5 ml de buffer de extraccion (CyStain UV Precise P Nuclei
extraction buffer, SYSMEX PARTEC, Gorlitz, Germany), seguido de la adicion de 1,5 ml de
buffer de tincién (Cystain UV Precise P Staining Buffer, SYSMEX PARTEC) que contiene 4’,6’-
diamidino-2-phenylindole (DAPI). Los contenidos de ADN en las preparaciones de nudcleos
(valor C) fueron determinados midiendo la intensidad de fluorescencia de los nucleos tefidos
con DAPI, mediante el uso de un citbmetro de flujo CyFlow Space (SYSMEX PARTEC) y

siguiendo el protocolo descripto por Galdeano et al. (2016).
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IV.7.5- Ensayos de germinacion

Para realizar experimentos de germinacion de semillas, 3 grupos de 30 semillas
originadas de las plantas E1.4 (control sexual de transformacion) y E2.9 (transformante tgsl) se
escarificaron con H,SO, concentrado durante 15 minutos, luego se lavaron con agua destilada y
se incubaron en placas de Petri conteniendo un fondo de algodén himedo cubierto con papel
de filtro. Finalmente las placas de Petri se colocaron en una camara de crecimiento a 28 °C con
un fotoperiodo de 12 h de luz durante 30 dias.

IV.8- Uso de un marcador molecular para la deteccién del ACR

Para verificar molecularmente que las plantas regeneradas no presentaban la region
gendmica responsable de la apomixis (ACR), nos enfocamos en trabajos anteriores que
informaban la especificidad de una secuencia de ADN con identidad con la peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase (PPlase) de arroz (LOC_0s02g52290.1), que mapeaba dentro de la regién que
controla la apomixis en Paspalum (ACR) (Pupilli et al., 2004; Podio et al., 2012). En nuestro
laboratorio se disefiaron cebadores especificos que amplifican un fragmento de 570 pb de dicha
secuencia, que estad presente Unicamente en la ACR (Ing. Nicolas Spoto, resultados no
publicados) (Tabla 1V.1). Este fragmento es un marcador que se asocia en un 100% al modo
reproductivo apomictico. Se realizaron experimentos de PCR en una mezcla de reaccion de 25
uL conteniendo: 90 ng de ADN gendmico, 0,2 uM de cada cebador (PPIAPO Upper/Lower,
Tabla IV.1), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs y 1,25 U de Taq polimerasa (INBIO,
HIGHWAY). Los experimentos se realizaron en un termociclador MyCycler (BIORAD, Hércules,
CA, EE.UU), de la siguiente manera: 5 min a 94°C, 35 ciclos de 94°C durante 30 sec, 59°C 1
min y 72°C 2 min, y un paso final de elongacion de 5 min a 72°C. Finalmente, utilizamos el
genotipo Q4117 y tres individuos apomicticos de la poblacién JS (JS-9, JS-71 y JS-130) como
controles positivos y el genotipo Q4188 y tres individuos sexuales de la poblacién JS (JS-39,
JS-58 y JS-83) como controles negativos del ACR.
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Tabla IV.1: Cebadores utilizados para analizar las plantas transgénicas y controles

Cebador Secuencia Tm Ta Producto de tamafo
(°C) (°C) esperado (pb)

Act-Nos2-Upper | 5-AAGAGGGGAAAAGGGCACTA-3 | 60,07
59 1270

Act-Nos2-Lower 5-ATTGCCAAATGTTTGAACGA-3' | 59,02

Act-Nos2-Upper | 5-AAGAGGGGAAAAGGGCACTA-3' | 60,07
NostedL 59 530

ested-Lower 5-CAAGAACAGCCTCGCTGTAG-3' | 59,00

NOS-Upper 5-GGTACCGAGCTCCGAATTTCC-3' | 60,96
OS.L 57 187

LOWET | 5 TTGCGGGACTCTAATCATAAAAA-3' | 59.98

qPCR-Upper 5-ACGTTCTTGTGTTGGCATTT-3' | 59,00
57 180

GPCR-Lower 5-TGCTCATCCACAGAAGATGG-3' | 59,00

R-tubulina-Upper | 5-GTGGAGTGGATCCCCAACAA-3' | 63,23
bl 57 158

-tubulina-Lower | 5, A A AGCCTTCCTCCTGAACATGG-3 | 65,85

PPIAPO-Upper | 5-CCGGTCGCAGTACAACAGAA -3 | 62,00
59 570

PPIAPO-Lower 5-TTTCTGGACAGATCACGATCC -3’ | 62,00

IV.9- Bases de datos

Para recuperar las secuencias completas de los genes expresados en tejidos
reproductivos de plantas apomicticas y sexuales se utilizaron las bases de datos ensamblados
de novo a partir de lecturas largas Roche 454/FLX+ desarrolladas en nuestro laboratorio, y
disponibles publicamente en el repositorio NCBI Sequence Read Archive (SRA),
https://www.ncbi.nlm.nih.gov//bioproject/PRINA330955, bajo los numeros de accesion
SRX1971037 y SRX1971038 para las bibliotecas apomictica y sexual, respectivamente (Ortiz

et al., 2017). Ademas, se construyé una base de datos de expresion cuantitativa a partir de la
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secuenciacion HiSeq de bibliotecas lllumina TrueSeq florales, secuenciando por triplicado 4
estadios del desarrollo: premeiosis, meiosis, posmeiosis y antesis (los datos estan disponibles
en forma publica en el repositorio SRA del NCBI bajo el nimero de accesion PRINA511813).
Por otra parte, se usaron bibliotecas de sRNA florales apomicticos y sexuales desarrolladas
previamente en nuestro laboratorio (disponibles en el repositorio NCBI SRA bajo los numeros
de accesion SRX1971037 y SRX1971038 para las bibliotecas apomicticas y sexuales
respectivamente) (Ortiz etal.,, 2019). El genoma completo de P. notatum esta siendo
secuenciado usando tecnologias Hi-seq Illumina y Oxford Nanopore, en colaboracién con otros
institutos de Francia, Italia y Argentina. A partir de los datos crudos generados hasta el
momento, proveniente del genotipo diploide sexual R1, que muestra una tasa vestigial de
aposporia, se realizaron alineamientos y buUsquedas blastn, usando como interrogante la
secuencia nucleotidica del gen PN_TGS1-like proveniente del transcriptoma floral Roche 454.
Se utilizé el programa DNA Baser v4.23.0 para ensamblar todas las secuencias homdélogas a

PN_TGS1-like y el programa en linea Splign del NCBI para predecir los exones e intrones.

IV.10- Identificacion de variantes de splicing en transcriptomas florales
IV.10.1- Busqueda en bases de datos

Las variantes se identificaron a partir de bases de datos de secuencias desarrolladas
previamente por nuestro grupo de trabajo, correspondientes a transcriptomas florales de
referencia de P. notatum sexual (C4-4x, 2n=4x=40) y apomictico (Q4117, 2n=4x=40),
ensamblados de novo a partir de lecturas largas FLX Roche 454 (Ortiz etal., 2017). Los
transcriptos diferencialmente expresados de la base global se ordenaron de acuerdo al FDR
(False Discovery Rate), para seleccionar aquellos genes con menor probabilidad de haber sido
identificados por azar. Luego para cada uno de los isotigs diferenciales se buscaron las
secuencias apomicticas y sexuales, en sus respectivas bases de datos, y se alinearon con
Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Se hicieron alineamientos con
BLASTN/BLASTX contra las bases no redundantes del NCBI y con ClustalW entre las
secuencias apomicticas y sexuales. Se compararon las secuencias y se determind la posible
existencia de intrones no procesados controlando la existencia de los sitios caracteristicos de

intrones del grupo .
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IV.10.2- PCR convencional

Para controlar el clivado diferencial se efectuaron amplificaciones por PCR cualitativa en
muestras de ADNc generadas a partir de ARN floral. Los cebadores utilizados (Tabla IV.2) se
disefiaron con Primer3 v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) sobre secuencias internas del
intron alternativo. Las muestras de ARN total fueron extraidas de flores en antesis con “SV Total
RNA lIsolation System” (PROMEGA, Massachusetts USA) (ver apartado 1V.6.1- Extraccion de
ARN). Se retrotranscribi®6 1 pg de ARN usando Transcriptasa Reversa Superscript Il
(INVITROGEN, Carlsbad, CA, USA). Para mas detalles, ver los apartados IV.6.1- Extraccion de
ARN e IV.6.2- Transcripcion reversa. Se realizaron experimentos de PCR en una mezcla de
reaccién de 25 L conteniendo: 50 ng de ADNc, 0,5 uM de cada cebador (Tabla 1V.2), 0,2 mM
de dNTPs, 1X de solucion reguladora GoTaq (Promega) y 1,25 U de polimerasa Go Taq
(Promega). Los experimentos se realizaron en un termociclador MyCycler (BIORAD, Hércules,
CA, EE.UU), de la siguiente manera: 2 min a 95°C, 35 ciclos de 95°C durante 1 min, 57°C 1 min
y 72°C 1 min, y un paso final de elongacién de 5 min a 72°C. Los productos de amplificacion
fueron visualizados por medio de electroforesis en geles de 2 % m/v de agarosa, en cubas
horizontales a 60 mA, con solucion reguladora TAE y posteriormente tefiidos con bromuro de
etidio 10 mg/l.

IV.10.3- PCR en tiempo real

Para los genes que amplificaron cualitativamente la variante alternativa, se hicieron
experimentos de PCR en tiempo real procesando dos réplicas bioldgicas y tres réplicas
técnicas. Las PCR cuantitativas (PCR en tiempo real) se realizaron en muestras obtenidas de
manera idéntica a la descripta para la PCR cualitativa, en un equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Hilden, Alemania), usando 1x SYBR Green PCR Master Mix Mezcla Real (BIODYNAMICS,
Buenos Aires, Argentina), en un volumen final de 20 yL conteniendo 0,5 uM de cebadores
especificos (Tabla 1V.2) y 20 ng de ADNc. Se incluyd el analisis de un gen de expresion
constitutiva (B2-tubulina), que ya fue seleccionado como una referencia adecuada para
comparaciones en el sistema apomictico-sexual de Paspalum (Felitti et al., 2011; Podio et al.,
2014b) y controles sin ADN molde (control negativo). Todas las amplificaciones fueron
realizadas con el siguiente programa: 2 min a 94°C, 45 ciclos de 15 min a 94°C, 30 s a 57°C, 17
s a 72°C, y una elongacion final de 5 min a 72°C. Los datos crudos de despegue (take off)
fueron exportados a un archivo de datos y analizados con el programa REST-RG 2009
(QIAGEN, Hilden, Alemania).
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IV.11- Analisis bioinformatico para localizar otros actores del splicing y determinar sus
interrelaciones

Se realizé una busqueda en la base de expresion diferencial Roche 454 de los genes
representados por términos GO relacionados con el splicing dentro de la categoria proceso
biol6gico. Las secuencias recuperadas se utilizaron como interrogantes de las bibliotecas
lllumina TrueSeq. Se confirmd la expresion diferencial para cada uno de los genes. Se
localizaron los ortélogos de Arabidopsis thaliana para estos genes y se utilizé el programa

STRING (functional protein association networks) para establecer interacciones.

Tabla IV.2: Cebadores utilizados para la identificacién de variantes de splicing

Producto de
Cebador Secuencia Tm (°C) | Ta (°C) tamafio
esperado (pb)
Tetraketl-Upper 5-CTCGCATGATAGGCTGAGTG-3’ 59,57
57 244
Tetraketl-Lower 5-ATTGGCAGAGAAAGCAGCAT-3’ 59,98
Stricto-Upper 5-CAGAAGATTATAGAGCAGCCAATG-3' | 59,46
57 201
Stricto-Lower 5-GCTCTCCTCGTGAGCATCTT-3’ 59,71
Chloro-Upper 5-CTTTTCGCTGCATCCTTCAT-3' 60,35
57 375
Chloro-Lower 5-CGTCGTCGTTGTACAGTTCC-3’ 59,21
CP26-Upper 5-GAGGTGAGCACCATACATGC-3’ 59,12
57 250
CP26-Lower 5-CAAGAAGCCAGAGGATTTCG-3’ 59,95
LTP-Upper 5-CATGGCACAGAACAGGCATA-3’ 60,69
57 297
LTP-Lower 5-CTCGGGGACGTGAACAAG-3’ 60,24
DHN1-Upper 5-ACCATGCGTCACAAAGACAT-3’ 59,01
57 288
DHN1-Lower 5-GTCGACCAGTACGGCAACC-3’ 61,54

MATERIALES Y METODOS 52




RESULTADOS



V-RESULTADOS

V.1- OBTENCION DE PLANTAS TRANSGENICAS DE P. NOTATUM SEXUAL EN
LAS QUE SE SILENCIO LA ACTIVIDAD DEL GEN PN_TGS1-LIKE Y ANALISIS DE
LAS CONSECUENCIAS SOBRE EL DESARROLLO REPRODUCTIVO

Generamos plantas transformantes de P. notatum sexual con una representacion
disminuida del gen PN_TGS1-like, por transformacién con un fragmento antisentido y luego
analizamos su desarrollo reproductivo, para compararlo con el de plantas silvestres. Para ello,

realizamos los experimentos que se describen a continuacion:

V.1.1- Experimentos de transformacién
V.1.1.1- Construccién del plasmido pActl-Flas

Generamos construcciones que contenian un fragmento del gen PN_TGS1-like
(fragmento F1, flanqueado entre las posiciones 7-739 dentro de la secuencia PN_TGS1, acceso
GeneBank KM114905), clonado en antisentido bajo un promotor de expresion constitutiva
(pActl de arroz). F1 comprende los ultimos 63 nt de la regién 5'UTR y los primeros 670 nt del
CDS de PN_TGS1-like, excluyendo el dominio conservado de ARN metiltransferasa. Se
digirieron los plasmidos pGEM-TEasy-F1 (que contenia un fragmento F1 de 733 pb de
PN_TGS1-like) y pActl-gfbsd2 (vector de expresion en plantas que contenia GFP clonado bajo
el promotor Actl) con las enzimas de restriccion Spel y Notl (Figura V1.1A). Por electroforesis
se visualizaron y extrajeron las bandas F1 (733 pb) y pActl-gfbsd2 digerido (5510 pb). A
continuacioén, el fragmento F1 y el plasmido pActl-gfbsd2 digerido se ligaron y se transformaron
células competentes DH5a. Se confirmd, a partir de PCR de colonias, la presencia del inserto
F1 en 4 clones (clones 3, 5, 9, 16, Figura V1.1B, marcados con asterisco). A estos 4 clones se
les extrajo ADN plasmidico, y por secuenciacion se confirmd que el fragmento F1 estaba
clonado en antisentido en el vector pActl-gfbsd2, bajo el promotor Actl de arroz (construccion
pActl-Flas).
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Figura V1.1: Construccion del plasmido pActl-Flas. A: Digestion de los plasmidos pGEM-TEasy-F1 y pActl-
gfbsd2 con las enzimas de restriccibn Spel y Notl. Las bandas extraidas del gel (marcadas con lineas blancas)
fueron F1 (733 pb) y pActl (5510 pb). B: Deteccion de clones positivos (marcados con asterisco en la parte superior)
a partir de amplificaciones por PCR de colonias de las bacterias transformadas con la construccion pActl-Flas. M:
marcador de peso molecular Milmarker (0,5 - 10,5 Kb) (BIODYNAMICS, Buenos Aires, Argentina).

