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Resumen

La apomixis es una forma de reproducción clonal por semillas que origina progenies

genéticamente idénticas a la plantamadre. Este carácter fija naturalmente cualquier com-

binanción genética y por lo tanto es de gran interés para el mejoramiento. La apomixis

está ampliamente difundida en las angiospermas, pero no se encuentra en las especies

de gran cultivo. Solamente algunos géneros de gramíneas forrajeras subtropicales, el

mango y las fresas presentan naturalmente este tipo de reproducción. La manipulación

del carácter y su transferencia a los cultivos mayores puede tener un gran impacto en

la agriculura. En la apomixis de tipo gametofítica, los embriones maternos se desarro-

llan por partenogénesis (sin fecundación) a partir de sacos embrionarios no reducidos

(sea) derivados de células somáticas del óvulo (aposporía), o de la propia célula madre

de la megáspora (diplosporía) luego de una falla en la meiosis. Varios autores sugieren

que la apomixis puede derivar de cambios genéticos o epigenéticos de vías claves de la

sexualidad. Paspalum notatum es una gramínea rizomatosa perenne que forma comple-

jos agámicos y multiploides en los cuales el citotipo diploide se reproduce sexualmente,

mientras que el tetraploide se reproduce por apomixis de tipo apospórica. La apomixis

está controlada por un locus complejo, localizado en una región genómica de aproxi-

madamente 36 Mpb, denominado acr (por Apospory Controlling Region), que presenta

una segregación distorsionada, ausencia de recombinación y una alta metilación de ci-

tosinas. Este segmento cromosómico, está asociado (presenta sintenía) a regiones de los

cromosomas 2 y 12 de arroz (Os2 y Os12), pero su constitución génica y estructural es

aún desconocida.

El objetivo de este trabajo fue determinar la conservación de los segmentos cromosó-

micos de arroz asociados al acr en diferentes especies de gramíneas, determinar su con-

tenido génico, analizar los posibles patrones de expresión de los genes presentes durante

el desarrollo reproductivo e identificar regiones genómicas asociadas al acr utilizando

un borrador del genoma de un citotipo diploide de P. notatum.
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Resumen

Comomaterial vegetal se utilizaron los genotipos tetraploidesQ4188 (sexual) yQ4117

(apomíctico), una población F1 de 18 híbridos derivada del cruzamiento entre ellos y ocho

genotipos apomícticos. La caracterización delmodo reproductivo delmaterial vegetal fue

realizada mediante observaciones citoembriológicas de ovarios clarificados en estado de

antesis y por análisis moleculares utilizando el marcador scar spna2, que se encuentra

completamente ligado a la apomixis en la especie. Ambos estudios mostraron resultados

concordantes en los individuos ensayados a excepción del genotipo Q3664 (un genoti-

po apomíctico facultativo), el cual presentó sea y ausencia del marcador. Este resultado

indicaría que Q3664 sería un recombinante para el marcador utilizado y el acr, en esa

región. El genotipo presenta un bajo porcentaje de expresión de la aposporía (11 %) con

respecto a los genotipos apomícticos obligados (65 a 89 %) que sí contienen el marcador.

A fin de validar la asociación del cromosoma Os2 con el acr, se identificaron trans-

criptos de P. notatum con homología al marcador de rflp C932 (que mapea en dicha

región de arroz y que codifica para un gen ppi) expresados en los transcriptomas repro-

ductivos sexual y apomíctico. Como resultado se obtuvieron cinco secuencias homólogas

a partir del trascriptoma sexual y tres del apomíctico, respectivamente. Mientras los cin-

co transcriptos sexuales fueron semejantes al gen de arroz, los transcriptos apomícticos

resultaron variables; una de las formas mostró semejanzas con el gen funcional, otra re-

sultó un pseudogen sin aparente capacidad codificante, y el tercero resultó un transcripto

quimérico, codificante para los dominios ppi y dnaj. El mapeo de las secuencias genómi-

cas de cada transcripto en la población F1 segregante, demostró que la forma quimérica

del gen segrega completamente ligada al carácter apomixis. Este resultado confirmó la

asociación del segmento del cromosoma Os2 con el carácter y determinó que la forma

quimérica es la que se encuentra en el acr. Los estudios de conservación de los segmen-

tos de arroz demostraron que las regiones de los cromosomas Os2 y Os12 sinténicas al

acr de P. notatum presentan una alta conservación en el contenido y orden génico res-

pecto a seis de las siete especies del género Oryza estudiadas (O. sativa grupo Indica, O.

barthii, O. brachyantha, O. glaberrima, O. glumipatula, O. punctata). Sin embargo, para

el caso de Sorghum bicolor, se identificó una inversión de 6 Mpb y en Oryza nivara, se

detectaron bloques de sintenía translocados entre los cromosomas homólogos al Os2 y

Os12.

A fin de analizar los posibles patrones de expresión de los genes presentes en los

segmentos de arroz asociados al acr se estudió un transcriptoma floral por estadios del

desarrollo reproductivo apomíctico y sexual de P. notatum. Este estudio reveló que la

mayor parte de los transcriptos codificantes diferenciales están sobrexpresados en el
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Resumen

genotipo apomíctico. Además, se observó que en los cromosomas Os2 y Os12 se localiza

una proporción mayor de transcriptos sobrexpresados del genotipo apomíctico que en

el resto de los cromosomas. Un análisis similar mostró que el Os12 presenta la mayor

proporción de transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico.

A partir de la disponibilidad de un borrador del genoma de un citotipo diploide de

P. notatum, se detectaron scaffolds asociados al acr mediante el mapeo de 17 secuencias

que cosegregan con la apomixis. Este análisis identificó 10 scaffolds que fueron caracteri-

zados por su contenido génico. Las secuencias identificadas determinaron que presentan

regiones sinténicas a las regiones cromosómicas de arroz asociadas al acr, presentando

además una alta conservación en el contenido y orden génico. Estos resultados indican

que el genoma diploide contiene, al menos parcialmente, el acr presente en los citotipos

tetraploides. Uno de los scaffolds estudiados (utg001125l) contiene genes homólogos a

genes de arroz localizados en las regiones sinténicas de los cromosomas Os2 y Os12, lo

cual podría representar el sitio de yuxtaposición de la sintenía mixta del acr. El escru-

tinio detallado de las secuencias de arroz identificadas en cada uno de los análisis nos

permitió identificar una lista de 100 candidatos para futuros estudios referidos a la apo-

mixis entre los cuales los genes ppi, huellenlos, exs, ttg1 y mt-a70 aparecen como los

más relevantes.

Palabras claves: Apomixis Sintenía PPIasa
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Abstract

Apomixis in angiosperms means asexual reproduction by seeds. This trait generates

progenies that are clones of the mother plant. Apomixis fix heterosis and thus is of great

interest for breeding. This trait is widely distributed in angiosperms but is not found in

major crops. Only some genera of subtropical forage grasses, the mango, and strawber-

ries exhibit apomictic reproduction. Manipulation of the character and its transference

to cereals or other important crops can have a great impact on agriculture. In gameto-

phytic apomixis, maternal embryos develop by parthenogenesis (without fertilization)

from non-reduced embryo sacs (aes) derived from somatic cells of the ovule (apospory),

or from the megaspore mother cell (diplospory) after a failure in meiosis. Many au-

thors consider that apomixis is derived from genetic and/or epigenetic deregulation of

the key factors of the sexual pathway. Paspalum notatum is a perennial rhizomatous

grass that forms a multiploid complex in which the diploid cytotype reproduces sexually,

while the tetraploid one reproduces by pseudogamous aposporous apomixis. Apomixis

in the species is controlled by a complex locus called acr (Apospory Controlling Re-

gion), which exhibits distorted segregation ratio, absence of recombination, and high

cytosine methylation. The acr is syntenic to segments of rice chromosomes 2 (Os2) and

12 (Os12). Today, its genetic and structural constitution is still unknown.

The objective of this work was to determine the conservation, gene content, and ex-

pression patterns of genes located in the rice segments syntenic to the acr, and identify

associated genomic sequences in the diploid cytotype of P. notatum.

The tetraploid genotypes Q4188 (sexual) and Q4117 (apomictic), 18 F1 hybrids, and

eight apomictic genotypes were used. The mode of reproduction of each plant was an-

alyzed by cytoembryological and molecular analysis. Both studies showed congruent

results except for the facultative apomictic Q3664 genotype, which could be a recom-

binant for the acr. To validate the association of the Os2 segment with the acr, P.
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Abstract

notatum transcripts expressed during the reproductive development with homology to

clone C932 (which maps on it and encodes a ppi gene) were analyzed. Five transcripts

were retrieved from the sexual database, and three from the apomictic one. All sexual

forms encode for ppiase proteins, but only one of the apomictic ones. The rest consisted

of a non-coding and a chimeric transcript, respectively. The lastest encodes for a protein

carrying both ppiase and dnaj domains. Linkage analyses of the genomic sequences

associated with the transcripts demonstrated that the chimeric form mapped in the acr.

Analyses of the two acr syntenic segments of rice showed that both regions present

high levels of gene and gene-order conservation. Only a few rearrangements were de-

tected, in Sorghum bicolor and Oryza nivara. The possible expression patterns of the

genes present in the rice segments associated with the acrwas analyzed by using stage-

specific transcriptome of the apomictic and sexual reproductive development of P. nota-

tum. This study revealed that most of the 13.388 differential coding transcripts derives

from the apomictic genotype. Moreover, both Os2 and Os12 showed a higher propor-

tion of over-expressed transcripts than in the rest of the chromosomes. A similar analysis

showed that Os12 has the highest proportion of non-coding over-expressed transcripts.

Based on the availability of a genome draft of the diploid cytotype of the species and a

group of genes and molecular markers linked to apomixis, 10 scaffolds associated with

the acrwere identified. They also resulted syntenic to the rice regions analyzed, indicat-

ing that the diploid genome contains (at least partially) the acr present in the tetraploid

cytotype. One of the assemblies contains genes homologous to rice regions of chro-

mosomes Os2 and Os12 and could represent the site of the juxtaposition of the mixed

synteny of acr. After the examination of the set of rice sequences identified in this work,

a list of 100 candidates was proposed for further analysis. Among them, ppi, huellenlos,

exs, ttg1, and mt-a70 appears to be the most promising.