V.1.1.2- Obtencién de callos a partir de semillas maduras

El protocolo para la induccién de callos a partir de semillas maduras, se realiz6 de
acuerdo con Mancini et al. (2014). Diferentes variedades de explantos (embriones inmaduros,
meristemas, semillas maduras) fueron examinados para obtener plantas transformadas de P.
notatum, y a pesar de que todos los tejidos demostraron ser adecuados para generar callos y
plantas regeneradas, se seleccionaron las semillas maduras como explantos de este trabajo
debido a sus porcentajes de regeneracion elevados y a la simplicidad de la técnica utilizada
(Mancini et al., 2014). Para los experimentos de transformacion estable, se utilizaron callos
embriogénicos (aspecto nodular, compacto y de color blanco-amarillento). Los callos no
embriogénicos (translicidos) fueron descartados en los sucesivos repiques. En la Figura V1.2,
se muestra la secuencia de induccion de callos originados a partir de semillas maduras

sexuales de P. notatum.
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Figura V1.2: Obtencién de callos a partir de semillas sexuales maduras de P. notatum. (A-E): secuencia de
induccion de callos observados bajo lupa binocular; Semillas maduras en medio MM5 a los 3 (A), 8 (B), 10 (C), 21 (D)
y 30 (E) dias, respectivamente. Nétese que en las figuras C, D y E se observa el crecimiento del callo. F: Semillas
escarificadas en MM5; G: brotes emergiendo en medio MM5; H: callos subcultivados en MM5; I: callos embriogénicos
aptos para ser bombardeados.

V.1.1.3- Transformacioén estable

La transformacion estable fue realizada sobre callos, utilizando el protocolo descripto por
Mancini et al. (2014). Se llevaron a cabo dos experimentos de co-transformacion, uno sin
seleccién (usando los plasmidos pActl-Flas y pActl-gfbsd2), y otro con seleccion (empleando
los plasmidos pActl-Flas y pUbi-BAR-35S-GFP (Huber et al., 2002) (ver Materiales y Métodos).
Noétese que el plamido pActl-Flas tiene el fragmento F1 del gen PN_TGS1-like clonado en
antisentido bajo el promotor Actl de arroz, mientras que el pUbi-BAR-35S-GFP (Huber et al.,
2002) incluye el gen selector BAR (que otorga resistencia a glufosinato de amonio) y el gen
reportero GFP, clonados bajo el promotor de ubiquitina de maiz y del virus del mosaico de
coliflor, respectivamente. Dado que la tasa de co-transformacién en P. notatum usando esta
metodologia biolistica es de alrededor de 40% (Mancini et al., 2014), decidimos utilizar este
procedimiento para lograr la seleccion de las transformantes. Se realizaron dos experimentos
de co-transformacion independientes, bombardeando con la construccion pActl-Flas 100 callos
por experimento. Luego de efectuar los disparos, se llevé a cabo un tratamiento postbombardeo
con 1,0 mg/l de glufosinato de amonio, para seleccionar a aquellas plantas que hubiesen
incorporado el plasmido conteniendo al gen BAR, segun se indica en Materiales y Métodos. Se
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obtuvieron un total de 31 plantas regenerantes (26 plantas putativas transgénicas y 5 controles).
En la Figura V1.3 se resumen las diferentes etapas del proceso de transformacién estable.

Figura V1.3: Experimentos de transformacién estable. A: callos a bombardear en medio osmético (IM + 0,4M
manitol), B: callos a 15 dias postbombardeo en medio selectivo con herbicida (glufosinato de amonio), C: callos en
medio de regeneracion de vastagos (MRV1). D: vastagos y raices regenerando en medio MEEV3. E y F: Plantas
regeneradas en tierra.

V.1.2- Verificacion de la presencia del transgen
V.1.2.1- Deteccién del transgen por PCR

Se extrajo ADN gendmico de las presuntas plantas transgénicas y de 2 plantas controles
y se analizé la presencia del transgen mediante PCR utilizando los cebadores que se listan en
la Tabla IV.1 (ver Materiales y Métodos), que permiten amplificar la construccion introducida
durante la transformacion. En la Figura V1.4 se muestran las imagenes de los geles de agarosa
correspondientes a las amplificaciones por PCR (PCR anidada y PCR-NOS). Siete plantas
(E2.1, E2.3, E2.7, E2.9, E2.10, E2.13, E2.14) amplificaron las bandas esperadas en la nested-
PCR: 1270 pb en la primera amplificacion realizada con los primers Act-Nos2 Upper/Lower
(Figura V1.4A) y 530 pb en la segunda amplificacion realizada con los primers Act-Nos2 Upper/
Nested Lower (Figura V1.4B). Sin embargo, so6lo seis plantas (Figura V1.4C) mostraron también
la amplificacion con los primers especificos NOS (E2.1, E2.3, E2.9, E2.10, E2.13, E2.14), y
fueron por lo tanto seleccionadas como verdaderos positivos. Las plantas restantes (E1.1, E1.2,
El.4, E1.6, E1.9 y E2.7) se reclasificaron como controles de transformacion, ya que habian
pasado por todo el procedimiento de transformacion, pero no incorporaron el vector de
transformacion.
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Figura V1.4: Deteccion de transgenes por PCR. Las flechas indican los productos de amplificacion esperados. A-
B: Nested PCR, donde A, tanto el panel izquierdo como derecho, corresponde a la primera amplificacion (primers
Act-Nos2) y B a la segunda amplificacion (primers Act-Nos2/Nested). C: PCR-NOS. -: control negativo, Q4188: planta
silvestre sexual, +: control positivo, R0.1: control de regeneracion, E: eventos de transformacion. Los asteriscos
indican las lineas transgénicas en antisentido positivas (E.2.1, E.2.3, E2.7, E.2.9, E.2.10, E.2.13, E.2.14).

V.1.3- Verificaciéon de la expresion disminuida de PN_TGS1-like
V.1.3.1- PCR en tiempo real

Se realizaron experimentos de PCR en tiempo real para cuantificar la expresion relativa
del gen PN_TGS1-like en hojas de cinco plantas transgénicas (E2.1, E2.3, E2.9, E2.13, E2.14)
del total de seis que habiamos identificado (E2.10 no sobrevivié al periodo de aclimatacion de la
camara de crecimiento), los controles de transformacion (E1.1 y E1.4) y Q4188 como control
sexual de tipo silvestre. Tres de las plantas transgénicas (E2.9, E2.13 y E2.14) mostraron una
expresion de PN_TGS1-like significativamente mas baja en las hojas en comparacion con los
controles de transformacién y de tipo silvestre. (Figura V1.5), mientras que no se detecté una
reduccién significativa en las plantas E2.1 y E2.3. Ademas confirmamos una expresion
significativamente mas baja en flores de las lineas E2.9 y E2.13 (Figura V1.5, la planta E2.14 no
floreci6 aun después de tres afios de crecimiento vegetativo, por lo que no se ha controlado
todavia la expresion en flor). Por lo tanto, para los eventos de transformaciéon E2.9, E2.13 y
E2.14 se confirmo la introducciéon estable del transgen en la planta y el silenciamiento del gen
blanco PN_TGS1-like. Las plantas fueron transferidas a camara en condiciones adecuadas para

inducir la floracion.
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Figura V1.5: Cuantificacion de la expresion relativa de PN_TGS1-like en hojas (H) y flores (F) de plantas
putativas transgénicas. Los productos amplificados fueron generados usando los primers gPCR Upper/Lower.
Q4188: planta silvestre sexual. E1.1 y E1.4: controles de transformacion. E2.1, E2.3, E2.9, E2.13, E2.14: plantas
transgénicas positivas. Todos los célculos estadisticos de la gPCR se encuentran publicados en Suplemmentary
Data Sheet 1 de Colono et al (2019).

V.1.4- Andlisis fenotipicos
V.1.4.1- Caracterizacién fenotipica de las plantas controles y transformantes

Las lineas antisentido (generacion T,) mostraron caracteristicas morfoldgicas similares a
las de los controles con respecto al tamafio de la planta, el vigor y el ancho de la hoja (ver
Figura V1.6, ancho de la base de las hojas de plantas controles y transgénicas). Sin embargo,
mostraron tricomas largos en la superficie adaxial de las hojas, un rasgo que estaba ausente en
las plantas control (Figura V1.7). Ademas, las plantas transgénicas evidenciaron una floracion
tardia: solo las plantas antisentido E2.9 y E2.13 florecieron en la camara de OGM (ver
Materiales y Métodos) después de periodos de crecimiento de uno y dos afios,
respectivamente. La linea antisentido E2.14 no ha florecido todavia, después de tres afios de
crecimiento vegetativo. Un analisis comparativo del numero y la morfologia de las
inflorescencias realizado para las lineas antisentido y para las plantas controles se muestra en
la Tabla V1.1. La planta E2.9 mostré un nimero mayor de inflorescencias con mas de dos

racimos (Tabla V1.1). Tanto E2.9 como E2.13 mostraron racimos mas cortos con menos

RESULTADOS 58




espiguillas que las plantas control (Tabla V1.1). En la Figura V1.8 se muestran algunas
imagenes de las inflorescencias de las plantas transgénicas y controles.
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Figura V1.6: Ancho en la base de las hojas. Plantas transgénicas (E2.9, E2.13 y E2.14) y plantas controles de
regeneracion (R0.1, R0.2 y R0.3).
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Figura V1.7: Tricomas formados en las plantas transgénicas y controles. Formacién de tricomas en las hojas: A:
E1.4 (control de transformacion), B: E2.9, C: E2.13 y D: E2.14. E: nimero de tricomas por cm de hoja en cada planta.
WT: control sexual, planta silvestre. Barras: 0,25 cm.
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Tabla V1.1: Nimero de inflorescencias y morfologia

Numero de Racimos por NuUmero de Longitud del
Planta inflorescencias inflorescencia  espiguillas por racimo (cm)
analizadas (SD) fila (SD) (SD)
WT (Q4188) 12 2 (0) 48,5 (12,0) 13,7 (1,6)
E1.4 (control) 8 2 (0) 42,1 (7,6) 12,23 (2,9)
E2.9 (antisentido) 45 2,7 (0,5) 32,6 (7,1) 9,92 (2,0)
E2.13 (antisentido) 6 2(0) 33,5(1,9) 10,41 (0,5)

SD: Desviacion estandar, del inglés “standard deviation”

Figura V1.8: Inflorescencias presentes en las plantas control y antisentido. A: control de transformacion E1.4.
(B-E): linea antisentido E2.9.

V.1.4.2- Viabilidad del polen

Mediante la tincion de Alexander, se realizé una evaluacion cuantitativa de la produccion
de polen viable en las plantas transgénicas, en un control de transformacioén y en la planta
sexual silvestre Q4188. Las lineas antisentido E2.9 y E2.13 mostraron un porcentaje de polen
no viable de 40,76% (IC 95%: 39,51<P> 42,02) y 40,60% (IC 95%: 39,34<P> 41,87),
respectivamente, mientras que el control de transformacion y la planta Q4188 presentaron un
34% (IC 95%: 32,8<P> 35,2) y 38,5% (IC 95%: 37,5<P> 39,6), respectivamente. Al analizar la
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viabilidad del polen, encontramos proporciones de polen viable y no viable similares en plantas

con la construccion en antisentido de PN_TGS1-like E2.9 y E2.13, el control de transformacion

El.4 y la planta de tipo salvaje Q4188 (ver Tabla V1.2 y Figura V1.9). El tamafio del polen fue

uniforme y similar tanto para las lineas en antisentido como para el control, lo que sugiere una

ausencia de polen no reducido.

Tabla V1.2: Andlisis de viabilidad del polen

NUamero

NUmero de

Planta de PV PNV Total %PNV (IC 95%)

WT (Q4188) 5191 3250 8441 38,5 (37,5<P> 39,6)
E1.4 (control) 4047 2080 6127 34,0 (32,8<P> 35,2)
E2.9 (antisentido) 3519 2421 5940 40,76 (39,51<P> 42,02)
E2.13 (antisentido) 3464 2368 5832 40,60 (39,34<P> 41,87)

PV: polen viable, PNV: polen no viable, % NVP: porcentaje de polen no viable
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Figura V1.9: Andlisis de la viabilidad del polen. A: Porcentaje de polen no viable en cada planta. B: polen tefido
con la tincion de Alexander (planta E2.9). C: grano de polen viable. D: grano de polen no viable. WT: genotipo

Q4188.
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V.1.4.3- Andlisis de fenotipos reproductivos en plantas transformantes tgsl-like

El analisis citoembriolégico en antesis reveld diferencias notables entre las lineas en
antisentido y las plantas controles (Tabla V1.3). Todos los 6vulos viables de las plantas control
contenian un Unico saco embrionario tipico de la via sexual (es decir, sacos embrionarios
meidticos o SEM), con una ovocélula, una o dos células sinérgidas, una célula central con dos
nucleos polares y una masa de células antipodales (Figura V1.10 A-B). En cambio, en las
plantas transgénicas E2.9 y E2.13 observamos una proporciéon significativa de évulos que
presentaron sacos embrionarios de tipo apospérico (similares a SEA) (33/147 y 23/95,
respectivamente) (Figura V1.10 E-F, Tabla V1.3). Estos sacos embrionarios similares a SEA
mostraban una forma redondeada, nucleos polares prominentes y ausencia de antipodas. En la
Figura V1.10 C-D se muestran planos adyacentes de un évulo de la planta apomictica natural
Q4117 (control silvestre), en donde se observa la presencia de varios nucleos polares, que
corresponden a diferentes sacos embrionarios de tipo SEA. En las lineas antisentido E2.9 y
E2.13, el 34,7% vy el 42,4% de los évulos que portan sacos similares a SEAs también mostraron
un SEM, respectivamente (Tabla V1.3), que generalmente se ubic6 en una posicion central,
cerca de la micrépila. No se detectaron proembriones en los évulos de las plantas transgénicas,
ni en pre-antesis, ni tampoco en antesis. Por lo general, las especies apospoéricas de Paspalum
muestran proembriones en preantesis, lo que indica que tienen 6vulos funcionales no reducidos
capaces de sufrir partenogénesis (Figura V1.10 C-D). Finalmente, observamos la aparicion
esporadica (2,3%) de 6vulos gemelos, presentando uno o ambos sacos embrionarios de tipo
SEM o SEA (Figura V1.11 y Figura V1.12).
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Figura V1.10: Analisis citoembrioldgico del modo reproductivo de las plantas antisentido y controles en
antesis. A, B: dvulos clarificados con un solo saco meiético en el extremo chalazal. A: WT (control sexual), B: E1.4
(control de transformacién). C, D: planos adyacentes de un 6vulo de la planta apospérica obligada Q4117, que
presenta un SEA no reducido; Obsérvese la existencia de un proembrién (pro) que surge por partenogénesis. E, F:
varios gametofitos sin antipodas (SEA-like) coexistiendo en el mismo 6vulo. E: linea antisentido E2.9, F: linea
antisentido E2.13. G, H: évulos clarificados con un solo SEA-like, sin antipodas. G: linea antisentido E2.9. H: linea
antisentido E2.13. np: nucleos polares, sin: sinérgidas, ant: antipodas, ch: célula huevo, ah: aparato del huevo, pro:
proembrién.
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Tabla V1.3: Desarrollo de los sacos embrionarios evaluados mediante analisis citoembriolégicos en plantas transgénicas y controles.