Key words: Apomixis Synteny PPIase
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1. Introducción

1.1. Apomixis y reproducción sexual en las angiosper-

mas

La apomixis es un tipo de reproducción asexual por semillas que involucra la forma-

ción de progenies genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler, 1984). El término,

surge del prefijo απo (apo: ausencia) y de la palabra griega µιξις (mixis: mezcla) resal-

tando la principal característica que distingue el proceso apomíctico de la vía sexual: la

falta de unión de las gametas reducidas (la oósfera y la célula espermática) para formar

el cigoto y, posteriormente, el embrión.

En las angiospermas, el proceso sexual involucra la generación de los gametofitos ha-

ploides (n) a partir de células somáticas del esporofito diploide (2n), que recombinan y

reducen su complemento genético por meiosis y forman posteriormente por mitosis es-

tructuras especiales que contienen a las gametas femenina y masculina, respectivamente

(Asker y Jerling, 1992). El gametofito masculino (microgametofito o grano de polen), se

origina a partir de la meiosis de las células madres del polen formadas en las anteras, que

generan meiositos haploides. Luego de una mitosis, se forma el polen binucleado, que es

rodeado por las capas intina y exina (Figura 1.1a). Al desprenderse de la antera, el grano

de polen se encuentra en su fase madura y está conformado por tres células haploides:

dos núcleos espermáticos y un núcleo vegetativo, que es el responsable del crecimiento

del tubo polínico (Scott et al., 2004). La formación de la contraparte femenina, el mega-

gametofito, se inicia a partir de una célula especializada de la nucela, denominada célula

arquesporial, que dará lugar a la célula madre de la megáspora (cmm). Esta última, se

divide por meiosis para formar cuatro megásporas reducidas (n), de las cuales solo una

dará lugar a una megáspora funcional (mf), la cual generará, mediante tres divisiones

mitóticas, el megagametofito. El megagametofito, o saco embrionario (Figura 1.1b), es-
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Figura 1.1: Gametofitos en especies del clado Anthofitas. a) Grano de polen
binucleado tal cual se encuentra previo a la antesis. b) Doble fecundación en
donde el tubo polínico del gametofito masculino (o grano de polen), crece a
través del estilo y entra en un óvulo que contiene el gametofito femenino (saco
embrionario). Uno de los núcleos espermáticos se fusiona con el núcleo de la
ovocélula formando el cigoto. El otro núcleo se fusiona con los núcleos polares
para generar el endosperma. Esquema adaptado de Johri y Rao (1984).

tá compuesto por siete células y ocho núcleos haploides: en el extremo micropilar, se

encuentra la célula oósfera, junto a dos células sinérgidas. En el extremo chalazal, se

localizan las células antipodales (Webb y Gunning, 1990; Grossniklaus et al., 2001). Este

tipo de saco embrionario meiótico (sem) está presente en más del 70 % de las angiosper-

mas y se denomina de tipo Polygonum, ya que fue descripto inicialmente en plantas de

Polygonum convolvus (Strasburger, 1908). Al depositarse el grano de polen sobre los es-

tigmas, se produce la germinación del tubo polínico, que comienza a crecer por el estilo.

Cuando el tubo polínico alcanza el saco embrionario, se produce la doble fecundación

(Figura 1.1b), en donde uno de los núcleos espermáticos se fusiona con la ovocélula

para dar origen al embrión (2n), mientras que el segundo núcleo espermático se fusiona

a la célula central a partir del cual se desarrolla el endosperma (Navashin, 1898; Webb y

Gunning, 1990).

El desarrollo de la semilla se completa con la formación de las cubiertas seminales

internas y externas, originadas desde tejido materno y del desarrollo del fruto que la
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contendrá hasta su dispersión. Previo a su madurez fisiológica, la simiente atraviesa un

proceso de deshidratación orientado a aumentar su resistencia a condiciones ambientales

adversas y sus probabilidades de generar una planta viable. De esta manera, la reproduc-

ción sexual permite la combinación de los caracteres genéticos presentes en los padres

y su transmisión a los distintos individuos de la progenie. Este sistema, por lo tanto, ge-

nera variabilidad genética que le permite a la especie adaptarse a diferentes ambientes

(Silvertown, 2008).

Contrariamente a la vía sexual, la apomixis conduce a la generación de progenies

genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler, 1984). La formación de semillas por

esta vía puede ocurrir por diferentes mecanismos que tienen en común la formación de

embriones maternos a partir de tejidos somáticos del óvulo sin fecundación (Koltunow

y Grossniklaus, 2003; Ortiz et al., 2013; Hand y Koltunow, 2014).

1.1.1. Tipos de apomixis

La apomixis presenta formas diferentes clasificándose en dos grandes clases depen-

diendo del origen de los embriones somáticos: la apomixis esporofítica y la apomixis

gametofítica (Figura 1.2). En la apomixis esporofítica, también conocida como embrio-

nía adventicia, los embriones somáticos se originan directamente a partir de células de la

nucela o de los tegumentos del óvulo, sin que se forme un saco embrionario (Koltunow y

Grossniklaus, 2003; Naumova, 1993). Las especies que presentan este tipo de reproduc-

ción, necesitan del endosperma formado a partir del saco embrionario meiótico (sem)

de origen sexual para desarrollarse. Entre ellas se encuentran especies ornamentales de

la familia Orchidaceae (Teppner, 1996), frutales como el mango (Mangifera indica) y es-

pecies del género Citrus (Sachar y Chopra, 1957; Koltunow, 1993). Por otro lado, en la

apomixis gametofítica, se forman siempre sacos embrionarios no reducidos (2n), cuyos

núcleos no han pasado por el proceso de meiosis (apomeiosis). Dependiendo de cuál es

la célula a partir de la que se origina este saco embrionario, la apomixis gametofitica se

subdivide en dos tipos: diplosporía y aposporía. En el primer caso, el saco embrionario se

origina a partir de la propia cmm luego de una falla u omisión de la meiosis. En este caso,

el proceso sexual se ve completamente comprometido. En el caso de la aposporía, el saco

embrionario se origina a partir de una célula somática de la nucela, adyacente a la cmm

que se denomina célula Inicial de la Aposporía (ia; Figura 1.2). Esta composición per-

mite que en muchas especies coexistan en el mismo óvulo ambos tipos de sacos: sacos
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embrionarios de origen sexual (meióticos) y sacos embrionarios de origen apomíctico

(Hand y Koltunow, 2014).

Dado que los sacos embrionarios apomícticos (sea) surgen de divisiones mitóticas,

generalmente se distinguen morfológicamente de los sacos de origen sexual por su for-

ma, tamaño y localización dentro de la nucela, y en algunos casos por la ausencia de

antípodas (Hanna, 1991). Se han documentado diferentes estructuras de sacos apospó-

ricos (Nogler, 1984; Caceres et al., 1999). Los sea del tipo Panicum son monopolares y

contienen solo cuatro núcleos, por lo que queda conformado por la ovocélula, dos si-

nérgidas y una célula central de gran tamaño. Esta clase de sacos es común de gramí-

neas apomícticas del género Cenchrus, Chloris, Digitaria, Eriochloa, Panicum, Sorghum y

Pennisetum (Nogler, 1984; Carman, 1997). Aunque en la mayoría de los casos la célula

central es uninucleada, en Paspalum notatum se presenta una variante denominada «del

tipo Paspalum» donde la célula central presenta dos núcleos polares (Burson y Bennett,

1970; Quarín et al., 1996). De esta manera, las semillas derivadas de apomixis de tipo

gametofíticas se forman mediante la combinación de tres procesos: i) apomeiosis, proce-

so en el cual se produce un saco embrionario no reducido; ii) partenogénesis: formación

del embrión de forma independiente, sin fertilización de la ovocélula; y iii) desarrollo del

endosmerma, ya sea en forma autónoma (dae), o por fertilización de los núcleos polares

(pseudogamia; Hand y Koltunow, 2014).

1.1.2. Ventajas de la apomixis en los cultivos

La apomixis ha sido observada en más de 400 géneros de angiospermas, siendo fre-

cuentemente encontrada en las familias Poaceae, Asteraceae, Rosaceae, Melastomataceae

y Rutaceae (Hanna y Bashaw, 1987; Grimanelli et al., 2003; Hörandl y Hojsgaard, 2012;

Mendes-Rodrigues y Oliveira, 2012; Burgess et al., 2014; Hojsgaard y Hörandl, 2019). La

presencia de la apomixis en distintos filos vegetales y de formas diferentes indica que el

carácter ha surgido varias veces de forma independiente durante la evolución (Grima-

nelli et al., 2001). A pesar de esto, ninguno de los principales cultivos de escala global

(maíz, trigo, arroz, soja u otros) presentan este tipo de reproducción y la introgresión del

carácter desde especies silvestres cercanas aún no ha sido fructífera (Savidan, 2000).

Se especula que el entendimiento de las bases moleculares de la apomixis significa-

rá una transformación radical en el mejoramiento genético vegetal, permitiendo a las

nuevas variedades conservar caracteres agronómicamente valiosos mediante la repro-
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Figura 1.2: Mecanismos del desarrollo sexual y apomíctico adaptado de
Hand y Koltunow (2014). Las flechas que atraviesan los procesos de meiosis,
mitosis y fertilización indican que intervienen en una vía reproductiva dada.
En la apomixis gametofítica, la formación del endosperma puede darse con o
sin la fertilización de la célula central (esta posibilidad se representa con una
línea horizontal más clara). En estos casos, la ploidía del endosperma (indicada
con el signo ?) es variable y depende de diferentes factores. Los colores repre-
sentan el origen sexual (naranja) o apomíctico (violeta) de los embriones y las
estructuras intermedias de su desarrollo. cmm: célula madre de la megáspora
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ducción clonal por semillas (Hofmann, 2010). Su introducción en los cultivos permitirá

la fijación de genotipos obtenidos en las poblaciones F1 donde se explota el vigor híbrido

(heterosis), como es el caso de los cultivos del tomate (Solanum lycopersicum), el maíz

(Zea mays), o el arroz (Oryza sativa grupo Japonica). En estos casos, los costos de la pro-

ducción de semilla comercial son altos ya que involucran procesos de mantenimiento

de líneas parentales endrocriadas, la emasculación de las líneas maternas y los cruza-

mientos dirigidos (Grossniklaus et al., 1998). Se estima que la reducción de los costos

de producción habilitará el uso de la comercialización de híbridos en las especies donde

actualmente esta tecnología no resulta económicamente rentable (Savidan, 2000; Fiaz et

al., 2021).

Por otro lado, la utilización de la apomixis en especies de reproducción vegetativa,

donde se utilizan propágulos como los tubérculos (cultivo de papa, Solanum tuberosum),

rizomas (producción de frutilla, Fragaria × ananassa, o mandioca, Manihot esculenta),

esquejes (especies florales y ornamentales) o yemas (árboles frutales), permitiría la mul-

tiplicación y comercialización de los mismos mediante el uso de semillas verdaderas de

origen clonal, la cual proveerá diversos beneficios productivos y de comercialización

(Barcaccia y Albertini, 2013; Leszczuk et al., 2018; Spillane et al., 2004; Bisognin et al.,

2009). Por mencionar un ejemplo, los gastos del cultivo tradicional de papa asociados al

almacenamiento, traslado e implantación podrían reducirse a un décimo si en el cultivo

se implementara el uso de semilla verdadera (Tiwari et al., 2017). Además, mejoraría la

sanidad de los propágulos, se prolongaría la vía útil de almacenaje y se acortarían los

tiempos de las prácticas relacionadas con la implantación de los cultivos.

Los cruzamientos intergenéricos o interespecificos son una herramienta de mejora-

miento vegetal poco frecuente con resultados más impredecibles y más improbables que

los cruzamientos intraespecíficos, fundamentalmente porque las distancias genéticas son

mayores entre géneros que entre especies (Talmadge, 2018). La principal restricción pa-

ra su uso en especies de producción es la esterilidad meiótica derivada de la diferencia

entre los genomas parentales. Los mejoradores especulan que la apomixis mitigará este

impedimento al no depender de la meiosis para la formación de semillas. Se especula que

la utilización de cruzamientos de este tipo permitirá encontrar sinergismos genéticos a

niveles más altos que los diploides, maximizando el multialelismo y/o la heterocigosidad

(Vielle-Calzada et al., 1996). La eliminación de la esterilidad meiótica de los cruzamien-

tos interespecíficos e intergenéricos permitirá por lo tanto el uso de nuevos híbridos

productivos que no pueden mantenerse por el proceso sexual.
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Otra problemática que podría resolverse con la incorporación de la apomixis en los

cultivos mayores es el escape de los transgenes vía polen. La hibridación de cultivos

transgénicos con sus parientes silvestres genera un flujo potencial de transgenes hacia

las poblaciones naturales que pueden alterar su ecología (Lu y Snow, 2005). Utilizando

el carácter apomixis autónoma en conjunto con la androesterilidad, se podría mitigar

la vía elemental del flujo de transgenes desde los cultivos comerciales y por lo tanto

se mejoraría la coexistencia del sistema agrícola con su entorno ecológico (Albertini y

Veronesi, 2017).

Pocas plantas de interés agronómico presentan naturalmente este tipo de reproduc-

ción. Dentro éstas se encuentran algunos frutales como el mango (Mangifera indica), el

kuini (Mangifera odorata), la pomarrosa (Eugenia jambos), el jamborán (Syzygim cumin)

y especies del género Citrus, como el limón (C. limon), la naranja (C. sinensis), la man-

darina (C. reticulata) y el pomelo (C. paradiso). También se ha reportado apomixis en

otras especies comerciales como Poncirus trifoliata, usada como pie de injerto de dife-

rentes cítricos, y algunos géneros de orquídeas (Hand y Koltunow, 2014; Johri, 1982).

Actualmente, los únicos cultivos comerciales donde se explota activamente el carácter

apomíctico son especies forrajeras domesticadas o semidomesticadas de los géneros Pen-

nisetum, Cenchrus, Brachiaria y Paspalum (Miles, 2007; Urbani et al., 2017).

1.2. El género Paspalum

El género Paspalum L. pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae. Con-

tiene alrededor de 350 especies, la mayoría distribuida en las zonas tropicales y subtro-

picales del continente americano (Rua et al., 2010). Estas gramíneas se caracterizan por

sus inflorescencias racimosas unilaterales, con espiguillas solitarias o apareadas con la

gluma y flor inferior normalmente ausente o rudimentarias. Fisiológicamente son espe-

cies con el sistema fotosintético C4 del subtipo nadp-me (Brown, 1977), y la mayoría

de ellas presentan un número cromosómico básico de x = 10 (Quarín y Burson, 1991;

Quarín, 1992; Hojsgaard et al., 2009). Dentro del género, la poliploidía es una caracterís-

tica usual que está presente en casi el 80 % de las especies, siendo la tetraploidía (4x) la

más frecuente. La diversidad de los niveles de ploidía y la gran cantidad de estrategias

reproductivas encontradas dentro de las especies —reproducción sexual (por auto y alo-

gamia) y reproducción clonal (por apomixis y propagación vegetativa)— le ha permitido

al género presentar un amplio rango de adaptaciones ecológicas (Quarín, 1992).
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Dentro de las especies es común encontrar citotipos que se diferencian en sus ni-

veles de ploidía; normalmente los citotipos diploides (2n = 2x) son sexuales obligados

y autoincompatibles, y los poliploides (3x, 4x, 5x, etc.) son autofértiles y apomícticos

(obligados o facultativos). Varias especies conforman complejos agámicos y multiploi-

des donde se comprueba el flujo génico entre los diferentes niveles de ploidía mediante

una serie de procesos combinados de hibridación y reproducción apomíctica (Daurelio

et al., 2004). Los complejos agámicos posibilitan la formación de microespecies que por-

tan diferentes formas de recombinación de caracteres de las especies parentales. Pueden

encontrase individuos autopoliploides, generados por autogamia, y alopoliploides, gene-

rados por alogamia, y a su vez, ambos se pueden combinar propiciando un flujo génico

hacia diversos niveles de ploidía (Nogler, 1984; Bayer, 1990). Se ha propuesto que estos

flujos se producen en ambas direcciones —teoría de la transición de Carman (1997)—,

permitiendo que haya una retroalimentación hacia los niveles de ploidía más bajos, don-

de la reproducción sexual posibilita la recombinación genética (Hörandl y Hojsgaard,

2012; Scataglini et al., 2014).

El gran número de especies que componen el género, su distribución geográfica y las

características de palatabilidad y producción de materia seca, hacen del género Paspalum

uno de los más importantes y promisorios para el desarrollo de cultivares forrajeros

adaptados a las regiones cálidas y templadas de América (Burton, 1974; Evers et al., 2004;

Giussani et al., 2009). Aproximadamente la mitad de la producción ganadera mundial

basa su alimentación en cultivos estivales en los países tropicales y subtropicales y cerca

del 60 % de estas especies forrajeras se reproducen por apomixis (Jank et al., 2011). Entre

ellas, el pasto horqueta o pasto bahía (P. notatum) se ha convertido en una de las especies

importantes tanto por sus características forrajeras como por su aptitud como césped

(Acuña et al., 2009) y es considerada en diferentes programas de mejoramiento (Zilli et

al., 2019).

1.2.1. Paspalum notatum

Paspalum notatum Flüggé, es una especie rizomatoza estival perenne nativa del con-

tinente americano que se encuentra distribuida desde México y las islas del Caribe hasta

el centro de Argentina (Chase, 1929). Es un componente fundamental de los pastizales

del sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y noroeste argentino. La especie fue introducida en

1913 en el estado de Georgia, al sur de los Estados Unidos, como parte de un programa

de mejoramiento vegetal, donde actualmente es el cultivo forrajero perenne de mayor
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importancia (Acuña et al., 2009; Rouquette et al., 2020). Existen dos citotipos mayori-

tarios: el diploide (var. Pensacola; 2n = 2x = 20) es de reproducción sexual estricta,

de polinización cruzada y es endémico de las cuencas de los ríos Paraná y Uruguay en

el centro-noreste de Argentina (Burton, 1955, 1967; Daurelio et al., 2004) y el citotipo

tetraploide (var. común; 2n = 4x = 40), que presenta apomixis de tipo apospórica pseu-

dógama y se distribuye en todo el rango ecológico de la especie (Gates et al., 2004; Burton,

1948). Existen otros niveles de ploidía ocacionales como 3x, 5x y 8x (Ortiz et al., 2013).

En el complejo agámico que conforman, las poblaciones diploides que se encuentran

restringidas espacialmente proveen la fuente de variabilidad de la especie y cohabitan

e hibridan con poblaciones poliploides, las cuales explotan la apomixis expandiéndose

clonalmente dentro de los rangos ecológicos a los cuales están adaptadas (Daurelio et al.,

2004; Kearney, 2005; Hörandl, 2006).

Las plantas de P. notatum presentan rizomas fuertes, subsuperficiales y horizontales

compuestos por internudos cortos recubiertos por vainas foliares secas. Los tallos son

ascendentes, con internudos largos y pueden alcanzar los 60 cm de altura (Figura 1.3a).