Planta Numero de % 6vulos % Ovulos % Ovulos con % 6vulos con  Proporcion de Proporcién de sacos
ovarios abortados (n) con SEM (n) sacos SEM + SEA-like sacos SEM/SEM + SEA-like/SEM + SEA-
SEA-like (n) solamente (n)  SEA-like (IC 95%)® like (IC 95%)b
E2.9 147 23,13 (34) 54,42 (80) 9,52 (14) 12,93 (19) 0,64 (0,56-0,72) 0,22 (0,16- 0,30)
E2.13 95 15,79 (15) 60,00 (57) 8,42 (8) 15,79 (15) 0,68 (0,59-0,77) 0,24 (0,16-0,34)
El1.4 166 12,05 (20) 87,95 (146) 0 (0) 0 (0) 0,88 (0,82-0,92) 0,00 (0-0,03)
Q4188° 472 23,94 (113) 76,06 (359) 0 (0) 0 (0) 0,76 (0,72-0,80) 0,00 (0-0,01)

# Proporcion de 6vulos que presentaron solamente SEM + 6vulos con SEM + SEA-like, seguido por el intervalo de confianza de 95% incluyendo la
correccion de continuidad (Newcombe, 1998).

® Proporcion de 6vulos que presentaron solamente SEA + 6vulos con SEM + SEA-like, seguido por el intervalo de confianza de 95% incluyendo la
correccion de continuidad (Newcombe, 1998).

¢ Valores tomados de Quarin et al., 2003.

n: nimero absoluto
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Figura V1.11. Las lineas antisentido forman 6vulos gemelos. A: un évulo simple con la célula stack, la megaspora
funcional y las megasporas degeneradas. B: évulos gemelos originados de la planta antisentido E2.9. El 6vulo de la
izquierda tiene la célula stack, una tétrada meiética y dos nucleos adyacentes agrandados (flechas rojas/ lineas rojas
punteadas). El évulo de la derecha muestra la célula stack, la megaspora funcional, megasporas degeneradas y dos
nucleos adyacentes agrandados (flechas rojas/ lineas rojas punteadas). C, D: las mismas imagenes que en Ay B,
respectivamente, pero los limites del 6vulo no estan marcados para una visualizacion mas facil de los limites de las
células. sc: célula stack. mf: megaspora funcional. md: megaesporas degeneradas. te: tétrada meidtica.

7

Figura V1.12: Ovulos gemelos observados en antesis en la linea antisentido E2.9. A, B: Planos de enfoque
adyacentes que revelan dos 6vulos gemelos (évulo 2). B: plano adyacente que revela tres SEA-like (sin antipodas) y
un SEM dentro del 6vulo mas grande y un SEA-like en el ovario pequefio. (C, D) Planos de enfoque adyacentes que
revelan dos 6vulos gemelos (6vulo 109). D: plano adyacente que revela un SEM dentro de uno de los 6vulos. np:
nucleos polares, ch: célula huevo, ant: antipodas. Barras: 100 um.
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Para aclarar el origen de los sacos embrionarios supernumerarios detectados en la
antesis, se examinaron 80 6vulos inmaduros originados de las plantas E2.9 (linea antisentido),
Q4188 (control sexual) y E1.4 (control de transformacion) en etapas tempranas del desarrollo
(etapas | y Il, segun el calendario reproductivo de P. notatum de Laspina et al., 2008). En la
linea antisentido E2.9, observamos la presencia de células madres de la magaspora (CMM) o
diadas derivadas de CMM rodeadas por células similares a las iniciales de la aposporia (I1A-like)
con nucleos prominentes, que a veces muestran la morfologia tipica en forma de cuchillo
alargada (Figura V1.13). E2.9 mostr6 26/80 6vulos (32,5%, IC 95%: (0,227 <P> 0,44) con una o
varias células similares a IAs alrededor de la CMM o de las diadas mei6ticas. Ninguna de estas
supuestas iniciales de la aposporia fue detectada iniciando una meiosis (no se observaron
eventos supernumerarios de meiosis). En contraste, los 6vulos de Q4188 y E1.4 no presentaron
células similares a IA (0%, IC 95%: 0 <P> 0,0571) en ninguno de los évulos. En la linea
antisentido también se detectaron otras alteraciones en el desarrollo reproductivo, como
gametofitos de dos nucleos (fg2) que mostraban una morfologia de tipo apospérico (Figura
V1.14).
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Figura V1.13: Etapas tempranas del desarrollo del dvulo en la linea antisentido E2.9. A: évulo sexual de la
planta control con una célula cmm vy la célula basal stack tipica. B: évulo de planta antisentido E2.9 que muestra la
cmm, la célula stack y varios ndcleos agrandados en la parte superior (flechas rojas / lineas punteadas rojas). C:
amplificacion del panel B. D: 6vulo sexual de la planta control con una megaspora funcional y megasporas
degeneradas. E: 6vulo de planta antisentido E2.9 con una megaspora funcional, megasporas degenerativas y una
célula adyacente con nucleo agrandado (flechas rojas / lineas de puntos rojas). F: ampliacion del panel E. G, H e I:
planos adyacentes del mismo 6vulo gque contiene una diada meibtica rodeada por dos células con nlcleos
agrandados (flechas rojas/lineas punteadas en rojo). cmm: célula madre de la megaspora. sc: célula stack. mf:
megaspora funcional. dm: megasporas degeneradas. di: diada meiética.
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Figura V1.14: Alteraciones del desarrollo reproductivo que ocurren en la planta E2.9 en las primeras etapas
de desarrollo. (A-D): planos adyacentes de un 6vulo que muestran dos pares de nucleos agrandados (flechas
rojas/linea punteada roja). No se detectaron megasporas degeneradas. E, F: planos adyacentes de un évulo que
contiene un gametofito de tipo meidtico en estadio fg2 (linea punteada negra). G, H: planos adyacentes de un évulo
gue contiene un gametofito de tipo aposporico en estadio fg2 (linea punteada roja / flecha roja) con vacuola (flecha
azul). I, J: representacion esquematica de la gametogénesis femenina sexual (l) y apospdrica (J). Los gametofitos
detectados en (E, F) y (G, H) corresponden a la morfologia fg2 sexual y apospoérica, respectivamente. fg2: gametofito
femenino de 2 nudcleos. Barras: 50 pm.
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V.1.4.4- Citébmetro de flujo

Para reconstruir la via de desarrollo reproductivo de las plantas tanto antisentido como
de los controles, utilizamos el método de deteccién de semillas por Citometria de Flujo (FCSS)
(Matzk et al., 2000) para analizar semillas T, de la linea transgénica y del control. Las
inflorescencias maduras de la linea antisentido E2.9, Q4188 (control de tipo salvaje) y E1.4
(control de transformacion) fueron recolectadas, y las semillas vacias fueron descartadas
utilizando un separador de viento. Tanto los controles como la linea antisentido mostraron una
proporcion similar de semillas llenas (0,09%-0,13%, Tabla V1.4). El andlisis de las relaciones de
contenido de ADN nuclear entre el embrién y el endospermo (100 semillas por genotipo)
permitié evaluar si la semilla fue generada por sexualidad (relacion embrion: endospermo 2C:
3C) o por apomixis (relacion embrién: endospermo 2C: 5C). Como se esperaba, las lineas
controles (Q4188 y E1.4) formaron semillas solo por sexualidad (Figura V1.15). Todas las
semillas analizadas (100) de la linea antisentido E2.9 también mostraron un origen sexual
(Figura V1.15).

Tabla V1.4: Proporcién de cariopses llenos en lineas antisentido y controles

Planta Semillas llenas  Semillas vacias Proporcidén (IC 95%)

Q4188 26 223 0,10 (0,07-0,15)
RO.1 77 733 0,10 (0,07-0,11)
El.4 51 335 0,13 (0,10-0,17)
E2.9 227 2251 0,09 (0,08-0,10)

RESULTADOS 69




100 100 T
A E29 B E14
80 4x (embrién) 80 -
4x (embrién)
[%2] %2}
o o
S @
S 60 S 60 1
2 6x (endospermo) 2
[ (]
° l ° 6x (endospermo)
=} =
) 8x (G2 del embrién [} 1
£ 40 ( ) g 40 8x (G2 del embrion)
. =]
= l 12x (G2 del endospermo) = l 12x (G2 del endospermo)
b I ‘ " willers s 32 ‘
200 400 600 800 200 400 600 800
Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
100 100
c Q4188 D P. notatum
apomictico
80 - 4x (embrién) 80
172 12
g s
S 60 S 60 4x (embrién)
g 6x (endospermo) g
© ©
o ] -
g 40 8x (G2 del embrion) g 40 8x (G2 del embrion)
S =
= 12x (G2 del endospermo) < 10x (endospermo)
20 20 i
0 I AP S W Y —t i n 0
200 400 600 800 200 400 600 800
Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia

Figura V1.15. Prueba de la progenie mediante citometria de flujo. Las cariopses maduros se analizaron para
determinar la proporcién del contenido de ADN embridn: endospermo, que es diferente para las semillas originadas
por sexualidad o por apomixis. (A): planta E2.9 (todas las semillas E2.9 mostraron el patron sexual tipico; niamero
total de semillas analizadas: 100). (B): planta E1.4 (control de transformacion sexual). (C): planta Q4188 (control de
tipo salvaje sexual). (D): planta 4023 x 4117 (control de tipo salvaje apomictico). Se observa una distribucion
diferente en los picos de las semillas de origen apomictico con respecto a las sexuales: las semillas originadas a
partir de apomixis carecen del pico tipico de endospermo 6x, lo que conduce a un patron discontinuo con un valle
entre los picos 4x (embrién) y 8x (G2 del embridn).

V.1.4.5- Ensayo de germinacién

Del total de 30 semillas (tres réplicas, ver Materiales y Métodos), un promedio de 24,66
(x0,57)y 17,00 (= 1) de E1.4 y E2.9, respectivamente, germinaron durante la primera semana
(Figura V1.16). Ninguna otra semilla germind durante la segunda semana. La reduccion de
PN_TGS1-like causé una disminucién moderada pero significativa de 25,55% en el porcentaje
de germinacion de semillas originadas por la sexualidad, ya que el porcentaje de germinacion
fue de 82,22% (72,43 <P> 89,19) para la planta E1.4 y 56,67% (45,82 <P> 66,94) para la planta
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E2.9. Estos resultados sugieren que la actividad de PN_TGS1-like puede ser esencial para el

desarrollo de embrién/endospermo y/o en las vias de germinacion durante el desarrollo sexual.

Figura V1.16. Germinacidn de semillas de plantas sexuales de P. notatum con expresion disminuida de TGS1-
like. A, B: semillas del control de transformacion (planta E1.4). C, D: semillas del antisentido tgs1-like (planta E2.9). A
y C: semillas escarificadas a tiempo cero. B y D: semillas germinadas en la primera semana de incubacion.

Del ensayo de germinacién se conservan 15 progenies de la planta E1.4 (control) y 8
progenies de la planta E2.9 (linea en antisentido), las cuales se mantienen en condiciones
controladas de temperatura (28°C) y fotoperiodo (14 h de luz), y se utilizaran para estudiar la

herencia del transgen.

V.1.5- Uso de un marcador molecular para la deteccion del ACR

Con el fin de investigar la ocurrencia de contaminacion dentro del lote de semillas
sexuales utilizado en los experimentos de transformacién, se verificaron las lineas antisentido
en busca de la presencia de un fragmento del gen PPIASE (PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS
ISOMERASE), el cual segrega estrictamente con la apomixis (Pupilli et al., 2004; Podio et al.,
2012). Usando cebadores especificos dirigidos a una regién gendmica interna de la PPIASE de
P. notatum (ver materiales y métodos, Tabla IV.1), analizamos el ADN de Q4188 (sexual),
Q4117 (apomictico), tres hibridos F1 apomicticos y tres sexuales originados del cruzamiento
entre Q4188 x Q4117, el control de regeneracion R0.1, dos controles de transformacion (E1.1y
E1.4) y las tres lineas antisentido seleccionadas (E2.9, E2.13 y E2.14). El marcador de
amplificaciéon vinculado con la apomixis esperado de 570 pb se detecté s6lo en Q4117 y en los
tres hibridos F1 apomicticos (Figura V1.17) y estuvo ausente en la planta sexual Q4188, en las

progenies F1 sexuales, en los controles de transformacion y en las tres lineas antisentido
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(Figura V1.17). Este resultado confirmé que las lineas transgénicas derivadas de semillas
sexuales carecian de la regiébn gendmica responsable de la apomixis en la especie (region de

control de la apomixis o ACR).

e R K Yy e —

Figura V1.17: Amplificacién de la regién que controla la apomixis (ACR) sobre ADN gendmico. Los genotipos
usados fueron: Q4188 (sexual), Q4117 (apomictico), tres hibridos F1 sexuales (JS-36, JS-58, JS-83) y tres hibridos
F1 apomicticos (JS-9, JS-71, JS-130), R0.1 (control de regeneracion), E1.1 y E1.4 (controles de transformacion), y
E2.9, E2.13, E2.14 (lineas antisentido). Solo Q4117 y los tres hibridos F1 apomicticos amplificaron la banda
especifica de 570 pb.

Los resultados presentados en el objetivo 1 fueron publicados en Colono et al. (2019).
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V.2- DETERMINACION DE TRANSCRIPTOS QUE MUESTRAN VARIANTES DE
PROCESAMIENTO DIFERENCIALES EN TEJIDOS REPRODUCTIVOS DE PLANTAS
DE P. NOTATUM APOMICTICAS Y SEXUALES Y EN LAS LINEAS tgsl-like
DEFECTIVAS

Para determinar si la ausencia de actividad del gen PN_TGS1-like en 6érganos
reproductivos de plantas apomicticas esta correlacionada con alteraciones en el clivado y
empalme de genes, nos propusimos analizar la presencia de variantes de splicing en el
transcriptoma floral de referencia Roche 454 de plantas apomicticas y sexuales (las cuales
poseen naturalmente una expresion diferencial de PN_TGS1-like) y comparalas con las
variantes de splicing presentes en las plantas tgsl antisentido.