Las vainas de las hojas son aquilladas, se superponen en las bases, y los márgenes folia-

res son glabros aunque pueden presentar cilias hacia su ápice. Las láminas foliares son

lineares lanceoladas de 3 a 30 cm de largo y de 3 a 12 mm de ancho, y normalmente se

encuentran plegadas longitudinalmente hacia su base. Presentan pubescencia en toda su

longitud a excepción de la sección basal. Las inflorescencias están dispuestas en espigui-

llas con un pedicelo común muy corto y casi imperceptible. Las mismas se disponen en

racimos ascendentes curvos (dos o raramente tres por pedúnculo) de 3 a 14 cm de lon-

gitud (Figura 1.3b). El raquis es glabro, flexuoso de coloración verdosa a purpúrea. Las

espiguillas bifloras son solitarias, dispuestas en dos filas de un solo lado del raquis. Son

aovadas, brillosas, glabras, de 2,5 a 4 mm de longitud y de 2 a 2,8 mm de ancho (Figura

1.3c). Dentro de las mismas se disponen dos antecios de los cuales el inferior es estéril y

de él solo persiste su lemma (Figura 1.3d). La gluma inferior es rudimentaria por lo que

la espiguilla queda delimitada por la gluma superior y la lemma del antecio inferior. El

antecio superior es funcional y se encuentra cubierto por su lemma y palea. Las anteras

y los estigmas usualmente son púrpuras y el fruto cariopse es ovalado (Figura 1.3e),

amarillento a la madurez, y con un tamaño promedio de 1,8 mm de longitud y 1,2 mm

de ancho (Gates et al., 2016).

El mecanismo de reproducción apomíctico de esta especie requiere del proceso de

polinización, ya que el endosperma de la semilla agámica se desarrolla únicamente lue-

go de la fertilización de los núcleos polares. Esto ocurre independientemente del nivel

9



Introducción

(A) (B)

(C)

(D)

(E)

2 mm3 cm5 cm

Figura 1.3: Ilustración de una planta tipo de Paspalum notatum.a) Rizoma de
una planta con sus raíces adventicias y macollos decumbentes. b) Inflorescen-
cia iniciando la antesis. c) Espiguilla en estadio de preantesis. d) Interior de
una espiguilla en antesis (sin la gluma superior y lemma del antecio funcional)
donde se observa el gineceo y el androceo. e) Espiguilla madura conteniendo
el fruto cariopse.
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de ploidía del parental estaminado (dador de polen), incluso de la polinización con espe-

cies emparentadas como Paspalum cromyorrhizon Trin (Quarín, 1999). Se estima que la

variabilidad natural encontrada en el biotipo común (tetraploides de reproducción apo-

míctica) resulta de los procesos de poliploidización recurrente (Normann et al., 1989;

Siena et al., 2008). En la teoría del puente triploide, propuesta por Normann et al. (1989),

se postula que los citotipos triploides (3x) se generarían a partir de la fertilización de

gametas femeninas no reducidas producidas (en una muy baja proporción) por los in-

dividuos diploides (n = 2x) con gametas masculinas reducidas (n = x) de diploides

cercanos. A su vez, gametas no reducidas de los nuevos triploides (n = 3x), que en ge-

neral son apomícticos, podrían dar origen a descendencias tetraploides apomícticas (4x)

mediante nuevos cruzamientos con polen reducido de las poblaciones diploides (Quarín,

1992; Daurelio et al., 2004; Siena et al., 2008). Esto implica que los genes controladores de

la apomixis existirían al nivel diploide a pesar de no expresar (al menos a niveles detecta-

bles) el carácter. Respecto a esto, Quarín et al. (2001) obtuvieron individuos apomícticos

facultativos luego de duplicar el número cromosómico de plántulas de un citotipo di-

ploide sexual mediante tratamientos de colchicina. Fuerte evidencia en apoyo a la teoría

del puente triploide fue aportada experimentalmente en Paspalum rufum por Siena et al.

(2008) y Delgado et al. (2014). Este sistema genético explica no solo la gran variabilidad

observada entre poblaciones apomícticas sino el hecho de que los individuos apomíc-

ticos sean altamente heterocigotas. Los estudios anteriores corroboraron que, aunque

los factores que desencadenan el carácter se encuentran al nivel diploide, su expresión

requiere un contexto genómico poliploide.

A pesar de la importancia agronómica de la especie, el mejoramiento de las razas

tetraploides (var. común) ha tenido poco desarrollo debido al modo de reproducción apo-

míctico que presentan y a que en la naturaleza no se han encontrado individuos tetra-

ploides completamente sexuales (Ortiz et al., 2013). Asímismo, los estudios genéticos de

la apomixis en P. notatum no fueron posibles hasta que se obtuvieron los primeros ge-

notipos sexuales al nivel tetraploide. La obtención artificial de los mismos (Quarín et al.,

2001, 2003; Quesenberry et al., 2010) permitió la generación de poblaciones segregantes

para el modo reproductivo mediante cruzamientos controlados de genotipos sexuales ×

apomícticos. Entre ellos se pueden mencionar los genotipos C4-4× (Quarín et al., 2001)

y Q4188 (Quarín et al., 2003), que fueron utilizados en el presente trabajo de Tesis. La

disponibilidad de estos materiales y la generación de poblaciones segregantes posibili-

taron no solo el estudio de la herencia de la apomixis sino la utilización del carácter en

el mejoramiento de cultivares de P. notatum. Recientemente, a partir de cruzamientos

experimentales entre tetraploides altamente sexuales y biotipos apomícticos naturales,
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se ha desarrollado en la Facultad de Ciencias Agrarias1 de la Universidad Nacional del

Nordeste (unne2) y el Instituto de Botánica del Nordeste (ibone3), Corrientes, el primer

cultivar apomíctico híbrido de la especie, llamado Boyero-unne (Urbani et al., 2017).

Los trabajos sobre la herencia del carácter determinaron que la apomixis se transmite

como un carácter simple dominante (Aaaa), frecuentemente con segregación distorsio-

nada 2,8–8,1:1 (sexualidad:apomixis; Martínez et al., 2001; Stein et al., 2004, 2007; Zilli et

al., 2015). El menor número de individuos apomícticos recuperado en los cruzamientos

del tipo sexual × apomíctico fue asociado a alguno de los siguientes factores: i) efectos

pleiotrópicos que generan penetrancia incompleta del carácter; ii) efectos pleiotrópicos

de letalidad parcial; o iii) factores letales ligados a las gametas que transmiten la apo-

mixis (Martínez et al., 2001; Zilli et al., 2014). Asimismo, a partir de cruzamientos entre

individuos diploides como parentales femeninos y un citotipo triploide apomíctico co-

mo dador de polen, fue posible detectar mecanismos que eliminan gametos e impiden la

transmisión del carácter por gametos monoploides (Martínez et al., 2007). Por otra parte,

análisis citogenéticos detectaron anomalías meióticas en la microesporogénesis y una

menor viabilidad del polen en los genotipos apomícticos en comparación con los sexua-

les (Stein et al., 2004). Estas características fueron atribuidas a rearreglos cromosomales

(inversiones y/o translocaciones) que incluirían al cromosoma que transmite el carácter

y afectan la transmisión de la apomixis (Podio et al., 2012b).

En P. notatum se observó una gran variación en la expresividad de la apomixis (esti-

mada a partir del porcentaje de sacos de tipo apospórico) en familias de hermanos com-

pletos, derivados de cruzamientos experimentales entre un progenitor femenino com-

pletamente sexual y un apomíctico obligado (Acuña et al., 2011). En este caso, solo un

bajo porcentaje de híbridos apomícticos mostraron una alta expresividad del carácter.

Por otro lado, grandes diferencias en la distorsión de la segregación del carácter (1–7:1;

sexual:apomíctico) fueron observados en cruzamientos realizados con distintos genoti-

pos parentales (Zilli et al., 2015). Asimismo, se determinó una baja correlación (r = 0,23)

entre la distancia genética de los parentales (medida con el índice de Jaccard, 1908) con

la expresividad de la aposporía (Zilli et al., 2015). El conocimiento de los factores que

controlan la expresividad de la apomixis constituye una herramienta importante para

el mejoramiento ya que, por más que el nivel de correlación entre ambas variables sea

bajo, la selección de los parentales incluyendo este factor generaría efectos beneficiosos

para cualquier programa de mejoramiento (Zilli et al., 2015). Diferencias en la expresi-

1Página institucional disponible en www.agr.unne.edu.ar
2Página institucional disponible en www.unne.edu.ar
3Página institucional disponible en www.ibone.unne.edu.ar
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vidad del carácter fueron también informadas en Poa pratensis (Matzk et al., 2005) y en

Boechera spp. (Aliyu et al., 2010). En esta última especie se encontró que las poblacio-

nes segregantes con las que trabajaron, poseían una amplia variación en la expresividad

de la apomixis; desde individuos no apomícticos (sexuales obligados) hasta individuos

apomícticos obligados. Dentro de este último grupo, se apreció una distribución bimo-

dal, en donde se marcaron con mayor frecuencia genotipos con bajos y altos niveles de

apomeiosis, y con una menor frecuencia individuos con expresividades medias (Aliyu

et al., 2010). De la misma forma, Zilli et al. (2015) encontraron curvas de distribuciones

bimodales en sus estudios de expresividad de la apomixis en híbridos F1 de P. notatum.

En relación a otras especies de la familia Poaceae, P. notatum presenta un contenido de

adn reducido, con valores de 1C = 0,58-0,60 pg ( 560Mb) para citotipos diploides (Jarret et

al., 1995; Galdeano et al., 2016). Esta característica, sumada a la posibilidad de trabajar con

poblaciones segregantes para el modo reproductivo, y al control de la apomixis por parte

de una región genómica que actúa como un locus único, hacen de la especie un modelo

biológico útil para el estudio de las vías moleculares que desencadenan este carácter

(Hojsgaard et al., 2011).

1.2.2. Características del acr en especies de Paspalum

La región cromosómica que controla la apomixis (acr, por Apomixis Controlling Re-

gion) posee una fuerte restricción de la recombinación y apareamiento preferencial de

cromosomas (Martínez et al., 2003; Stein et al., 2004). Diversos trabajos identificaron

marcadores moleculares completamente ligados a la apomixis no solo en P. notatum,

sino también en Paspalum simplex y Paspalum guenoarum (Martínez et al., 2003; Stein

et al., 2004, 2007; Pupilli et al., 2004; Aguilera et al., 2015). La utilización de marcadores

moleculares de aflp permitió la construcción de un mapa de ligamiento genético, a ni-

vel tetraploide de P. notatum, en donde pudo localizarse el acr y estimar su tamaño en

aproximadamente 36 Mb (Stein et al., 2007). El análisis de secuencias específicas de esta

región posibilitó la identificación de genes de copia única y secuencias repetitivas (Podio

et al., 2012a).