V.2.1- Identificacion de variantes de splicing en transcriptomas florales

Para analizar la presencia de variantes de splicing en el transcriptoma floral de plantas
apomicticas y sexuales utilizamos bibliotecas de RNAseq previamente desarrolladas en nuestro
laboratorio (ver Materiales y Métodos). Seleccionamos los 316 transcriptos con expresion
diferencial mas probable (FDR < 6,74 E-10) de un total de 3732 transcriptos diferencialmente
representados entre bibliotecas apomicticas y sexuales (p-value < 0.01 y logFC = 3; Ortiz et al.,
2017, archivo adicional 6). Estos transcriptos fueron seleccionados a partir de una base de
datos de ensamblado global (base de datos sexual + apomictica). Para cada uno de los isotigs
diferenciales presentes en la base global se recuperaron las secuencias completas de los
ARNmM provenientes de plantas apomicticas y sexuales, de su respectiva base de datos.
Mediante analisis de alineamiento, determinamos que 20 de ellas correspondian a posibles
variantes de splicing. Seis fueron elegidos para estudiar su expresion en tres plantas
apomicticas y tres sexuales, porque en ellos el procesamiento diferencial ocurria en secuencias
internas de los transciptos (no en los extremos), que ademas representaban intrones en otras
especies, y que estaban rodeadas del patrén cosenso del grupo | (GU-AG). Ademas, mediante
andlisis blastx en las bases no redundantes de plantas del NCBI se constaté que en la misma
posicion existian intrones presentes en otras especies. Las anotaciones y probabilidad de
expresion diferencial de dichos isotigs se listan en la Tabla V2.1. Segun los datos recabados in

silico, los isotigs 10779, 23387 y 22343 presentaban intrones no procesados en plantas
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sexuales mientras que los isotigs 22630, 11548 y 24572 presentaban un intrén no procesado en
plantas apomicticas (Figura V2.1). En la Figura V2.1 se muestran los alineamientos de
nucleotidos realizados para cada uno de los seis isotigs diferenciales (blastn en el NCBI,
alineamiento de dos o mas secuencias), utilizando sus respectivos isotigs apomicticos y
sexuales. El isotig que se utiliz6 como interrogante en cada uno de los alineamientos es el que
presenta el intron, y sobre el que se disefiaron los primers utilizados en los siguientes
experimentos. Todos presentaron un intrdn en su secuencia, salvo el isotig 10779 que presento
tres intrones, por lo que se disefiaron tres pares de primers para este transcripto. Mediante PCR
cualitativa, observamos amplificaciones de la forma no procesada para los isotigs 10779,
23387, 22343, 11548 y 24572 en ambos tipos de plantas (apomicticas y sexuales) (Figura
V2.2). El isotig 22630 no mostré amplificacién de la forma no procesada en ninguno de los dos
tipos de plantas, a pesar de que se probaron diferentes condiciones de ciclado. La ausencia de
procesamiento no pudo ser confirmada experimentalmente en el isotig 22630, por lo que
creemos que no representa una variante de splicing. En la Figura V2.2 se muestra solamente la
amplificacién correspondiente al primer intron del isotig 10779, pero también se han obtenido
amplificaciones correspondientes a los otros dos intrones (datos no mostrados). Notese que dos
isotigs (10779 y 23387) amplificaron una banda Unica, tanto en plantas apomicticas como
sexuales, con los cebadores que detectaban la forma no procesada (Figura V2.2). Se
considerd que en el caso de esos isotigs era posible realizar ensayos de gPCR en tiempo real
usando los mismos cebadores. En estos ensayos, soOlo para el isotig 23387 observamos
diferencias significativas en la representacion de las formas no procesadas entre ambos tipos
de plantas (Figura V2.3). En el caso del isotig 10779 no hubieron diferencias de expresion entre
las formas procesadas y no procesadas (Figura V2.4). De esta manera, corroboramos que el
splicing diferencial esta asociado con el modo de reproduccion en el isotig 23387, ya que el
alelo que porta el intrén resulté siempre mas abundante en plantas sexuales con respecto a las

apomicticas.
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Tabla V2.1: Isotigs seleccionados que presentan intrones diferencialmente procesados

Isotig Reads Apo Reads Sex Anotacion p-value FDR
10779 139 458 Tetraketide alpha-pyrone reductase 1 8,99E-38 1,28E-34
22630 144 377 Strictosidine synthase 2,21E-23 1,18E-20
23387 490 235 Chlorophyll a-b binding protein 1B-21  2,98E-22 1,50E-19
11548 729 411 Chlorophyll a-b binding protein CP26  8,11E-22 3,99E-19
22343 164 397 LTP_2. Probable lipid transfer 1,84E-21 8,95E-19
24572 24 105 Dehydrin DHN1 8,14E-16 2,42E-13

ISOTIG 10779

| 1 1 1 1 1

1 350 700 1050 1400 1750

ISOTIG 22630

Query: isotig amictico 12814 , I I '

1 150 300 450 600 750 900
ISOTIG 23387

1 200 400 600 800 1000 1200
ISOTIG 11548

| 1 1 1 1 |

1 250 500 750 1000 1250
ISOTIG 22343

1 250 500 750 1000 1250
ISOTIG 24572

1 150 300 450 600 750

Figura V2.1: Esquemas de alineamientos (blastn) en el NCBI para los seis isotigs seleccionados: 10779,
22630, 23387, 11548, 22343 y 24572. Los isotigs sexuales se representan en color negro y los apomicticos en color
gris. Las flechas corresponden a los oligonucleotidos disefiados para los ensayos de PCR, que permiten amplificar la
forma no procesada.
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ADNc: Q4117 M  ADNc: C4-4X ADNc: Q4117 ADNc: C4-4X

Figura V2.2: PCR a partir de ADNc de plantas apomicticas (ADNc: Q4117) y sexuales (ADNc: C4-4x). Panel A:
amplificaciones de los isotigs 10779, 22630 y 23387. Panel B: amplificaciones de los isotigs 11548, 22343 y 24572.
M: marcador de peso molecular CincuentaMarker (50 — 500 pb).

25

20 -

10 -

Expresion relativa en flores

Q4117 112 65 C4-4X 43 83

Figura V2.3: Cuantificacion de la expresién relativa del isotig 23387 en flores.
Plantas apomicticas en color gris (Q4117, #112, #65) y sexuales en negro (C4-4x, #43, #83).

RESULTADOS 76




55 -

4,5

3,5 -
2,5 -
15 -
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Q4117 112 65 C4-4X 43 83

Expresion relativa en flores

Figura V2.4: Cuantificacion de la expresion relativa del isotig 10779 en flores.
Plantas apomicticas en color gris (Q4117, #112, #65) y sexuales en negrol (C4-4x, #43, #83).

Estos experimentos prueban que la baja actividad del gen TGS1-like en plantas apomicticas
estd correlacionada con una disminucién de la variante de splicing con intron del transcripto

23387, pero no demuestran ninguna relacién causal entre ambos eventos.

V.2.2- Estudio del isotig 23387 en las plantas antisentido tgsl1-like

Como se confirmd previamente, el isotig 23387 presenta una variante de splicing
asociada con el modo de reproduccion, ya que la variante que porta el intron es mas abundante
en plantas sexuales con respecto a las apomicticas. Por lo tanto decidimos estudiar la
representacion de las distintas formas del isotig 23387 en flores de las lineas antisentido tgs1-
like E2.9 y E2.13 (la planta E2.14 aun no ha florecido) y en la planta sexual Q4188 (control). En
este caso, se observé una expresion disminuida de la variante con intrén (no procesada) del
isotig 23387 en las plantas transformantes E2.9 (Figura V2.5-A) y E2.13 (Figura V2.5-B), con
respecto a la planta control Q4188. O sea, a pesar de que E2.9 y E2.13 poseen un fondo
genético sexual (validado por la ausencia de amplificacion de la region ACR), y la Unica
alteracién que se establecié fue la introduccidon de una construccion para silenciar al gen

PN_TGS1-like, la variante de splicing tipica de las plantas sexuales (variante con intrén) esta
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disminuida, como en plantas apomicticas. Estos resultados indican que el gen TGS1-like
controla el splicing alternativo de al menos un transcripto, el isotig 23387, y confirman que es
TGS1 el responsable de la disminucion de la variante con intron observada en plantas

apomicticas.
A B
1,2 1,2
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Figura V2.5: Cuantificacion de la expresion relativa de la variante no procesada del isotig 23387 en flores de
plantas Q4188 (control, planta sexual) y lineas antisentido tgsl-like. A: linea antisentido E2.9 y B: linea
antisentido E2.13. Los célculos estadisticos de la gPCR se encuentran en el anexo.
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V.3- CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS DEL TRANSCRIPTOMA FLORAL
REFLEJANDO ESTADIOS CONSECUTIVOS DEL DESARROLLO EN PLANTAS
APOMICTICAS Y SEXUALES. ANALISIS DE EXPRESION DE PN_TGS1-like Y DE
OTROS MIEMBROS DE LA MAQUINARIA DE SPLICING

Se construyeron bibliotecas de transcriptoma floral en diferentes estadios de desarrollo
de P. notatum, que nos permitieron comparar los genes diferencialmente expresados en plantas
apomicticas y sexuales y encontrar los genes candidatos en las distintas etapas caracteristicas
de la apomixis. En este trabajo de tesis, la base de datos se utilizd para analizar la expresion de
PN_TGS1-like y su posible gen blanco (isotig 23387; Chlorophyll a-b binding protein 1B-21) en
los diferentes estadios de desarrollo; y ademas para realizar comparaciones y estudiar la

expresion de todos los genes que estén implicados en el proceso de clivado y empalme.

V.3.1- Construccion del transcriptoma floral de P. notatum estadio por estadio

Para construir el transcriptoma floral de P. notatum estadio por estadio, se extrajo el
ARN total de flores de P. notatum en premeiosis, meiosis, posmeiosis y antesis (segun Laspina
et al.,, 2008). Dado que este estudio tuvo como objetivo comparar el desarrollo sexual y
apomictico, se recolectaron flores de dos genotipos diferentes con modos reproductivos
contrastantes: C4-4x (2n = 4x = 40; sexual) y Q4117 (2n = 4x = 40; apomictico obligado). Se
crearon dos muestras diferentes (sexual y apomictica) en premeiosis, meiosis, posmeiosis y
antesis. Cada una de las muestras se realiz6 por triplicado, generando un total de 24
bibliotecas. De esta manera se construyé una base de datos de expresion cuantitativa a partir
de la secuenciacion Hiseq de bibliotecas lllumina Truseq florales para los cuatro estadios de
desarrollo. La secuenciacion de las 24 bibliotecas de los ovarios de P. notatum origin6
292.647.558 lecturas, las cuales luego del ajuste y limpieza generaron un total de 234.957.559
lecturas Utiles. Se consideraron dos grupos que fueron clasificados por el modo de
reproduccion, uno apomictico y uno sexual, que contenian 12 bibliotecas cada uno. La calidad
del ensamblaje del transcriptoma fue analizada por QUAST. Los resultados (Tabla V3.1)
indicaron un buen rendimiento del ensamblado con 199.841 transcriptos que poseen un tamafio
promedio de 1.243,47 pb, un N50 de 1.698 y un %GC de 48,41%. Las regiones codificantes

candidatas para todas las secuencias de transcriptos expresadas se predijeron usando el
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programa TransDecoder. Como resultado, 109.288 (54,69%) transcriptos fueron predichos
como secuencias proteicas. Para validar la autenticidad de los transcriptos ensamblados, se
realiz6 un blastn utilizando el transcriptoma floral de referencia Roche 454 FLX+ del que ya
disponemos (Ortiz et al., 2017) como subject. El 94% de los transcriptos mostraron homologia
con el transcriptoma Roche 454, y el 92% de ellos mostré mas del 95% de identidad. Todos los
estudios bioinforméticos, validaciones y andlisis de las bases de datos fueron realizados por la
Dra. Maricel Podio.

Tabla V3.1: Calidad del ensamblado del transcriptoma analizado por QUAST

Assembly TriAySmod
# contiguos (>= 0 pb) 199.841

# contiguos (>= 1000 pb) 95.023

# contiguos (>= 5000 pb) 1.106

# contiguos (>= 10000 pb) 22

Largo total (>= 0 pb) 248.495.412
Largo total (>= 1000 pb) 182.045.445
Largo total (>= 5000 pb) 6.701.310
Largo total (>= 10000 pb) 258.017

# contiguos 199.841
Contiguo mas largo 15.487
Largo total 248.495.412
%GC 48,40

N50 1.621

N75 955

L50 49.929

L75 99.453

# N's por 100 kpb 0,00

V.3.2- Estudio de la expresién de PN_TGS1-like y del isotig 23387 en las bhibliotecas
generadas para los diferentes estadios de desarrollo

Se utilizaron las bibliotecas de ARNseq generadas por secuenciacion lllumina para
estudiar la expresion de PN_TGS1-like y del isotig 23387 (AT3G54890). Segun lo esperado, se
observd mayor expresion de PN_TGS1-like en la planta sexual en comparacion con la
apomictica en todos los estadios de desarrollo (Figura V3.1). Se analiz6 tanto la variante
procesada (TRINITY_DN55922_c0_g3 i3) como la no procesada
(TRINITY_DN55922 c0_g3_i8) del isotig diferencial 23387. Confirmamos que el transcripto
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TRINITY_DN55922 c0_g3_i3 (sin intron) estd mas expresado en plantas apomicticas con
respecto a las plantas sexuales en antesis (Figura V3.2-A), mientras que el
TRINITY_DN55922 c0_g3_i8 (con intron) esta mas expresado en las plantas sexuales en
antesis (Figura V3.2-B), lo cual valida los resultados obtenidos por real time PCR.
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Figura V3.1: Expresion normalizada de PN_TGS1-like en premeiosis (l), meiosis (ll), postmeiosis (lll) y antesis
(IV) de plantas sexuales (C4-4X, en negro) y apomicticas (Q4117, en gris).
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Figura V3.2: Expresién normalizada del isotig diferencial 23387 (Chlorophyll a-b binding protein 1B-21) en
premeiosis (I), meiosis (Il), postmeiosis (Ill) y antesis (IV) de plantas sexuales (C4-4X, en negro) y apomicticas
(Q4117, en gris). A- TRINITY_DN55922 c0_g3 i3 (variante procesada del isotig 23387) y B-
TRINITY_DN55922 c0_g3_i8 (variante no procesada del isotig 23387).
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V.3.3- Identificacién de todos los genes que participan en el splicing en los diferentes

transcriptomas disponibles

Se analizaron los transcriptomas florales Roche 454 en busqueda de otros genes de la
maquinaria de splicing que presentaran una expresion diferencial en plantas apomicticas y
sexuales de P. notatum, y se identificaron 24 candidatos. Todos ellos estan involucrados en el
splicing y procesamiento del ARN mensajero y corresponden a los isotigs que se listan en la
Tabla V3.2. Se estudi6é la expresién de cada uno de esos 24 genes diferenciales en la base
lllumina generada (Tabla V3.2). Ademés se buscaron otros genes que estén implicados en el
procesamiento del ARNm.

La mayoria de los isotigs presentes en la base de datos Roche 454 mostré diferencias
significativas en los cuatro estadios de desarrollo entre plantas apomicticas y sexuales. Diez
transcriptos presentaron mas expresion en plantas apomicticas (TRpn_121249, TRpn_176312,
TRpn_168421, TRpn_113596, TRpn_157843, TRpn_125043, TRpn_179868, TRpn_135178,
TRpn_186261, TRpn_125870); ocho transcriptos mostraron mas expresion en las plantas
sexuales (TRpn_69321, TRpn_107182, TRpn_17986, TRpn_43035, TRpn_12050,
TRpn_24328, TRpn_135179 y TRpn_97369). El resto de los transcriptos revelé diferencias de
expresion solamente para algunos de los estadios, y el transcripto TRpn_25063 no present6
diferencias de expresion en ninguna de las etapas estudiadas (Tabla V3.3).

Se realiz6 un analisis utilizando los ortélogos de estos genes en Arabidopsis thaliana
(Tabla V3.4) con el programa STRING, para conocer la interaccién entre todos estos genes
implicados en el splicing y PN_TGS1-like (Figura V3.3). El gen PN_TGS1-like (ortélogo al gen
AT1G45231 de A. thaliana) muestra interacciones predichas o comprobadas experimentalmente
con 14 de estos genes (Figura V3.4), a saber: AT1G20580 (proteina de la familia de
ribonucleoproteinas pequefas nucleares), LSM6B (AT2G43810, componente de los complejos
de proteinas LSM), LSM2 (AT1G03330, componente de las proteinas LSM), AT4G03120
(componente del snRNP U1l), AT2G47640 (robonucleoproteina nuclear pequefia Sm D2),
AT4G02840 (proteina de la familia de las ribonucleoproteinas pequefias nucleares), PRP40A
(AT1G44910, proteina 40A implicada en el procesamiento de pre-ARNm), AT5G51300 (factor
de splicing 1), AT1G31870 (factor de splicing), AT1G60200 (factor de splicing con dominio PWI
gue contiene un motivo de reconocimiento de ARN), ATU2AF65A (AT4G36690, U2 snRNP
factor auxiliar de la subunidad grande), AT1G60900 (factor de splicing U2A65), THO1
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(AT5G09860, codifica un componente del complejo THO/TREX) y DOT2 (AT5G16780, codifica
una proteina que pertenece a la familia SART-1) (Figura V3.3).

Tabla V3.2: Isotigs diferenciales entre plantas apomicticas (APQO) y sexuales (SEX) de P. notatum en el
transcriptoma Roche 454 implicados en el procesamiento del ARNm y splicing del ARN.

Reads

Reads

Isotigs APO SEX p-value FDR pfam or blastx

17173 102 0 2,56E-31 2,26E-28 Cwf15/Cwc15 cell cycle control protein

17174 0 80 3,86E-24  2,20E-21 Cwf15/Cwc15 cell cycle control protein

26514 3 48 207E-11  3.47E-09 Igc?rl:]/lp(lj:):nam. Small nuclear ribonucleoprotein
26515 o 0 121E-07 1,05E-05 Igc?rl\:ptljgxmam. Small nuclear ribonucleoprotein
17398 10 0 0,0020 0.0456 t;xgiinmn.SmaHnucbarnbonudeopnﬁem
11043 16 0 3,07E-05 0,00145 Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family
25437 16 0 3,07E-05  0,00145 Serine/arginine-rich splicing factor RSZ23

18848 13 0 0,0002 0,0085 g{gﬁ;;tliég?a(gtg?mplex subunit 1 transcription
18849 0 13 0,0002 0,0085 g{g:llggtlié:?agtgfmplex subunit 1 transcription
18625 11 0 0,0010 0,0261 RRM_1/6. RNA recognition motif

28881 310 166 9,98E-12  1,81E-09 RRM_1/5/6. RNA recognition motif
w9 o oo oo M RMATomien el koK
37096 15 3 0,0076 0,1296 RRM_6/1. RNA recognition motif

44163 9 26 0,0060 0,1136 RRM_1/5/6. RNA recognition motif

46681 22 51 0,0013 0,0341 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm3
16028 3 17 0,0026 0,0582 Myb_DNA-binding. Myb-like DNA-binding domain
19085 63 105 0,0026 0,0587 Myb_DNA-binding. Myb-like DNA-binding domain
33076 39 16 0,0027 0,0603 Nuclear protein Es2

16819 1 12 0,0034 0,0737 Pre-mRNA-processing protein 40A

15881 19 5 0,0066 0.1219 gﬂ::l?gcl;zcrtﬁiroz%ﬁgz;nall subunit A. RRM_1/5/6:
18190 13 32 0,0067 0,1220 Pre-mRNA-splicing factor CWC22 homolog
27972 59 34 0,0068 0,1245 Xpol: Exportin 1-like protein

29183 27 10 0,0077 0,1296 CRS1_YhbY. CRS1/YhbY (CRM) domain
23265 0 8 0,0078 0,1296 cwfl8. cwfl8 pre-mRNA splicing factor
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Tabla V3.3: Expresién normalizada de los genes diferenciales en diferentes estadios de desarrollo para la
planta sexual (C4-4x) y la apomictica (Q4117). I: premeiosis, Il: meiosis, lll: postmeiosis, 1V: antesis. Los valores
de expresién corresponden al promedio de las tres réplicas.

Q4117 C4-4X
(Fi{S(')O(t:iZIH)E ILEUMINA | I 11 \% | I [ \%
17173 TRpn_121249 | 22557 29113 2.6953 2.895,0 0,0 0,0 61,3 91,0
17174 TRpn_69321 | 223 46,7 313 92,0 1.761,7 23500 2.321,3 15893
28881 TRpn_3003 | 589,7 12767 11213 1987 567,3 631,33 5900 613
TRpn_107182 | 428,3 387,67 338,67 396,7 26630 2.301,0 29990 1.0287
20514 TRpn_75770 | 17,3 0,0 20,0 19,7 1433 82,7 37,0 0,0
26515 TRpn_176312 | 1.1750 734,0 8237 6933 0,0 0,0 10,7 157
TRpn_168421 | 710,3  610,7 6153  787,0 262,7 2167 4953  207,0
11043 TRpn_17986 | 4,7 11,0 47 41,3 6203 5467 9340  357,7
25437 TRpn_113596 | 3040 2657 3830  329,7 0,0 0,0 9,0 73
TRpn_157843 | 277,0  260,0 3047  290,7 15,7 14,7 25,3 31,0
1884819 TRpn_43035 | 0,0 2,0 4,7 2,0 107,3 1460 2050 1153
18625 TRpn_125043 | 59,0 99,7 967 53,7 3,3 2,0 5,7 2,0
46681 TRpn_12050 | 138,3  108,7 1280 1277 9680 7570 11557 4150
17398 TRpn_179868 | 144,3  137,3 1737 1450 0,0 0,0 0,0 53
16028 TRpn_99684 | 2,0 143 23 22,7 33,3 17,3 81,0 34,0
19085 TRpn_50299 | 1,0 1447 6,0 691,7 2,7 9.3 1600  2.1313
33076 TRpn_25063 | 77,0 653 56,0 46,3 52,0 46,0 61,7 23,7
16819 TRpn_24328 | 0,0 0,0 1,33 7,3 226,67 3143 1760  117,7
16317 TRpn_18697 | 149,7 2440 2863 2137 2323 2630 2170 1493
TRpn_135178 | 156,3  169,0 1757  176,0 0,0 0,0 7,3 6,0
A0S TRpn_135179 | 34,3 250 26,7 43,0 1393 1063 1793 60,0
15881 TRpn_186261 | 481,0  1.072,0 1.054,0 1.101,0 3023 3833 8120  1.0440
18190 TRpn_113527 | 83,0 97,0 1177 1107 75,3 74,3 63,0 49,0
27972 TRpn_64675 | 22,0 127,0 853 56,0 88,0 1190 1187 783
37096 TRpn_125870 | 1037 723 1153 76,0 0,0 0,0 6,0 6,3
29183 TRpn_25898 | 16,3 273 383 10,0 64,7 82,7 15,3 17,0
23265 TRpn_97369 | 6,7 4,7 18,7 14,3 99,33 97,3 63,3 44,0
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Tabla V3.4: Genes implicados en el procesamiento del ARNm vy el splicing presentes en la base Illumina,
con sus correspondientes ortélogos y anotaciones en A. thaliana.

P. notatum A.thaliana Descripcion

TRpn_121249  AT3G13200 EMB2769; Cwfl5/Cwcl5 cell cycle control family protein

TRpn_69321 AT3G13200 EMB2769; Cwf15/Cwcl5 cell cycle control family protein

TRpn_3003 AT1G33470 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

TRpn_107182  AT3G62840 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_75770 AT3G62840 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_176312  AT3G62840 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_168421  AT5G20160 Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein

TRpn_17986 AT5G20160 Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein

TRpn_113596  AT2G24590 AT-RSZ22A, Serine/Arginine-Rich Protein Splicing Factors (SR proteins)
TRpn_157843  AT5G09860 ?;’rl:gsxl ATTHO1, HPR1, THO1. Encodes a component of the THO/TREX
TRpn_43035 AT5G09860 ?;::;Ej ATTHO1, HPR1, THOL. Encodes a component of the THO/TREX
TRpn_125043  AT1G33470 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

TRpn_12050 AT1G76860 LSM3B, SM-LIKE 3B. Small nuclear ribonucleoprotein family protein
TRpn_179868 AT4G02840 SMD1B. SmD1b is one of two Yeast SmD1 orthologs

TRpn_99684 AT3G23250 g‘l(}g:(s;ge?a'rrznlf MYB DOMAIN PROTEIN 15, MYB15. Member of the R2R3
TRpn_50299 AT3G11440 g;’r?/(la\(fggi,yMYB DOMAIN PROTEIN 65, MYB65. Member of the R2R3-MYB
TRpn_25063 AT3G07790 DGCR14-like protein

24525 ATiGMo10 ATPRPAOA PRENRIA PROCESSING PROTEIN 408 P4 birds e
TRpn_18697 AT5G51300 gFé;’;\)E}LDO%F;lSOIgS SF1 HOMOLOG, ATSF1. Encodes a nuclear localized splicing
TRpn_135178 AT1G13690 AtEl - stimulates the ATPase activity of DnaK/DnaJ

TRpn_186261  AT5G42820 atU2AF35b. U2 auxiliary factor small subunit.

TRpn_113527 AT1G80930 MIF4G domain-containing protein / MA3 domain-containing protein
TRpn_64675 AT5G62600 {I;/Ir(;E])iI:eIIEriRChC)(I;;})I\I;;;Li,n:?, MOS14. Encodes a nuclear importer of serine-
TRpn_125870 AT4G36690 ATU2AF65A. Regulates flowering time and displays a role in pollen tube growth
TRpn_25898 AT2G20020 ATCAF1, CAF1. Promotes the splicing of chloroplast group Il introns.
TRpn_97369 AT3G05070 Cwf18 pre-mRNA splicing factor

TRpn_143890 AT1G03330 LSM2, SM-LIKE 2. Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_24963 AT1G09140 AT-SR30, ATSRP30, SR30. Encodes a serine-arginine rich RNA binding protein
TRpn_182967  AT1G20580 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_161060  AT1G60900 \Ii’il;tatlve U2A65 splicing factor which functions in abscisic acid mediated flowering
TRpn 174810  AT2G26460 SUPPRESSORS OF MEC-8 AND UNC-52 2. Encodes SMU2, a protein involved

in RNA splicing
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Continuacioén Tabla V3.4

TRpn_28747 AT2G47580 SPLICEOSOMAL PROTEIN U1A, U1A. encodes spliceosomal protein ULA
TRpn_81019 AT3G01540 RNA HELICASE DRH1

TRpn_68172 AT3G18165 Encodes MOS4 (Modifier of sncl, 4). MOS4 interacts with AtCDC5 and PRL1
TRpn_121279  AT3G19760 Egﬁ)&gi an RNA helicase that may be a component of the Exon Junction
TRpn_174640  AT3G22330 ATRH53, PMH2. DEAD-box protein required for efficient group Il intron splicing
TRpn_154379  AT4G14342 Splicing factor 3B subunit 5/RDS3 complex subunit 10

TRpn_192676  AT4G36690 ATU2AF65A .Regulates flowering time and displays a role in pollen tube growth
TRpn_171748  AT5G16780 [S)E;_lE_i'I}I;/rﬁlll_;( ORGANIZED TRIBUTARIES 2. Encodes a protein belonging to
TRpn_2507 AT5G42820 U2AF35B, ATU2AF35B. U2 auxiliary factor small subunit

TRpn_25983 AT5G53180 PTB2. Encodes one of the two polypyrimidine tract-binding (PTB) protein
TRpn_1350045 AT2G43810 LSM6B. Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_122804  AT4G03120 C2H2 and C2HC zinc fingers superfamily protein

TRpn_21384 AT2G47640 Small nuclear ribonucleoprotein family protein

TRpn_125370  AT1G31870 Pre-mRNA-splicing factor of RES complex protein

TRpn_3868 AT1G60200 Sggtc;?nggr:‘gc;:)&gi\r/]w domain-containing protein / RNA recognition motif (RRM)-
TRpn_63029 AT4G31010 CRS2-associated factor 1. Group Il intron splicing

TRpn_189767  AT1G49590 Zinc finger protein ZOP1

TRpn_128108 AT2G03870 Sm-like protein LSM7

TRpn_111014  AT4G25500 Serine/arginine-rich splicing factor RS40

TRpn_193686  AT1G10320 Zinc finger CCCH domain-containing protein 5

En el programa STRING, los nodos de la red corresponden a proteinas, mientras que las
lineas corresponden a diferentes asociaciones entre las proteinas presentes en la red (ver
referencias debajo de la Figura V3.3), ya sea interacciones conocidas (obtenidas de base de
datos o experimentalmente), interacciones predichas u otro tipo de interacciones como co-
expresion. Hay muchos genes que presentan evidencia experimental de asociacion con TGS1-
like (lineas de color rosado). Esta evidencia sugiere que existe un enlace funcional entre TGS1
y algunos genes que participan en el proceso y clivado de genes. Estos resultados también
indican que existen numerosos genes relacionados con la maquinaria de clivado y empalme
que muestran actividad diferencial durante la apomixis, y que éstos genes integran una red de

interacciones funcionales.
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Figura V3.3: Interacciones entre todos los genes con expresion diferencial involucrados en el splicing y
procesamiento del ARNm y PN_TGS1-like.
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Figura V3.4: Genes con expresion diferencial involucrados en el splicing y procesamiento del ARNm que
interaccionan con PN_TGS1-like (AT1G45231). Ademas se muestra el gen canénico TGS1 (AT1G30550).
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V.4- IDENTIFICACION DEL NUMERO DE COPIAS Y DE LA SECUENCIA
COMPLETA DEL GEN PN_TGS1-like EN EL GENOMA DE PASPALUM NOTATUM

Los genomas de plantas contienen al menos dos genes diferentes que codifican
proteinas similares a TGS1. El primero, que se conserva en todos los eucariotas, incluye soélo el
dominio metiltransferasa, mientras que el segundo, al que llamamos TGS1-like, es una forma
exclusiva de plantas e incluye el dominio de ARN metiltransferasa asociado con un dominio WW
(Siena et al., 2014b). En esta parte del trabajo, se utilizd6 el ADN gendmico de P. notatum para
caracterizar la estructura gendémica de PN_TGS1-like e identificar si en ésta graminea existen
las dos copias del gen (TGS1 y TGS1-like).