El análisis de las secuencias únicas presentes en el acr mostró homología con una

serie de genes que potencialmente podrían estar involucrados en la apomixis, entre ellos

genes que codifican para proteinas con dominios kh, una peptidyl-prolil cis/trans iso-

merasa, una metiltransferasa, y una proteína homóloga a apetala 2 (Podio et al., 2012a).

13



Introducción

Asimismo, se detectaron en este segmento abundancia de secuencias repetitivas como

retrotransposones tipo gypsy y Ty1-copia (Hojsgaard et al., 2013; Podio et al., 2012a). Del

conjunto de secuencias identificadas dentro del acr de P. simplex, pocos han mostrado

tener potencial para codificar para proteínas funcionales. De hecho, la mayoría de ellos

presenta codones de terminación prematuros y mutaciones que corren los marcos de

lectura transformándolos en pseudogenes o secuencias no codificantes (Calderini et al.,

2006).

Estudios citogenéticos y de inmunolocalización indicaron que la acr de P. notatum

se encuentra en una región altamente heterocromatinizada y con un alto nivel de metila-

ción de citosinas (Podio et al., 2012a). Posteriormente, se determinó que la desmetilación

artificial con 5’-azacitidina no afecta los niveles de apomeiosis, pero disminuyen signifi-

cativamente la tasa de partenogénesis (Podio et al., 2014a). Estos antecedentes sugieren

que los factores claves que afectan la partenogénesis estarían bajo un control epigené-

tico, siendo la metilación de citosinas uno de los mecanismos por el cual se controla la

expresión de este carácter (Podio et al., 2014a).

Estas particularidades sugieren que el acr posee características de heterocromatina,

similares a los cromosomas Y de las plantas dioicas los cuales se habrían originado a

partir de cromosomas autosómicos mediante la supresión inicial de la recombinación en

las regiones que contienen los genes que controlan la reproducción sexual y más ade-

lante, por la migración de genes determinantes masculinos (Bergero y Charlesworth,

2009). Desde un punto de vista funcional, la evolución del cromosoma Y induce tanto el

silenciamiento de los genes femeninos como el desarrollo de la función masculina por

la acción de genes específicos. Estas características estructurales complican las estrate-

gias tendientes a la identificación y clonado de genes por los métodos tradicionales de

genética directa y mapeo genético (Ortiz et al., 2013).

1.3. Sintenía y colinealidad en los genomas vegetales

El término sintenía (en inglés: synteny) se originó en 1971 y su concepto ha ido evo-

lucionando conforme se perfeccionaron los distintos estudios evolutivos y de mapeo

cromosómico basados en marcadores moleculares (Kilian et al., 1995). El término surge

del prefijo συν (syn: mismo) y la palabra griega τενε (tene: hilo), haciendo referencia,

en su concepto inicial, a regiones cromosómicas de especies diferentes que contenían

genes ortólogos localizados en el mismo cromosoma (Passarge et al., 1999; Paterson et
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al., 2012). Se supone que este tipo de arreglos genéticos surgieron de un ancestro común

y se han mantenido relativamente constante durante la evolución de las especies.

Las primeras relaciones de sintenía entre especies se establecieron utilizando mar-

cadores moleculares de rflp (Restriction Fragment Length Polymorphism; Moore et al.,

1995). Los niveles de sintenía o conservación en el contenido de genes ortólogos, varían

enormemente dependiendo de la distancia evolutiva entre los taxa y permiten detectar

cambios globales de la sintenía ocasionados por rearreglos cromosómicosmayores, como

fusiones y fisiones cromosómicas ocurridos durante la evolución de las especies (Kilian

et al., 1995). Cuando las técnicas de genética comparativa alcanzaron niveles más altos

de sofisticación, fue necesario no solo describir el contenido génico en los cromosomas

sino también el ordenamiento de los genes a escalas cada vez menores (< 1 Mb; Gaut,

2002). Actualmente, el concepto de sintenía tiene un uso más general y es utilizado para

describir la conservación de secuencias genómicas entre dos especies (Tang et al., 2008;

Paterson et al., 2012). A su vez, el término colinealidad es considerado como un caso

especial de sintenía en donde los grupos de genes conservan no solo su contenido sino

también su ordenamiento entre genomas de especies diferentes. Esta información es de

gran importancia ya que ha permitido hacer inferencias de ortología entre las especies

(Paterson et al., 2012).

Debido a que los organismos actuales se originaron a partir de un ancestro común,

cualquier par de genomas presenta ciertas similitudes de secuencias que dependen fuer-

temente de la distancia evolutiva entre ellas (Doolittle, 2000). La similitud entre dos

regiones genómicas ortólogas pueden ser representadas por semejanzas locales, donde

además se observa colinealidad. Sin embargo, cuando son consideradas todas las simi-

litudes entre ambas cadenas, normalmente pueden encontrarse secciones locales donde

la colinealidad se interrumpe. De esta manera, dos especies filogenéticamente distantes

presentarán un ordenamiento génico linear (microcolinealidad) pobremente preservado

(Paterson et al., 1996). Por lo contrario, la microcolinealidad tiende a encontrase preser-

vada si los genomas comparados son evolutivamente cercanos (Eckardt, 2001).

La conservación global del contenido y orden génico es descripta por la macrocoli-

nealidad (Bossolini et al., 2007). A este nivel, de cientos o miles de kilobases (kb), pueden

detectarse procesos evolutivos que alteran los cromosomas a gran escala. Ejemplos de

estos son las duplicaciones, inversiones, transposiciones y convergencias cromosómi-

cas ocurridas durante la especiación. La conservación de la macrocolinealidad implica

normalmente la conservación de la microcolinealidad, debido a que los procesos men-
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cionados que operan sobre los segmentos cromosómicos ocurren con mayor frecuencia

que aquellos que alteran la microcolinealidad. Por su parte, la microcolinearidad puede

verse afectada mediante procesos como las inversiones, translocaciones, duplicaciones

y deleciones génicas (Rossberg et al., 2001).

De esta forma, la microcolinalidad de un segmento podría estar conservada pero no

así su ordenamiento al nivel macro. Un ejemplo de estos casos son las inversiones cro-

mosómicas, que interrumpen la macrocolinealidad pero el ordenamiento génico linear

interno se mantiene (Bossolini et al., 2007).

1.3.1. Sintenía en la familia Poaceae

La familia Poaceae ha sido utilizada como modelo para realizar estudios de genética y

genómica comparativa durante los últimos veinticinco años (Moore et al., 1995; Hodkin-

son, 2018). Se ha propuesto que las especies que componen la familia tienen un origen

monofilético, es decir, que se originaron desde un ancestro común (Moore, 1995; Ben-

netzen, 2007). Los primeros estudios realizados con marcadores moleculares de rflp y

sus posteriores análisis de secuencias, determinaron que dentro de esta familia existe un

importante nivel de conservación del contenido y orden génico (micro y macrosintenía),

aún entre especies con divergencias evolutivas de más de 60millones de años. Este hecho

refleja el origen común de todas las especies que componen la familia (Ahn y Tanksley,

1993; Barakat et al., 1997; Tarchini et al., 2000; Keller y Feuillet, 2000; Ware et al., 2002).

Sin embargo, tanto el tamaño genómico como el número de cromosomas que lo com-

ponen varían ampliamente (Ahn y Tanksley, 1993; Moore et al., 1993; Devos et al., 1995,

1998; Gale y Devos, 1998).

Se estima que la radiación de los clados mayores de las Poaceae ocurrió hace 70 mi-

llones de años y que, previamente, ya había ocurrido un evento de duplicación genómica

completa (Wang et al., 2015), lo cual en parte explicaría las variaciones mencionadas. Sin

embargo, los eventos de duplicación y poliploidización por si mismos, no dan respuesta

a los cambios radicales en el tamaño genómico (Bennett, 1998). Esta falta de correlación

entre la complejidad de las especies y el tamaño de su genoma («paradoja del valor c»,

propuesta por Thomas Jr en 1971) podría ser explicada por el rol de los elementos trans-

ponibles durante la evolución de esta familia, ya que existe una correlación positiva en-

tre el tamaño del genoma y el contenido de los elementos genéticos móviles (Bennetzen,

2000; Panaud et al., 2002; Pellicer et al., 2018).
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El mapeo comparativo estudia la presencia y orden de genes (alineamiento) en los

mapas genéticos de especies que poseen marcadores en común. Los mapas comparativos

proveen información de la evolución cromosómica y permiten identificar, en las distin-

tas especies, fenotipos equivalentes controlados por genes ortólogos. En estos análisis,

el arroz fue usado desde un primer momento como modelo genómico para el estudio de

los genomas de mayor tamaño y complejidad provenientes de otras especies de la familia

(Messing y Llaca, 1998). Su genoma relativamente pequeño (valor 2c = 0,81 pg∼ 450 Mb;

Bennetzen, 2000; Ohmido et al., 2000) y su importancia agronómica fueron las principa-

les razones para ser la primera especie de la familia en ser secuenciada completamente

(International Rice Genome Sequencing Project, 2005).

1.3.2. Oryza sativa como modelo de estudio de la familia Poaceae

Generalmente, en la genética comparativa se utilizan dos categorías de elementos

funcionales (Zeng et al., 2008). Los elementos ultraconservados corresponden a secuen-

cias de pocos cientos de bases que muestran una identidad del 100 % respecto a otros

elementos ortólogos de genomas cercanos. Ejemplo de estos elementos son los marca-

dores moleculares de rflp y clones de adnc de diversas especies. La segunda categoría se

refiere a segmentos de decenas de kilobases que nomuestran porcentajes de identidad de

secuencia elevados pero su contenido y orden de los genes que contienen se encuentran

conservados. Estos elementos son denominados bloques de sintenía (Zeng et al., 2008).