V.4.1- Caracterizacién de la estructura genémica de PN_TGS1-like

Se utilizé la base de secuencia genémica de Paspalum disponible en nuestro laboratorio
para identificar la secuencia completa del gen PN_TGS1-like. En un genoma con una cobertura
predicha de 100x (lllumina) y 48x (Nanopore) (Juan Pablo Ortiz, comunicacién personal), se
identificd un solo ensamblado contiguo (contig), de 4793pb, lo que indica que el gen esta en
copia Unica en el genoma de Paspalum diploide sexual. La Unica secuencia identificada fue
utilizada junto con las secuencias de ARNm de la base de datos lllumina para predecir la
estructura genémica completa de PN_TGS1-like. Encontramos que el mismo presentaria 10
exones y 9 intrones (Figura V4.1). En la Figura V4.2 se observa un alineamiento realizado entre
el contig generado para PN_TGS1-like (Query) y las secuencias de ARNm obtenidas de la base
de datos Roche 454 e lllumina para PN_TGS1-like. En ésta figura se observa que el gen
presentaria dos variantes de transcriptos en las plantas apomicticas, ya que hay dos isoformas

que carecen del exdn nimero cuatro.
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Figura V4.1: Exones (cajas) e intrones (lineas) predichos para el gen PN_TGS1-like de plantas apomicticas (A)
y sexuales (B) de Paspalum notatum.
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Figura V4.2: Exones presentes en el transcriptoma de la flor de Paspalum notatum apomictico (APO) y sexual
(SEX). Query: conting de PN_TGS1-like. Subjects: ARNm de diferentes bases de datos (Roche454 e lllumina)
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V.5- ANALISIS DE LA POSIBILIDAD DE QUE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE
PN_TGS1-like OBSERVADA EN OVULOS DE PLANTAS APOMICTICAS Y
SEXUALES, OCURRA BAJO EL CONTROL DE UN MECANISMO DE
SILENCIAMIENTO TRANSCRIPCIONAL O POSTRANSCRIPCIONAL

El gen PN_TGS1-like se expresa méas en la nucela del évulo de plantas sexuales que en
la de plantas apomicticas (Siena et al., 2014b). Debido a esto, se analizaron las bibliotecas del
componente pequefio del transcriptoma floral del que disponemos (Ortiz et al., 2019), para
determinar si PN_TGS1-like esta siendo silenciado por mecanismos mediados por ARN
pequefios.

V.5.1- Andlisis de las bibliotecas florales del componente pequefio (SRNA) de P. notatum
Se recurrio a las bibliotecas florales del componente pequefio de P. notatum derivadas
de genotipos apomicticos y sexuales obtenidas en nuestro laboratorio (Ortiz et al., 2019). Se
buscé el nimero de reads que mapean en los isotigs homélogos a PN_TGS1-like (isotigs
35977 y 41533), provenientes de las bibliotecas apomicticas (Apo) y sexuales (Sex). No se
encontraron ARN pequefios asociados al gen en ninguna de las bibliotecas. Tampoco se
detectaron miRNA asociados a PN_TGSl1-like en el reporte de Ortiz et al. (2019). Estos
resultados indican que el silenciamiento de PN_TGS1-like observado en el ovulo de plantas
apomicticas no estd mediado por un mecanismo relacionado con la generaciéon de ARN

pequenos.
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VI- DISCUSION

VI.1- El gen especifico de plantas PN_TGS1-like influye en el desarrollo de los

gametofitos en 6vulos de Paspalum notatum tetraploides sexuales

PIMT (proteina que interactia con PRIP con un dominio metiltransferasa)/ TGS1 se
identific6 por primera vez como un coactivador transcripcional de una proteina que interactla
con PRIP (Zhu etal, 2001) y ha sido ampliamente estudiado en levaduras, moscas y
mamiferos. La proteina candnica PIMT/TGS1 contiene un dominio metiltransferasa y dos
dominios de union, que permiten su interaccion con los ARN blanco y con el sustrato S-
adenosil-L-metionina, el dador de metilos en la reaccion cataliza por la enzima (Zhu et al.,
2001). Participa en varias vias moleculares que afectan el crecimiento y el desarrollo: 1)
catalizando la conversion post-transcripcional de 7-metilguanosina (m’G) en 2,2,7-
trimetilguanosina (m®G) en los ARN pequefios nucleares y nucleolares y en el ARN de la
telomerasa, con consecuencias directas en el clivado y empalme del ARNm, el procesamiento
del ARNr y el mantenimiento de la estructura de los telémeros (Mouaikel et al., 2002; Franke
et al., 2008); 2) modulando la transcripcién en varios contextos, al interactuar y co-localizar en el
ndcleo con coactivadores transcripcionales que contienen histona acetil transferasa (HAT) como
CBP/Ep300, y coactivadores que no contienen HAT como la subunidad Mediator Medl
(proteina de unién a PPAR; PBP/TRAP220/DRIP205) y PRIP (Zhu etal., 2001; Misra et al.,
2002; Kornberg, 2007). Se ha propuesto que PIMT podria servir como un puente molecular
entre los complejos transcripcionales que contienen HAT y los que no lo contienen, y asi
controlar la transcripcion mediada por el receptor nuclear. La fosforilacion por una cascada
ERK2 en la Ser®®® de PIMT/TGSL1 induce la actividad transcripcional de algunos promotores, lo
gue sugiere un papel directo para las vias de transduccion de sefiales en la modulacién de la
transcripcion (Kapadia et al., 2013); 3) trimetilar las caperuzas de 7-metilguanosina (m’G) de un
grupo de pri-miARNSs inducidos por quiescencia, que se unen a Exportina-1 en los fibroblastos
humanos (Martinez et al., 2017). La eliminacion de la Exportina-1 o de TGS1 inhibe la correcta
biogénesis de los correspondientes miARNs maduros (Martinez et al., 2017). Estos pri-miARN

dependientes de Exportina-1 se encuentran en el citoplasma durante el periodo de quiescencia

DISCUSION 93




de los fibroblastos, junto con una isoforma mas pequefia de Drosha (Martinez et al., 2017). Se
propuso que en las células quiescentes existe una via alternativa de biogénesis de miARN que
involucra a TGS1 y a la Exportina-1 que procesa y transporta selectivamente un conjunto
especifico de miARN, que podria ser esencial para el arresto reversible de GO (Martinez et al.,
2017).

Por el contrario, TGS1 permanece pobremente caracterizado en plantas. Curiosamente,
estos organismos presentan un miembro extra de la familia de genes TGS1, mas largo, que
incluye una extension N-terminal con un dominio WW de interaccion con proteinas (Siena et al.,
2014b), lo que sugiere la adquisicion de funciones especificas de plantas. En las plantas
subtropicales de P. notatum, esta version especifica (PN_TGS1-like) se expresa a lo largo del
desarrollo reproductivo femenino en las células de la nucela y en los integumentos de los 6vulos
de los biotipos sexuales, mientras que no se detecta expresion en los 6vulos de las plantas
apomicticas (Siena et al., 2014b). Ademas, la expresion de PN_TGS1-like se correlaciona
positivamente con la tasa de sexualidad en biotipos facultativos (Siena et al., 2014b). La
regulacién diferencial de PN_TGS1-like involucra sélo a los 6vulos, ya que no se detect6 el
mismo fenébmeno en hojas o raices de los genotipos apomicticos y sexuales (Siena et al.,
2014b). Recientemente se demostré que se requiere TGS1-like para la tolerancia al frio de la
planta, ya que el crecimiento vegetativo y reproductivo de mutantes tgsl-like de Arabidopsis
(con expresion defectuosa de AT1G45231) se vio gravemente comprometido bajo esta
condicion (Gao et al., 2017).

Para obtener lineas antisentido con una expresiéon reducida de PN_TGS1-like, primero
aislamos un fragmento especifico del gen (llamado F1) ubicado en el extremo 5' del transcripto,
y ausente de otras secuencias parcialmente homologas. F1 se clon6 bajo el control del
promotor Actl del arroz, que permite una expresion constitutiva del gen en las Gramineas
(Zzhang etal., 1991; Mancini et al., 2014, 2018). Tres lineas antisentido con una expresion
reducida de PN_TGS1-like crecieron normalmente a 26 °C, mostrando desarrollo de hojas,
color y forma indistinguibles de las del tipo silvestre. Sin embargo, se formaron tricomas largos
en la superficie adaxial de las hojas que fueron facilmente observables a simple vista. La
aparicion del dltimo rasgo (que estad ausente de las plantas de tipo silvestre tanto sexuales
como apomicticas) podria estar asociada con la represion de PN_TGS1-like en las hojas de las
plantas transgénicas debido al uso del promotor constitutivo Actl de arroz. En los genotipos
apomicticos, PN_TGS1-like se regula negativamente solo en los Ovulos, mientras que la

expresion en las hojas es equivalente a la observada en las plantas sexuales (Siena et al.,
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2014b). Esto podria explicar la ausencia de tricomas largos en la superficie adaxial de las hojas
tanto en plantas sexuales como apomicticas. Ademas, la desregulacion de PN_TGS1-like causé
una representacion anormal de los nucleos gametofiticos en 6vulos maduros. Estos nucleos
atipicos podrian estar asociados con la existencia de uno o varios gametofitos con una
morfologia de tipo apospérico y/o representar un proceso de diferenciacion erréneo, que implica
la proliferacién y/o cambios del destino del desarrollo celular. Desafortunadamente, no se
dispone de métodos confiables destinados a estimar el nivel de ploidia dentro del gametofito
femenino en Paspalum. Sin embargo, los andlisis del desarrollo reproductivo femenino en las
primeras etapas de desarrollo premeibtico/meidtico revelaron la aparicion de células
agrandadas con nucleos prominentes adyacentes a la CMM o a los productos meiéticos. Estas
células diferenciadas nunca ingresan en meiosis, segln observamos en estadios tempranos. La
ausencia de eventos meiéticos simultdneos en los 6vulos inmaduros de las plantas antisentido
apoya una naturaleza no reducida para los gametofitos/nicleos adicionales detectados en la
etapa de antesis, aunque también podrian provenir del desarrollo de mas de una megaspora
legitima (reducida). También se detectaron gametofitos fg2 con la morgologia tipica de los
sacos aposporicos, aungque estos fueron dificiles de encontrar en la orientacién apropiada que
permite observar la vacuola central. Nuestra interpretacion es que tanto los SEA inmaduros
como los gametofitos supernumerarios de las lineas antisentido ocurren en todas las
orientaciones posibles, es decir, cuando las primeras etapas de los 6vulos se ven desde un
plano sagital (lateral), los SEM se detectan en los planos morfologicos frontales, pero los SEA
se puede visualizar alternativamente en las perspectivas sagital, frontal o transversal. Ninguna
de las lineas transformadas (antisentido) portaba la region de control de apomixis (ACR) en su
genoma, como se demostré por la ausencia de un fragmento de PPIASE especifico del ACR.
Por lo tanto, la aparicion del fenotipo reproductivo se puede asignar Unicamente a la
desregulacion del gen PN_TGS1-like, y no a una capacidad intrinseca de las plantas estudiadas
para la reproduccion apomictica. No se observaron proembriones en la etapa de
preantesis/antesis, y los andlisis de citometria de flujo de semillas revelaron que solo la via
reproductiva sexual permitia formar semillas en las plantas transgénicas. Los dos ultimos
hallazgos apuntan a la ausencia de partenogénesis y/o desarrollo de endospermo de los sacos
supernumerarios. Sin embargo, se necesitaran mas experimentos para probar esta hipotesis,
como el control de la formacién de proembriones después de la emasculacion y el cruzamiento
de las plantas en antisentido PN_TGS1-like con lineas mutantes/transformantes para el

desarrollo autbnomo del endospermo, entre otros. Los escasos valores de formacion de
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semillas llenas tanto para las plantas silvestres como antisentido pueden provenir de la
autopolinizacion, que reduce el numero de semillas en el germoplasma tetraploide sexual (Zilli
et al., 2018), las condiciones desfavorables del invernadero, la expresion reducida de PN_TGS1
0 una combinacién de todos estos factores.

A primera vista, la ausencia de hibridos Blll (2n + n) en la progenie de las plantas
antisentido podria tomarse como una indicacion de que los sacos embrionarios
supernumerarios detectados en las plantas transgénicas se originaron a partir de eventos de
meiosis, incluso cuando estos Ultimos no se identificaron en el analisis citoembriol6gico en las
primeras etapas de desarrollo. Si los sacos embrionarios adicionales eran no reducidos, y sus
ovulos no fueron capaces de partenogénesis, deberia esperarse una mayor tasa de formacion
de BIIl. Sin embargo, debemos considerar que la proporciéon de formacion de hibridos Blll en
Paspalum estd influenciada por el tiempo de polinizacion (Martinez et al., 1994; Espinoza et al.,
2002). La polinizacion en la antesis (la etapa utilizada aqui para producir el conjunto de
semillas) genera una proporcion insignificante de progenie BIIl (1/97, ver Espinoza et al., 2002),
incluso en apomicticos completos, en los que el porcentaje de 6évulos que presentan sacos
embrionarios no reducidos esta cerca del 100%. La tasa de formacion de BIIl en ausencia total
de partenogénesis nunca se analizé hasta el momento, ya que en P. notatum la aposporia y la
partenogénesis nunca se desacoplan. El unico registro que informa un aumento de la tasa de
formacion de BIIl asociado a una disminucion inducida de partenogénesis son los resultados
reportados por Podio et al. (2014a), que utilizé tratamientos con 5-azacitidina para desmetilar el
genoma completo de Paspalum. Al comparar los datos, se debe prestar atencion a las
proporciones: en Podio et al. (2014a) informan, que de 33 progenies no maternas, 8 eran
hibridos BIIl (24,24%, 0,1174 > P < 0,4263); En este trabajo analizamos 100 ovarios, de los
cuales ninguno era un hibrido BIll (0%, 0,000 > P < 0,0461). Si bien los conjuntos de datos
parecen significativamente diferentes, debe tenerse en cuenta el hecho de que la planta
apomictica natural utilizada por Podio et al. (2014a) era apomictica obligada y forma gametas
femeninas no reducidos en casi todos sus 6vulos, y que en las plantas antisentido transgénicas
generadas aqui solo un 22,45% - 24,21% de ellas presentan sacos embrionarios aposporicos.
Se deben planificar analisis de citometria de flujo adicionales que involucren un mayor nimero
de 6vulos. Ademas, no podemos descartar que una modificacion de la expresion de TGS1
pueda afectar la fertilizacién de gametos no reducidos.

De los pocos genes candidatos de la apomixis previamente identificados por

transcriptomica comparativa, genémica y genética reversa, solo el MAP3K QUI GON JINN
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(QGJ) parece estar involucrado en el desarrollo de sacos embrionarios aposporicos (Mancini
et al.,, 2018). Tanto PN_TGS1-like como PN_QGJ se expresan en la nucela del évulo de P.
notatum en la etapa premeiética (Siena et al., 2014b; Mancini et al., 2018), pero mientras
PN_TGS1 se sobreexpresa en la nucela del 6vulo de las plantas sexuales, PN_QGJ esta
sobreexpresado en el mismo lugar, pero en las plantas apospéricas. Curiosamente, la
desregulacion de PN_QGJ perjudica la formacion de SEA en la nucela de un genotipo
apomictico obligado (Mancini et al.,, 2018). Por el contrario, aqui mostramos que la
desregulacién de PN_TGS1-like induce la formacion de SEA-like en la nucela de genotipos
sexuales. Estos resultados sugieren la existencia de dos vias antagonicas relacionadas con la
megagametogénesis que operan en la nucela del évulo de Paspalum, una de ellas induce la
aposporia (controlada por QGJ, expresado solo en plantas apospéricas) y la otra la reprime
(controlada por TGS1, expresada solo en plantas sexuales). La conexién entre estas vias
podria analizarse adicionalmente determinando la expresion de PN_QGJ en lineas antisentido
PN_TGS1-like, y viceversa. Los cruzamientos de las lineas antisentido y ARNi podrian usarse
para analizar cual de estas moléculas de control es dominante. Dado que tanto las plantas ARNi
PN_QGJ como las antisentido PN_TGS1-like estan disponibles en nuestro laboratorio, podemos
realizar estas cruzas para iniciar a relacionar las vias moleculares que controlan el desarrollo
aposporico.

Se ha reportado solo un trabajo anterior (Zhao etal., 2017) que identifica una via
molecular que controla el nimero de sacos embrionarios maduros formados dentro del 6vulo.
Zhao y col. (2017) determinaron que los inhibidores de CDK de la clase KRP se expresan
dentro de célula madre de la megaspora para restringir la inactivacion del homdlogo de
RETINOBLASTOMA de Arabidopsis RBR1. Una funcién de RBR1 es la represion directa del
factor de células madre WUSCHEL (WUS), un proceso necesario para permitir la entrada de la
CMM en un destino meiético. En los mutantes triples rbrl y krp, WUS se acumula
ectépicamente en los meiocitos designados, induciéndolos a sufrir varias divisiones mitéticas
antes de iniciar la meiosis. En consecuencia, se forman multiples sacos embrionarios reducidos
dentro del 6vulo. La reduccion de WUS en mutantes rbrl restaura la formacion de un solo
meiocito y un solo saco embrionario derivado. Curiosamente, la ovocélula/célula central de los
sacos embrionarios supernumerarios reducidos formados en la triple mutante rbrl y krp fallan
parcialmente en experimentar plasmogamia con células espermaticas, sugiriendo que la via
molecular controlada por KRP también estd involucrada en el proceso de fertilizacion. A

diferencia del caso de RBR1 y KRP, PN_TGSl1-like actuaria evitando que las células
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adyacentes a la célula madre de la megaspora adopten un destino de linea germinal, en lugar
de evitar que la CMM sufra una o mas divisiones mitéticas previas a la division meiética. Por lo
tanto, aunque tanto la supresién de RBR1/KRP como la de PN_TGS1 conducen a la formacion
de sacos supernumerarios, ambos genes parecen desencadenar diferentes mecanismos de
control, igualmente necesarios para garantizar que la planta que se reproduce sexualmente
forme un solo embrion que dispondra de todo el tejido nutritivo (es decir, el endospermo).
Mientras tanto, en mutantes que tienen una expresion defectuosa de ARGONAUTE 9 (AGQ9),
se describio también (como en el caso de PN_TGS1) la formacién de gametas supernumerarias
a partir de células de la nucela (Olmedo-Monfil et al., 2010). Sin embargo, las mutantes ago9 no
forman sacos embrionarios maduros completos, incluso cuando varias células de la linea
germinal se diferencian de las células nucelares. En el futuro cercano, sera de interés explorar
el vinculo funcional entre AGO9 y PN_TGS1-like, ya que ambos genes intervienen en la
regulacién de la actividad de ciertos miRNA (Martinez et al., 2017).

La apomixis se ha considerado durante mucho tiempo un rasgo valioso desde la
perspectiva del fitomejoramiento, ya que permite la fijacion del vigor hibrido (Hanna, 1995). De
hecho, el uso combinado de la apomixis y la sexualidad en los programas de reproduccién
permite la generacion rapida de genotipos superiores, cuya heterosis se puede fijar y heredar
permanentemente a través de semillas (Spillane et al., 2004). Actualmente, este tipo de
esquemas de reproduccion se estan aplicando en América para mejorar gramineas forrajeras
apomicticas naturales de los géneros Paspalum y Brachiaria (Acufia et al., 2007, 2009, 2011;
Quesenberry et al., 2010; Barrios et al., 2013). El éxito de esta metodologia ha acelerado la
produccion de cultivares hibridos adaptados y esta impulsando rapidamente la ganaderia en
areas que tradicionalmente habian sido consideradas marginales. Por otra parte, en la dltima
década se han desarrollado estrategias moleculares avanzadas para permitir la produccién de
semillas clonales artificiales en el arroz, imitando las consecuencias del desarrollo apomictico
(Khanday et al., 2019; Wang et al., 2019). El concepto de que la apomixis podria ser inducida
en especies de cultivos mayores sexuales se vuelve aln mas interesante cuando se consideran
las hipotesis planteadas recientemente que apuntan a que ambos modos reproductivos tienen
un origen polifénico (Albertini et al., 2019), ya que la identificacion de un interruptor de
desarrollo perdido por las especies sexuales a través de la evolucion podria permitir pasar de
una ruta reproductiva a la otra a voluntad. En este contexto, la identificacion y caracterizacion

de moléculas como PN_TGS1-like, que pueden usarse solas 0 en combinacién para inducir
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alteraciones particulares en el desarrollo de los gametofitos, representa un paso importante

hacia una modulacion efectiva del modo reproductivo con consecuencias para el mejoramiento.
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VI.2- Determinacion de transcriptos que presentan variantes de clivado y empalme del

ARN en flores de plantas de P. notatum, y estudio del posible blanco de PN_TGS1-like

Se analizé la representacion de variantes de splicing en el transcriptoma floral de
referencia Roche 454 de plantas apomicticas y sexuales (Ortiz et al., 2017), para determinar si
la ausencia de actividad del gen PN_TGS1-like en dérganos reproductivos de plantas
apomicticas estaba correlacionada con alteraciones en el clivado y empalme de algunos genes.
Mediante diferentes andlisis bioinforméticos (alineamientos de secuencias, blastx entre las
bases no redundantes del NCBI), se estudiaron 316 transcriptos diferencialmente expresados
entre plantas apomicticas y sexuales, todos ellos con un FDR < 6,74 E-10. Luego del analisis
individual de cada uno de ellos, seis fueron seleccionados para ser examinados en varias
plantas sexuales y apomicticas, debido a que detectamos en esos transcriptos la presencia de
variantes de splicing que estaban también presentes en los ortélogos de esos genes en otras
especies. Segun los datos recabados in silico, los isotigs 10779, 23387 y 22343 presentaban
intrones no procesados en plantas sexuales mientras que los isotigs 22630, 11548 y 24572
presentaban un intron no procesado en plantas apomicticas. De todos estos isotigs, el Unico
que pudo ser confirmado experimentalmente con base estadistica como una variante de splicing
diferencialmente expresada entre plantas apomicticas y sexuales fue el 23387. Ademas
confirmamos que la variante no procesada del isotig 23387 estd menos expresada en las
plantas transgénicas E.2.9 y E2.13 con respecto a la planta control sexual Q4188. Esto prueba
que el gen TGS1-like controla el splicing alternativo de al menos un transcripto, el isotig 23387,
que puede ser considerado uno de sus posibles blancos. De todos modos, se necesitaran mas
experimentos para confirmar la relacion entre PN_TGSL1 y el transcripto 23387, como analizar la
expresion de la variante no procesada del isotig 23387 en la planta en antisentido E2.14 (que
aun no ha florecido) y en mutantes defectivas de A. thaliana tgs1-like. Ese isotig, al igual que el
isotig 11548, corresponde a un gen que codifica un componente del complejo de captacion de
luz asociado al fotosistema | (LHCAl, PHOTOSYSTEM | LIGHT HARVESTING COMPLEX
GENE 1) (Wientjes y Croce, 2011). Aunque 23387 no exhibe una anotacién relacionada con la
reproduccion, es un candidato interesante sobre todo considerando los dltimos informes que
relacionan a la cadena de transporte de electrones fotosintética con la regulacion del splicing
alternativo (Petrillo et al., 2014; Godoy Herz et al., 2019). En Arabidopsis, LHCAL presenta 4
variantes de splicing (AT3G54890.1, AT3G54890.2, AT3G54890.3 y AT3G54890.4). La variante

sexual de P. notatum es homadloga a la variante de splicing 4 de A. thaliana. Por el contrario, la
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variante apomictica es homologa a la variante 1. El gen AT3G54890 se expresa en estomas,
tricomas, células de la epidermis de la raiz, hojas, 6vulos y embriones inmaduros.

Por otra parte, mutantes del desarrollo de A. thaliana con defectos en estomas (células
de la guarda) y tricomas fueron asociadas con una expresion diferencial del gen LHCAL (Gilding
y Marks, 2010). Un estudio de los transcriptomas de tricomas de plantas mutantes gl3-sst (estos
tricomas raramente terminan la expansion y el engrosamiento de la pared celular) mostré que la
expresion de AT3G54890 (LHCA1) estaba reducida casi cinco veces (p-value: 0,02219)
respecto a plantas control. Esto sugiere que LHCAL esta asociado directa o indirectamente a
alguna de las seis etapas en las que se divide el desarrollo de tricomas en Arabidopsis thaliana
(Esch etal., 2003). A su vez el gen TGS1-like no fue detectado en la mutante gl3-sst,
confirmando que podria existir una asociacién funcional entre ambos genes. Es interesante el
hecho de que las plantas transformantes tgsl-like generadas en esta tesis muestran
abundantes tricomas en sus hojas, ausentes en las plantas control. Para analizar en qué etapa
de la via de desarrollo de tricomas esta implicado TGS1, y relacionarlo con el isotig 23387, se
deberia en el futuro estudiar los genes que participan en esta ruta en hojas de las plantas

transgénicas tgsl-like.
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VI.3- Construccion de bibliotecas del transcriptoma floral reflejando estadios
consecutivos del desarrollo en plantas apomicticas y sexuales. Analisis de expresion de

PN_TGS1-like y de otros miembros de la maquinaria de splicing

El desarrollo del primer transcriptoma floral de referencia, ensamblado de novo a partir
de lecturas largas FLX Roche 454 de Paspalum notatum sexual y apomictico (Ortiz et al., 2017)
dio pie a nuevas oportunidades para la investigacion de las bases moleculares que controlan la
transicion entre la apomixis aposporica y la sexualidad (Ortiz et al., 2017). Estas bases
transcriptomicas brindaron informacion clave para comprender los posibles genes involucrados
en las via apospdrica, generando un marco tedrico sobre el cual estudiar sus bases
moleculares. Si bien las bibliotecas de referencia FLX Roche 454 son Utiles para rescatar las
secuencias completas soélidamente ensambladas de un ndamero considerable de genes
candidatos, su uso como herramienta para revelar expresion diferencial es mas limitado, ya que
el alto costo de secuenciacién condiciona la generacién de las réplicas necesarias para un
analisis estadistico confiable y obliga al agrupamiento de material genético proveniente de
distintos estadios de desarrollo. Asi, numerosas representaciones contrastantes pueden resultar
enmascaradas, debido a: 1) la profundidad limitada de la técnica utilizada; 2) la mezcla de
estadios, que borra los rastros de cualquier expresion heterocrénica en muestras sexuales y
apomicticas; y/o 3) la disminucién de lecturas de transcriptos que aparecen en una etapa de
desarrollo muy particular y/o células individuales, debido a la agrupacion obligatoria del material
proveniente de diferentes estadios. Para lograr una evaluacion precisa de la expresion
diferencial, se deben utilizar enfoques de cobertura mas profundos, como la secuenciaciéon de
lllumina, que deben ser aplicados a muestras colectadas en estadios particulares.

La construccion de bases de datos generadas estadio por estadio, usando una
tecnologia de muy alto rendimiento (lllumina TruSeg/HiSeq 1500), nos permiti6 aumentar el
namero de transcriptos totales secuenciados y el niamero de réplicas biolégicas utilizadas,
posibilitando de esta manera un analisis mas profundo de la expresion génica, con base
estadistica. Ademas, esta tecnologia permite la diferenciacion de la hebra sentido de la
antisentido, simplificando la identificacion de Inc-RNAs y transcriptos expresados a partir de
pseudogenes, que pueden estar actuando en fendmenos de silenciamiento. Construimos
diferentes bibliotecas, representando cuatro estadios de desarrollo (premeiosis, meiosis,
postmeiosis y antesis), tanto en genotipos apomicticos como sexuales, lo que nos permitio

discriminar a los transcriptos expresados en etapas especificas de gran importancia para el
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desarrollo de la apomixis, como la apomeiosis y la partenogénesis. El transcriptoma floral
producido por lecturas largas publicado por Ortiz et al. (2017), que ostenta un ensamblado muy
sélido, se us6 como referencia para ensamblar con precision los datos obtenidos por
secuenciacion con lecturas cortas (lllumina). Si bien la tecnologia lllumina presenta una
cobertura profunda, lo que la convierte en el método de eleccién para la cuantificacion certera
de transcriptos diferencialmente expresados, la escasa extension de las lecturas no permite
realizar ensamblados de novo de calidad, por lo que la existencia previa de un transcriptoma de
referencia resulta de gran importancia. Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ya habia
identificado en la década anterior varias secuencias de genes diferencialmente expresados en
flores de plantas apomicticas y sexuales por analisis transcriptémico diferencial (Laspina et al.,
2008). Algunos de estos candidatos se localizan especificamente en la region gendémica que
controla la apomixis en esta especie (ACR). La disponibilidad de los transcriptomas 454 e
lllumina nos permitié conocer la secuencia completa de todos los alelos/paralogos/variantes de
splicing expresados en los diferentes estadios de desarrollo de la flor, una informacién de
fundamental importancia para caracterizar con mas exactitud las diferencias previamente
detectadas.

La disponibilidad de la base de datos de secuencias que se generd permitira la
caracterizacion de numerosos genes responsables de importantes vias metabdlicas y/o
biol6gicas y su transferencia a diferentes entornos genéticos por cruzamiento tradicional o
ingenieria genética. Ademas, nuestro grupo de trabajo ha establecido una plataforma de
transformacion biolistica para P. notatum tetraploide (Mancini et al., 2014), una herramienta que
es muy util para estudiar funcionalmente los genes candidatos relacionados con la
reproduccion, que surgen a partir de toda la informacion generada de la secuenciacion del ARN.

Dado que el gen candidato para la apomixis estudiado en esta tesis (TGS1) participa del
ensamblado de la maquinaria de clivado y empalme, decidimos utilizar los transcriptomas
florales, el de referencia reportado por Ortiz et al. (2017) y el generado recientemente por
secuenciacion lllumina (Podio et al., en preparacién), para analizar éste y otros transcriptos
diferencialmente expresados entre plantas apomicticas y sexuales implicados en el
procesamiento del ARNm vy splicing del ARN. En el transcriptoma floral Roche 454, se
localizaron 24 transcriptos con diferente expresion en plantas apomicticas y sexuales. Catorce
de ellos estaban mas representados en plantas apomicticas y diez en plantas sexuales.
Ademas ocho transcriptos no presentaron ninguna lectura en las librerias sexuales, mientras

gue otros tres isotigs no se encontraron en las plantas apomicticas. Corroboramos la expresion
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de esos 24 transcriptos en la base de datos lllumina, y hallamos que algunos de ellos
presentaban diferencias entre plantas sexuales y apomicticas en todos los estadios estudiados,
mientras que para otros sélo habia diferencias de expresion en algun estadio en particular.
Ademas en la base de datos lllumina, pudimos identificar otros genes que presentaban
diferencias de expresion entre plantas apomicticas y sexuales, debido a la mayor profundidad
que presenta este tipo de secuenciacion. Por otra parte, se identificaron catorce genes
diferencialmente expresados entre plantas apomicticas y sexuales que interaccionan con TGS1-
like y estan implicados en el procesamiento del ARNm vy splicing. Los ortélogos a los genes de
P. notatum en A. thaliana que interaccionan con TGS1-like son: AT1G20580, AT2G43810,
AT1G03330, AT4G03120, AT2G47640, AT4G02840, AT1G44910, AT5G51300, AT1G31870,
AT1G60200, AT4G36690, AT1G60900, AT5G09860 y AT5G16780. Se han descripto en S.
cerevisiae varias proteinas relacionadas funcionalmente con TGS1 in vivo (Hausmann et al.,
2008; Qiu et al., 2011), entre ellas Mud2 y Nam8, que interaccionan fuertemente con TGS1 y
provocan letalidad embrionaria (Qiu et al.,, 2011). Mud2 es homélogo a U2AF65 (metazoan
splicing factor), corresponde al gen AT4G36690 de A. thaliana (U2 snRNP auxilliary factor, large
subunit, splicing factor) y esta mas expresado en plantas apomicticas con respecto a las

sexuales en ambas bases de datos (Roche454 e lllumina).
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VI.4- Identificacion de la secuencia completa del gen PN_TGS1-like en el genoma de

Paspalum notatum

En los genomas de levaduras, mamiferos y Drosophila existe una sola copia de TGS1
(TRIMETILGUANOSINA SINTASA 1). Por otro lado, los genomas de plantas contienen al
menos dos genes diferentes que codifican proteinas similares a TGS1. El primero, que se
conserva en todos los eucariotas, incluye soélo el dominio metiltransferasa (como
GRMZM2G151887, OS06T0187100 y AT1G30550, respectivamente en maiz, arroz y A.
thaliana), mientras que el segundo, al que llamamos TGS1-like, es una forma exclusiva de
plantas, mas larga en el extremo 5 terminal, e incluye el dominio de ARN metiltransferasa
asociado con un dominio WW, el cual esta involucrado en interacciones proteina-proteina
(GRMZM2G347808, OS03T0396900 y AT1G45231, respectivamente en maiz, arroz y A.
thaliana) (Siena et al., 2014b). Mas aln, el TGS1 de humanos también tiene una secuencia mas
larga en el extremo 5’, como ocurre en las plantas, pero no codifica para un dominio WW (Gao
et al., 2017).