El trabajo pionero que introdujo el concepto de bloque de sintenía fue el propuesto

por Moore et al. en 1995. Su investigación permitió referenciar con marcadores molecu-

lares los genomas de diferentes especies de la familia con 19 segmentos cromosómicos

del genoma de arroz (2n = 2x = 24). Sus análisis concluyeron que los genomas de estas

especies pueden reconstruirse en base a duplicaciones y reordenamientos de diferentes

bloques cromosómicos de arroz como si se tratasen de «bloques de Lego®». En este tra-

bajo, incluso propone la reconstrucción del genoma ancestral de las Poaceas a partir de

la combinación de los 19 bloques de sintenía que identificaron. El esquema que diseña-

ron, conocido como el «circulo de cultivos», es una representación de los genomas de

seis cereales donde se grafican sus cromosomas como círculos concéntricos referencia-

dos a los 12 cromosomas de arroz (Moore, 1995; Moore et al., 1997). Este gráfico permitió

visualizar que los grupos de genes tienden a mantener su posición en la misma región

cromosómica conservando su microcolinealidad, a pesar de los eventos genómicos de

reestructuración cromosómica y pérdida de genes que ocurrieron luego de las duplica-
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ciónes genómicas globales. Desarrollos posteriores concluyeron que en la familia hay

altas relaciones sinténicas con relativamente poca frecuencia de rearreglos cromosómi-

cos de gran escala, y que los mismos se dan con más frecuencia en regiones cercanas a

los centrómeros (Devos, 2005; Bennetzen y Chen, 2008; Bolot et al., 2009).

En los últimos años, con el advenimiento de las técnicas de secuenciación masiva,

se han secuenciado los genomas de arroz (International Rice Genome Sequencing Project,

2005; Choi et al., 2020), Z. mays (Schnable et al., 2009; Bukowski et al., 2018), S. bicolor

(Paterson et al., 2009; McCormick et al., 2018), Setaria italica (Zhang et al., 2012), y B. dis-

tachyon (Huo et al., 2009; The International Brachypodium Initiative, 2010) y se dispone

de varias secuencias preliminares de genomas de Hordeum vulgare y Triticum aestivum

(Brenchley et al., 2012; Berkman et al., 2013; Jia et al., 2013; Ling et al., 2013; The Interna-

tional Wheat Genome Sequencing Consortium, 2014). Esta información posibilitó realizar

estudios de genómica comparativa en donde es posible alcanzar una mayor resolución

en cuanto a la identificación de secuencias ortólogas y mejorar notablemente la descrip-

ción de las relaciones microsinténicas entre las especies (Stein et al., 2018; Reuscher et

al., 2018; Collins, 2018; Li et al., 2020b). La gran cantidad de información de secuencias

disponible propició el surgimiento de múltiples algoritmos de ensamblado genómico y

alineamientos de secuencias. Sin embargo, en la mayoría de los casos, las mutaciones, los

rearreglos cromosómicos, y las adiciones y deleciones de bases que ocurrieron durante

la especiación, hacen que sea difícil lograr una correcta alineación entre ellos a nivel de

secuencia (Collins, 2018).

Un método práctico para simplificar estos análisis consiste en la identificación de

bloques de sintenía (descriptos como un conjunto de genes u otro tipo de marcadores

contiguos) cuya colinealidad evolutiva se encuentra conservada (Sinha y Meller, 2007).

Para esto, se han desarrollado programas informáticos de anotación automática de genes

y reconocimiento de ortologías génicas entre genomas específicos que posibilitan la de-

tección de bloques sinténicos dentro de un contexto genómico dado (Ghiurcuta y Moret,

2014; Liu et al., 2018a).

El alineamiento y reconocimiento de los bloques de sintenía de ocho gramíneas de

importancia económica (Aegilops tauschii, B. distachyon, S. italica,H. vulgare,O. sativa, S.

bicolor, Triticum urartu y Z. mays) posibilitó recientemente la reconstrucción del genoma

ancestral de las Poaceae y contribuyó al entendimiento de la divergencia y especiación de

las mismas (Wang et al., 2015). En base a los estudios realizados, los autores reforzaron la

idea de tomar al genoma de arroz como referencia para estudios de sintenía comparativos
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debido a que presenta un ritmo de evolución lento, ha preservado mejor el cariotipo del

genoma ancestral, mostrando pocos cambios en la estructura, y se dispone actualmente

de varios genomas secuenciados por diferentes tecnologías (Shimamoto y Kyozuka, 2002;

Wang et al., 2015).

1.3.3. Estudios de sintenía en el acr asociados al locus responsa-

ble de la apomixis en gramíneas

Como se describió previamente, la apomixis en gramíneas está controlado por un lo-

cus dominante que en varios casos presenta una segregación distorsionada y restricción

de la recombinación (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Estudios de mapeo comparativo rea-

lizados por Pupilli et al. (2001) mediante la utilización de marcadores de rflp de arroz,

determinaron que la región controladora de la apomixis en P. simplex (especie que pre-

senta apomixis al nivel tetraploide como P. notatum) se corresponde con un segmento

cromosómico sinténico del brazo largo del cromosoma 12 de arroz (Os12). Recientemen-

te, Galla et al. (2019) analizaron los rearrelos genómicos a nivel estructural y funcional

del acr de P. simplex mediante estudios de sintenía con S. italica, S. bicolor, Z. mays, B.

distachyon y O. sativa. En ese trabajo se emplearon clones de bacs (Bacterial Artificial

Chromosome) de P. simplex obtenidos por Calderini et al. (2006) que resultaron positivos

para diferentes marcadores moleculares completamente ligados a la apomixis en P. no-

tatum. Las secuencias de los bacs fueron usadas para identificar los marcos abiertos de

lectura y a partir de ellos determinar las posibles regiones codificantes para proteínas.

Los genes predichos fueron empleados para identificar y localizar en el genoma los ge-

nes ortólogos de las especies tomadas como referencia. El estudio demostró que la región

responsable de la apomxis de P. simplex presenta sintenía con las regiones teloméricas

del cromosoma Os12 de arroz, 8 de S. bicolor (Sb8), 3 de S. italica (Si3), 4 de B. distachyon

(Bd4) y 1 de Z. mays (Zm1).

Las comparaciones entre especies apomícticas filogenéticamente relacionadas deter-

minaron que las regiones cromosómicas asociadas a la apomixis (acrs) se encuentran

altamente conservadas. Por ejemplo, el acr de Pennisetum squamulatum, otra especie

apospórica, presenta una alta microcolinealidad respecto al acr de líneas apomícticas

de Cenchrus ciliaris (Roche et al., 2002; Goel et al., 2006). En el género Paspalum, Pupilli

et al. (2004) documentaron que el acr de P. simplex se encuentra casi completamente

conservado con la región ortóloga de Paspalum malacophyllum —otra especie apomícti-

ca estrechamente relacionada— y en P. notatum. En esta última especie, los análisis con
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marcadores de rflp determinaron que la región del acr es parcialmente sinténica al acr

de P. simplex debido a que hallaron clones de arroz ligados a la apomixis correspondien-

tes a bloques sinténicos del Os12 y a un segmento del brazo largo del cromosoma 2 de

arroz (Os2; Pupilli et al., 2004). Estos resultados llevaron a postular una hipótesis que

indica que el acr de P. notatum se encuentra inserto en un segmento cromosómico hí-

brido, formado por bloques del cromosoma 2 y 12 de arroz Pupilli et al. (2004). A pesar

de que la asociación entre el cromosoma 2 de arroz y el acr solo fue reportada para P.

notatum (Pupilli et al., 2004; Ortiz et al., 2013), la hipótesis del segmento híbrido fue re-

forzada por estudios posteriores que hallaron nuevos clones de arroz tanto del Os2 como

del Os12 y secuencias de los cromosomas 3 y 5 de Z. mays (Zm3 y Zm5, respectivamente)

que resultaron completamente ligados a la apomixis en la especie (Martínez et al., 2003;

Hojsgaard et al., 2011; Rebozzio et al., 2012; Podio et al., 2012a).

A pesar de la congruencia entre los estudios sinténicos de los acrs de estas tres espe-

cies de Paspalum (P. simplex, P. malacophyllum y P. notatum), en otras especies apomícti-

cas, los segmentos controladores de la apomixis mostraron relaciones de sintenía diver-

sas. Worthington et al. (2016) hallaron relaciones sinténicas entre la región controladora

de la apomixis de Brachiaria decumbens y regiones centroméricas del cromosoma 5 de S.

italica (Si5). Asimismo, Worthington et al. (2019) demostró que existen regiones sinteni-

cas al acr de Brachiaria humidicola, en los cromosomas 1 y 7 de S. italica. En Eragrostis

curvula, especie con apomixis diplospórica, Zappacosta et al. (2019) hallaron marcado-

res moleculares de aflp ligados al acr, cuyas secuencias mapearon en los cromosomas

5 de O. sativa (Os5), Si3 de S. italica, y 6 y 8 de Z. mays (Zm6 y Zm8, respectivamente).

El acr de P. squamulatum presentó sintenía con el cromosoma 2 de S. italica (Si2), con

el cromosoma 2 de S. bicolor (Sapkota et al., 2016), y con una región pericentromérica

del cromosoma 11 de O. sativa (Os11; Gualtieri et al., 2006). Otra especie apospórica de

la misma familia, C. ciliaris, mostró sintenía del acr con los cromosomas 4 de S. bicolor

(Sb4), Zm1 y Zm3 de Z. mays (Jessup et al., 2002), y con el Os11 de O. sativa (Gualtieri

et al., 2006). A su vez, el acr de Brachiaria brizantha contiene marcadores de rflp con

homología con secuencias tanto con el cromosoma Os2, como con el Zm5 (Pessino et al.,

1997, 1998).