Aprovechando la existencia de bases de datos gendmicos recientemente generadas en
nuestro laboratorio (genotipo R1: 2x, sexual con apomixis vestigial), recuperamos todas las
lecturas homoélogas para PN_TGS1 y luego de realizar el ensamblado detectamos un solo
contiguo para este gen. Hasta el momento, y con la cobertura que disponemos (100x para la
secuenciacion lllumina y 48x para la tecnologia Nanopore), podemos decir que en el genoma de
P. notatum diploide sexual existe solamente una copia para TGS1, y esta copia contiene el
dominio WW (PN_TGS1-like), a diferencia de lo que se observa en otras plantas como maiz,
arroz y A. thaliana que presentan tanto el gen candénico de todos los eucariotas TGS1 como el
TGS1-like. Las implicancias de la existencia de una copia Unica del gen TGS1 en el genoma
deberia ser investigada en genotipos apospdricos y en otras especies aposporicas, ademas de
P. notatum.

Ademas de las secuencias gendémicas del genotipo R1 (2x, sexual con apomixis
vestigial), se estan secuenciando las secuencias gendmicas de otros genotipos, Q4188 (4x,
sexual), Q3646 (4x, apomictico facultativo), Q4117 (4x, apomictico full) usando una
combinacién de las técnicas lllumina HiSeq y Oxford Nanopore y estan disponibles en el
servidor informatico del ICAR, CONICET-UNR (Rosario, Argentina) e IRD (Montpellier, Francia)
(Juan Pablo Ortiz, comunicacién personal). La ACR est& siendo identificada en los genotipos

apomicticos por mapeo in silico con sondas 100% ligadas al caracter. En estudios posteriores,
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se determinard por andlisis de BLAST si una 0 mas copias de TGS1-like esta/n localizada/s
dentro de la ACR (no se ha logrado establecer una asociacion entre TGS1 y la ACR por mapeo
genético, por falta de marcadores moleculares informativos) y se recuperara su secuencia
completa. Ademas, una vez que dispongamos de las coberturas necesarias para las secuencias
genomicas de todos los genotipos secuenciados, se analizaran las secuencias de TGS1 en P.
notatum apomictico y sexual y se verificara si en los genomas de esta graminea estan
presentes las dos copias del gen, como se observan en otras especies de plantas, o si solo
existe el TGS1-like.
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VI.5- El gen PN_TGS1-like no es silenciado postranscripcionalmente por pequefios ARNs

en plantas apomicticas

En plantas apomicticas el gen TGS1 esta inhibido naturalmente, como lo
reportaron Siena et al. (2014b), y como fue confirmado en el objetivo 3, en donde luego de
analizar la expresion de TGS1 en transcriptoma floral estadio por estadio, se vio que el gen
estaba méas expresado en plantas sexuales. La evidencia reciente surgida a partir de estudios
en especies modelo y no modelo sugiere que la apomixis podria estar modulada por
mecanismos epigenéticos que involucran ARN pequefios (sRNA). Ortiz et al. (2019)
describieron los sRNAs florales presentes genotipos de Paspalum notatum apomicticos y
sexuales, informacién que resulta uGtil para identificar las vias moleculares bajo control
epigenético involucradas en la transicion sexualidad-apomixis. En este trabajo de tesis, se
analizaron las bibliotecas florales de sRNA de P. notatum y no se encontraron pequefios ARN
asociados al gen TGS1-like, por lo que concluimos que el gen no esta siendo silenciado por
mecanismos postranscripcionales en las plantas apomicticas. La expresion disminuida de este
gen en plantas apomicticas puede deberse a una regulacion diferencial mediada por factores de

transcripcion, o a otro tipo de regulacion postranscripcional.
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CONCLUSIONES



VIl- CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que una disminucion de la expresién de PN_TGS1-like en
plantas sexuales de Paspalum tiene poco efecto en el desarrollo somatico (excepto por el
desarrollo de tricomas en la superficie de las hojas) y en la reproduccién masculina. Sin
embargo, se observa un retraso en la floracion, inflorescencias anémalas y aparicion de sacos
embrionarios de tipo apospdrico en aproximadamente un 15% de los 6vulos analizados. El 32%
de los 6vulos en etapas tempranas del desarrollo muestran células similares a las iniciales de la
aposporia que rodean a la célula madre de la megaspora, que no inician divisiones meidticas.
Entre los évulos maduros (en antesis), se observa una proporcién de 0,22 (0,16 <P> 0,30) que
contienen sacos similares a SEAs, posiblemente originados a partir de las Als observadas en
estadios tempranos. Supuestamente estos sacos serian no reducidos, ya que nunca se
observaron meiosis contiguas en estadios tempranos. Entre los sacos maduros que contienen
SEASs, una proporcién considerable (cerca del 40%) carece de SEM, lo que sugiere una
diferencia en la competitividad entre ambos tipos de sacos. No se observan proembriones en
las lineas antisentido, en preantesis ni en antesis, lo que apunta a la falta de partenogénesis, ya
que estos proembriones se detectan cominmente en las plantas apospoéricas de P. notatum
antes de la fertilizacion de los nucleos polares (pseudogamia). Todas las semillas derivadas de
la linea antisentido E2.9 se originan por sexualidad, lo que indica que los sacos similares a
SEAs no completan el proceso de apomixis (i.e. confiirma que no llevan adelante
partenogénesis 0 no logran desarrollar endosperma viable).

Ademas, existen al menos cinco genes diferencialmente expresados en flores de plantas
apomicticas y sexuales de P. notatum que presentan un clivado y empalme alternativo en sus
intrones. Solamente para uno de ellos, Chlorophyll a-b binding protein 1B-21 (CHLORO), se
corroboré que el splicing diferencial esté correlacionado con el modo de reproduccién, ya que el
alelo que porta el intrén fue mas abundante en plantas sexuales que en apomicticas. CHLORO
codifica para una proteina LHCAL1 (Chorophyll a-b binding protein 1B-21) en Arabidopsis.
Nuestros resultados indican que TGS1-like participa del proceso de splicing y uno de sus genes

blancos es el gen Chlorophyll a-b binding protein 1B-21. Ademas localizamos otros genes del
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splicing con actividad diferencial en el proceso de apomixis, que conforman una red de
interacciones entre ellos y con TGS1-like. Catorce de ellos interaccionan directamente con
TGS1-like. Se confirmd que TGS1-like no esta siendo silenciado postranscripcionalmente por
SnRNA y que P. notatum presenta una sola copia de TGS1 representada por dos variantes de
transcriptos en plantas apomicticas y sexuales.
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ANEXQOS



IX- ANEXOS

Anexo 1: Valores de expresion de Chloro en la linea transgénica E2.9

Comparative

Rep.

No. Name Take Off Amplification Conc. Takeoff
1 Clorol-1_Q4188 26.9 1.96 1.00E+00 26.9
2 Chlorol-2_Q4188 26.5 1.90 1.10E+00 26.5
3 Chloro1-3_Q4188 27.1 1.70 9.53E-01 27.1
1 Chlorol-1_Q4188 27.5 1.21 1.00E+00 275
2 Chlorol1-2_Q4188 27.8 1.58 9.98E-01 27.8
3 Chlorol-3_Q4188 27.8 1.40 9.98E-01 27.8
4 Chloro2-1_E2.9 26.9 2.03 1.00E+00 26.9
5 Chloro2-2_E2.9 27.1 1.74 9.53E-01 27.1
6 Chloro2-3_E2.9 27.3 1.74 9.08E-01 27.3
4 Chloro2-1_E2.9 28.0 1.71 9.96E-01 28.0
5 Chloro2-2_E2.9 27.7 1.42 9.99E-01 27.7
6 Chloro2-3_E2.9 28.3 0.96 9.94E-01 28.3
7 Chloro3-1_B 40.1 0.71 4.13E-02 40.1
8 Chloro3-2_B 8.1 0.00 9.37E+01 8.1
9 Chloro3-3_B 18.1 0.17 8.38E+00 18.1
7 Chloro3-1_B 6.0 0.00 1.17E+00 6.0
8 Chloro3-2_B 7.4 0.00 1.16E+00 7.4
9 Chloro3-3_B 8.9 0.00 1.15E+00 8.9

10 Tub4-1 Q4188 21.0 1.74 4.16E+00 21.0

11 Tub4-2_Q4188 21.2 1.77 3.96E+00 21.2

12 Tub4-3_Q4188 21.3 1.68 3.87E+00 21.3

10 Tub4-1 Q4188 21.3 1.13 1.05E+00 21.3

11 Tub4-2_Q4188 21.2 3.12 1.05E+00 21.2

12 Tub4-3 Q4188 21.3 1.13 1.05E+00 21.3

13 Tub5-1_E2.9 19.1 1.81 6.58E+00 19.1

14 Tub5-2_E2.9 19.1 1.83 6.58E+00 19.1

15 Tub5-3_E2.9 19.1 1.92 6.58E+00 19.1

13 Tub5-1_E2.9 194 1.14 1.06E+00 194

14 Tub5-2_E2.9 19.6 1.43 1.06E+00 19.6

15 Tub5-3 E2.9 19.8 2.03 1.06E+00 19.8

16 Tub6-1_B 7.0 -0.01 1.22E+02 7.0

17 Tub6-2_B 28.1 0.08 7.48E-01 28.1

18 Tub6-3_B 39.1 0.16 5.25E-02 39.1

16 Tub6-1_B 10.1 0.00 1.14E+00 10.1

17 Tub6-2_B 38.1 0.95 9.24E-01 38.1
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18 Tub6-3_B 36.3 1.05 9.36E-01 36.3

Resultados de la expresion relativa:

Gene Type Reaction  Expression Std. Error 95% C.l. P(H1) Result
Efficiency
chloro TRG 0,6158 0,38 0,289 - 0,225 - 0 DOWN
0,499 0,581
Tubulina REF 0,5617 1

Interpretacién: Chloro estda DOWN-regulado en la muestra (en compracién con el grupo control)
por un factor promedio de 0,380 (error estandar: 0,289-0,499).
La muestra Chloro es diferente al grupo control. P(H1)=0,000.

Anexo 2: Valores de expresion de Chloro en la linea transgénica E2.13

No. Name Take Off Amplification Comparative Rep. Takeoff
conc.
1 Chlorol-1_Q4188 26,2 2 1.00E+00 26.2
2 Chlorol-2_Q4188 26 191 1.05E+00 26.0
3 Chloro1-3_Q4188 26,6 1,38 9.07E-01 26.6
1 Chlorol-1_Q4188 26,6 1,61 1.00E+00 26.6
2 Chloro1-2_0Q4188 26,6 1,46 1.00E+00 26.6
3 Chlorol1-3_Q4188 27 1,58 8.85E-01 27.0
4 Chloro2-1_E2.13 35,3 1,53 1.08E-01 35.3
5 Chloro2-2_E2.13 35,2 2 1.10E-01 35.2
6 Chloro2-3_E2.13 35,8 1,74 9.52E-02 35.8
4 Chloro2-1_E2.13 35,7 1,46 6.24E-02 35.7
5 Chloro2-2_E2.13 35,2 1,61 7.27E-02 35.2
6 Chloro2-3_E2.13 34,4 1,67 9.27E-02 34.4
7 Chloro3-1_B 39,6 0,53 3.75E-02 39.6
8 Chloro3-2_B 27,1 -0,49 8.02E-01 27.1
9 Chloro3-3_B 17 0,08 9.52E+00 17.0
7 Chloro3-1_B 36,6 1,12 4.74E-02 36.6
8 Chloro3-2_B 40,1 0,55 1.63E-02 40.1
9 Chloro3-3_B 10,1 0,12 1.53E+02 10.1
10 Tub4-1_Q4188 19,5 1,79 5.16E+00 19.5
11 Tub4-2_Q4188 19,6 2 5.04E+00 19.6
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12 Tub4-3_Q4188 18,6 1,61 6.44E+00 18.6

10 Tub4-1_Q4188 20 2,92 7.48E+00 20.0
11 Tub4-2_Q4188 20,3 1,76 6.82E+00 20.3
12 Tub4-3_Q4188 20,5 1,74 6.42E+00 20.5
13 Tub5-1_E2.13 20,3 1,92 4.24E+00 20.3
14 Tub5-2_E2.13 20,7 1,7 3.85E+00 20.7
15 Tub5-3_E2.13 20,4 2 4.14E+00 20.4
13 Tub5-1_E2.13 21 2,73 5.51E+00 21.0
14 Tub5-2_E2.13 21,4 191 4.88E+00 21.4
15 Tub5-3_E2.13 21,3 1,97 5.03E+00 21.3
16 Tub6-1_B 39,6 0,67 3.75E-02 39.6
17 Tub6-2_B 23,8 -0,02 1.80E+00 23.8
18 Tub6-3_B 24 0 1.71E+00 24.0
16 Tub6-1_B 28,1 0,03 6.33E-01 28.1
17 Tub6-2_B 13,1 0,1 6.13E+01 13.1
18 Tub6-3_B 25,2 0,09 1.53E+00 25.2

Resultados de la expresion relativa:

Gene Type Reaction Expression Std. Error 95% C.I. P(H1) Result
Efficiency
Chloro TRG 0,6625 0,023 0,013 - 0,011 - 0,002 DOWN
0,041 0,076
Tubulina REF 0,8667 1

Interpretacién: Chloro esta DOWN-regulado en la muestra (en compracion con el grupo control)
por un factor promedio de 0,023 (error estandar: 0,013-0,041).
La muestra Chloro es diferente al grupo control. P(H1)=0,002.
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