Se ha propuesto que las diferencias halladas respecto a la sintenía del acr de las

distintas especies apomícticas se atribuye a que el carácter podría haberse originado

múltiples veces y de forma independiente durante la evolución (Jessup et al., 2002). Esta

teoría se contrapone con los estudios de genómica comparativa en diferentes especies

de los clados Pennisetum y Cenchrus, que indican un único evento originario para el
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carácter apomíctico que posteriormente se habría propagado hacia otras especies me-

diante hibridaciones (Ozias-Akins y van Dijk, 2007; Akiyama et al., 2011). Además, un

estudio reciente propone que apomixis y sexualidad podrían constituir caracteres ances-

trales polifénicos, es decir, fenotipos alternativos inducidos por el ambiente (Albertini

et al., 2019). Esta visión sugiere que la apomixis podría potencialmente expresarse en

todos los linajes sexuales, y que la ausencia del carácter en muchos de éstos es debido

a modificaciones genéticas o epigenéticas operadas por el ambiente, que han silenciado

el interruptor sexualidad-apomixis, o porque se han perdido genes clave que disparan

la vía (Albertini et al., 2019). Aun así, el estudio y la caracterización de las regiones sin-

ténicas al acr en las especies modelos es de gran importancia y constituye una de las

estrategias empleadas para desentrañar las vías moleculares de la apomixis. Estas regio-

nes, que se encuentran altamente caracterizadas al nivel molecular, podrían contener los

genes claves que desencadenan el carácter (Ortiz et al., 2013). Por esta razón, en 2018 se

ha iniciado un proyecto dedicado a la caracterización detallada del genoma de P. notatum

mediante la utilización de tecnologías de secuenciación de tercera generación.

1.4. Estrategias para el estudio de la apomixis

En los últimos años se han desarrollado dos estrategias principales para el estudio

de los determinantes moleculares de la apomixis. Por un lado, diferentes grupos se han

enfocado en la caracterización de mutantes de especies modelos sexuales que muestran

alguno de los componentes de la apomixis (como por ejemplo la formación del endos-

perma en forma autónoma o el desarrollo del embrión sin fecundación). Por otro lado,

existen grupos de trabajo que analizan el carácter directamente en las especies natural-

mente apomícticas y basan sus estudios en la disección de las regiones cromosómicas

ligadas con el carácter y/o en reconocer los genes diferencialmente expresados entre in-

dividuos sexuales y apomícticos (Ortiz et al., 2013, 2020). En la Tabla 1.1 se presentan

algunos de los genes más importantes relacionados con la apomixis y se detallan los

procesos reproductivos en los que intervienen.
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Tabla 1.1: Genes asociados la reproducción en angiospermas mencionados en esta Tesis por su vinculación con la apomixis

Gen Descripción Organismo estudiado Referencia
ago9 argonauta 9 controla el destino gamético de las células nucelares del ovario. Arabidpsis thaliana Olmedo-Monfil et al.

(2010)

ago104 argonauta 104 es un gen homólogo a ago9. Su silenciamiento aumenta el
desarrollo de gametas no reducidas en un 70%.

Zea mayz Singh et al. (2011)

bbm1 baby boom 1 produce partenogénesis al inducir su sobrexpresión. Arabidpsis thaliana Khanday et al. (2019)

cenh3 centromeric histone 3 participa en la segregación de los cromosomas duran-
te la anafase i. El cruzamiento del mutante para el gen cenh3 con el fenotipo
MiMe logra un triple mutante que genera semillas clonales.

Arabidpsis thaliana Marimuthu et al. (2011)

dmt103,
dmt104

Mutantes para dna methyltransferase 103 y dna methyltransferase 104

evidencian gametas no reducidas y formación de múltiples sacos embriona-
rios. La expresión de estos genes es significativamente diferente entre geno-
tipos sexuales y apomícticos de los híbridos estudiados.

Zea mayz × Tripsacum sp. Garcia-Aguilar et al.
(2010)

exs extra sporogenous cells se expresa de forma localizada en tejidos ováricos
diferentes entre plantas sexuales y apomícticas. En las últimas, el gen exs se
expresa únicamente en células circundantes a los sacos embrionarios.

Paspalum notatum Podio (2013)

fis1 (mea),
fis2, fi3 (fie)

Los genes fertilization-independent seed 1 (mea o medea), fertilization-
independent seed 2 y fertilization-independent seed 3 (o fertilization-

independent endosperm) previene el desarrollo autónomo del endosperma
(dae) sin intervención de la fecundación de los núcleos polares del saco em-
brionario. Los genes fis1 y fis3 son genes del tipo Polycomb y fis2 codifica
para un factor de transcripción.

Arabidpsis thaliana Luo et al. (2000); Collinge
et al. (2004)

lec1, lec2 leafy cotyledon 1 y leafy cotyledon 2 promueven la formación de embrio-
nes somáticos de forma espontánea y su expresión es reprimida por pkl.

Arabidpsis thaliana Hecht et al. (2001)
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Tabla 1.1: Genes asociados la reproducción en angiospermas mencionados por su vinculación con la apomixis (continuación)

Gen Descripción Organismo estudiado Referencia
huellenlos huellenlos codfica para una proteína mitocondrial, similar a L14 de eubac-

terias esencial para el normal desarrollo del óvulo en Arabiopsis thaliana.
Arabidpsis thaliana Skinner et al. (2001)

lorelei,
lorelei-like

Ambos genes permiten la adecuada fusión de la ovocélula y el núcleo esper-
mático del polen en Arabidopsis thaliana. En Paspalum notatum el gen está
expresado diferencialmente entre genotipos sexuales y apomícticos.

Arabidpsis thaliana, Pas-
palum notatum

Capron et al. (2008);
Felitti et al. (2011)

msi1 Mutantes para multicopy suppressor of ira 1 evidencian desarrollo embrio-
nario a partir de megásporas normales sin intervención de la fecundación por
parte del polen.

Arabidpsis thaliana Guitton y Berger (2005)

mt-a70 Mutantes para mt-a70 evidencian la detención en el desarrollo del embrión. Arabidpsis thaliana Zhong et al. (2008)

orc3 origin recognition complex 3 controla el inicio del complejo de replicación
del adn. Mutantes para este gen evidenciaron la detención en el desarrollo
del embrión.

Arabidpsis thaliana, Pas-
palum simplex

Collinge et al. (2004);
Siena et al. (2016)

pair1 homologous pairing aberration in rice meiosis 1 es uno de los tres genes
silenciados que generan el fenotipo MiMe. La represión del gen pair1 evita la
recombinación meiótica de la cmm.

Arabidpsis thaliana Nonomura et al. (2004)

rec8 meiotic recombination protein 8 es de los tres genes silenciados que gene-
ran el fenotipo MiMe. Mutantes para este gen evidencian alteraciónes en la
separación de los cromosomas homólogos durante la meiosis i.

Arabidpsis thaliana Bhatt et al. (1999)

osd1 omission of second division es uno de los tres genes silenciados que gene-
ran el fenotipo MiMe. El silenciamiento del gen osd1 evita la última división
meiótica de la cmm.

Arabidpsis thaliana d’Erfurth et al. (2009)
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Tabla 1.1: Genes asociados la reproducción en angiospermas mencionados por su vinculación con la apomixis (continuación)

Gen Descripción Organismo estudiado Referencia
pkl pikcle codifica para un factor de remodelado cromatínico del grupo chd3.

Mutantes para este gen evidencian ebriogénesis somática en tejidos ováricos.
Arabidpsis thaliana Ogas et al. (1999)

Pntgs1-like trimethylguanosine synthase 1 like se encuentra sobreexpresado en geno-
tipos sexuales respecto a los apomícticos de Paspalum notatum. En estos úl-
timos, la expresión del gen está correlacionada negativamente con los por-
centajes de apomixis. Mutantes para este gen evidencian sacos embrionarios
similares a los sacos apospóricos.

Paspalum notatum Siena et al. (2014);
Colono et al. (2019)

qgj El silenciamiento de qui-gon jinn provoca una reducción del desarrollo de
sacos sea. Un gen lncrna expresado únicamente en genotipos apomícticos
podría estar actuando como regulador del gen qgj.

Paspalum notatum Mancini et al. (2018)

serk somatic embryogenesis receptor-like kinase fue asociado a la embriogéne-
sis somática en distintas especies.

Arabidpsis thaliana, Dau-
cus carota, Paspalum no-

tatum

Schmidt et al. (1997);
Tucker et al. (2003);
Albertini et al. (2005);
Ochogavía et al. (2011);
Podio et al. (2014b)

swi Mutantes para switch evidencian gametos no reducidos. Arabidpsis thaliana Ravi et al. (2008)
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1.4.1. Identificación de genes asociados al fenotipo apomíctico por

análisis de mutantes

Estudios de mutantes de A. thaliana, llevados adelante por Ogas et al. (1999) de-

mostraron que las plantas defectivas para el gen pickle (pkl)mostraban una pérdida del

control del programa de desarrollo embrionario luego de la embriogénesis. Los mutantes

pkl evidencian alteraciones como la expresión de genes de proteínas de almacenamiento

de las semillas y genes implicados en el depósito de almacenamiento de lípidos, luego

de la germinación. Además, los tejidos vegetativos mostraron una capacidad anormal de

producir embriones somáticos espontáneamente. Estos estudios llevaron a postular que

pkl es necesario para reprimir la identidad embrionaria y contribuir a la transición del

desarrollo embrionario al postembrionario (Ogas et al., 1999). El clonado de pkl deter-

minó que codifica para una proteína del tipo chd3 las cuales forman parte de factores de

remodelación de la cromatina implicados en la represión de la transcripción. Los auto-

res postularon que pkl reprime a los genes lec1 y lec2, lo cual impide la formación de

embriones somáticos de forma espontánea. Otro gen asociado a la embriogénesis somá-

tica fue detectado por Hecht et al. (2001), quienes aislaron y demostraron el rol del gen

somatic embryogenesis receptor-like kinase 1 (Atserk1) en A. thaliana. La expresión

del gen Atserk1 se observa en tejidos nucelares durante la megasporogénesis, en células

del saco embrionario hasta el momento de la fertilización, y en las células embrionarias

hasta el estadio de corazón. Posteriomente el gen deja de expresarse. Sin embargo, al

inducir la sobrexpreción del arnm de Atserk1 en A. thaliana, se produce un aumento

en la inducción de embriogénesis somática de hasta cuatro veces. Por otro lado, Guit-

ton y Berger (2005) observaron que mutantes para el gen multicopy suppressor of ira 1

(msi1), perteneciente al grupo Polycomb y codificante para una proteína con repeticiones

wd40, inician un desarrollo embrionario partenogénetico (sin fecundación) a partir de

ovocélulas originadas por meiosis. Mutantes para genes de la familia fis/fie permiten el

desarrollo parcial del endosperma sin requerir de la fecundación de los núcleos polares

de manera similar a la apomixis autónoma (Luo et al., 2000). En condiciones normales, la

formación del endosperma se encuentra reprimida en ausencia de la doble fecundación

por la expresión de tres genes de esta familia: fis1 (sea), fis2 y fis3.

En otro estudio, Ravi et al. (2008) detectaron mutantes del gen dyad/switch (swi) de

A. thaliana, que generan gametos no reducidos y mantienen el mismo grado de hetero-

sis que la planta materna. Este trabajo mostró por primera vez evidencia experimental

de que la mutación de un único gen de una planta sexual puede reproducir uno de los
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componentes de la reproducción apomíctica. Sin embargo, dado que la proporción de

gametas viables en la mutante dyad es extremadamente baja (0,24 %) y sólo genera pro-

genies triploides, este sistema recrea sólo parcialmente uno de los componentes de la

apomixis.

Por otro lado, Olmedo-Monfil et al. (2010) determinaron que las mutantes deficientes

para el gen que codifica para la proteína ago9 de A. thaliana, presentan un fenotipo si-

milar a la aposporía, en donde varias células nucelares del ovario inician la gametogéne-

sis. Las proteínas de la familia argonauta (ago) participan de las vías de metilación del

adn guiadas por arn (rna-directed dnamethylation; rddm). Estas proteínas actúan como

transportadoras de arn pequeños de interferencia (sirnas) en un mecanismo denomi-

nado «reprogramación epigenética». El proceso es fundamental para el silenciamiento

de transposones durante el desarrollo del embrión sexual y controla el destino gamético

de las células del ovario de A. thaliana. Curiosamente, arn pequeños intervinientes en

este sistema (tasirnas) se originan principalmente en retrotransposones de tipo gypsy y

Ty1-copia, los cuales fueron identificados en el acr de P. notatum (Podio et al., 2012a).

El fenotipo MiMe («Mitosis en lugar de Meiosis») es una combinación de mutaciones

que interrumpen el proceso normal de meiosis que ocurre en la cmm, dando lugar a la

formación de una megáspora no reducida. Para originar el fenotipo MiMe son alterados

tres genes: i) la expresión del gen spo11-1 o pair1 se anula, lo cual impide la recombi-

nación meiótica (Nonomura et al., 2004); ii) la mutación en rec8, gen involucrado en la

recombinación y segregación de los cromosomas homólogos durante la primera división

meiótica, impide la separación de los mismos (Bhatt et al., 1999); y iii) la alteración del

gen osd1 saltea completamente la última división meiótica. Como consecuencia, se pro-

ducen gametas diploides, tanto femeninas como masculinas, genéticamente idénticas a

la planta madre y, por lo tanto, la ploidía se duplica en cada generación (d’Erfurth et al.,

2009). El cruzamiento del fenotipoMiMe con un parental mutante para el gen cenh3 (que

participa en la segregación de los cromosomas durante la anafase i) origina un cigoto en

donde el genoma paterno es eliminado. De esta forma la generación siguiente es una co-

pia idéntica del genotipo de la planta madre. Si bien, este sistema logra la generación de

semillas clonales, la penetrancia del genotipo triple mutante es muy baja y por lo tanto

la producción de semillas maternas es escasa (<1 %; Marimuthu et al., 2011).

En Z. mays, Singh et al. (2011) realizaron unmuestreo genético e identificaronmutan-

tes que producían gametas femeninas no reducidas. El locus alterado en estos individuos

codificaba para la proteína ago104, la cual se acumula en las células somáticas acom-
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pañantes de la cmm y actúa sobre esta última por medio de arn pequeños produciendo

un silenciamiento génico a través de cambios en el epigenoma. En la especie también

se estudiaron los fenotipos de mutantes para dmt104 y dmt103, genes desregulados en

híbridos apomícticos de Z. mays × Tripsacum sp. Los mutantes presentaron gametas no

reducidas y formación demúltiples sacos embrionarios, fenotipo semejante a los de espe-

cies con reproducción apospórica (Garcia-Aguilar et al., 2010). En situaciones normales,

ambos genes se expresan en una zona específica circundante al saco embrionario y están

asociados al silenciamiento mediante la metilación del adn.

En arroz, la sobrexpresión del gen baby boom 1 (bbm1) en la ovocélula es suficiente

para producir la partenogénesis (Khanday et al., 2019). También se han diseñado estra-

tegias para obtener el fenotipo MiMe utilizando mutantes triples y cuádruples (Mieulet

et al., 2016; Xie et al., 2019) o mediante edición génica con crispr–Cas9 de los genes

rec8, pair1, osd1 y matrilineal (mtl), con lo que se obtuvieron híbridos de arroz que se

propagan clonalmente por semilla (Wang et al., 2019).

La utilización de esta estrategia ha realizado grandes aportes a la temática y a posibi-

litado la identificación de genes clave relacionados al proceso sexual que podrían formar

parte de las alteraciones moleculares que conducen a la reproducción apomíctica. Sin

embargo, dada la baja penetrancia de la apomixis sintética (obtenida por combinaciones

de mutantes), y a la posible participación de factores epigenéticos en la determinación y

expresividad del mismo, la recreación del fenotipo apomíctico en entornos sexuales no

ha sido aún del todo exitosa (Hojsgaard, 2020).

1.4.2. Estrategias basadas en el estudio de sistemas apomícticos

naturales

Esta estrategia se basa en determinar los mecanismos genéticos y moleculares que

controlan el carácter en especies naturalmente apomícticas mediante la aplicación de

técnicas de genética directa e inversa, y su posterior validación en sistemas modelo se-

xuales y/o en las propias especies bajo estudio. En las gramíneas, varios estudios se han

llevado adelante en híbridos de Z. mays × Tripsacum sp., E. curvula, P. squamulatum,

C. ciliaris, P. pratensis y varias especies del género Paspalum, (Ozias-Akins y van Dijk,

2007).
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1.4.2.1. Identificación de genes asociados al carácter por estudios de genética

directa en P. notatum

Dada la complejidad estructural de la región responsable de la apomixis en las espe-

cies mencionadas anteriormente (ausencia de recombinación, alto nivel de heterocroma-

tinización y presencia de secuencias repetitivas), diferentes grupos de trabajo se centra-

ron en el aislamiento de clones de bacs portando marcadores completamente ligados al

carácter (Roche et al., 2002; Pupilli et al., 2004; Fang et al., 2004; Gualtieri et al., 2006; Cal-

derini et al., 2006, 2011; Akiyama et al., 2011) o en la realización de caminatas cromosó-

micas partiendo de marcadores específicos del acr identificados previamente (Gualtieri

et al., 2006; Podio et al., 2014b). En todos estos trabajos, se han detectado un gran número

de secuencias repetitivas, elementos transponibles, potenciales genes codificantes para

proteínas y también pseudogenes o secuencias no codificantes (Ortiz et al., 2013; Ocho-

gavía et al., 2018; Mancini et al., 2018). Varios de estos genes se han encontrado además

diferencialmente expresados entre plantas sexuales y apomícticas (Polegri et al., 2010).

En P. notatum, la extensión de las secuencias de los marcadores ligados completa-

mente al acr posibilitaron la identificación de genes candidatos. A partir del fragmento

Pnmai3 (Podio et al., 2012a) y mediante caminatas cromosómicas se aisló un segmento

con homología a una N6-adenosil-metiltransferasa (mt-a70) de Z. mays. Mutantes de este

gen en A. thaliana mostraron una detención en el desarrollo del embrión (Zhong et al.,

2008). Se determinó también que la secuencia del marcador de rflp C932, proveniente

del cromosoma Os2, presenta homología con un gen codificante para una peptidyl-prolil

cis/trans isomerasa (ppiasa; Podio et al., 2012a). A su vez, se identificó un gen exs de P.

notatum, con homología a un marcador de rflp del cromosoma Os12 de arroz (R2241)

cercano al marcador C1069. El gen Pnexs (extra sporogenous cells) no presenta expre-

sión diferencial entre genotipos sexuales y apomícticos, sin embargo, estudios de hibri-

dación in situmostraron expresiones espacialmente contrastantes. Pnexs fue identificado

en tejidos ováricos del genotipo sexual, mientras que en el genotipo apomíctico el gen

se expresa únicamente en células que rodean a los sacos embrionarios, por lo que podría

estar diferencialmente regulado entre plantas apomícticas y sexuales (Podio, 2013).
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1.4.2.2. Identificación de genes diferencialmente expresados entre genotipos

sexuales y apomícticos

Tanto el desarrollo sexual como el apomíctico están controlados por mecanismos di-

námicos que regulan la transcripción, traducción y actividad proteica (Schmidt, 2020).

Estas regulaciones pueden estar dadas tanto por vías epigenéticas, controles en el ciclo

celular, cascadas de señales y vías hormonales (Zühl et al., 2019). Debido a que ambos

procesos reproductivos parecieran involucrar activaciones y represiones de diversos pro-

gramas moleculares, muchos estudios se han centrado en descifrar las vías metabólicas

que se contrastan comparando los perfiles transcriptómicos de genotipos sexuales con

apomícticos.

En el caso particular de P. notatum, Laspina et al. (2008) realizaron un ensayo de dif-

ferential display en el que compararon los transcriptos expresados durante las primeras

etapas del desarrollo reproductivo apomíctico y sexual en la especie. Como resultado de

este análisis se detectaron 65 secuencias expresadas diferencialmente. Cuarenta y cinco

de ellos fueron genes codificantes de proteínas y 20 no mostraron ninguna homología

con secuencias conocidas. Uno de los transcriptos derivados de este trabajo (la secuen-

cia nombrada como N20), mostró homología con los genes lorelei y lorelei-like, que

en A. thaliana permiten la adecuada fusión de la ovocélula y el núcleo espermático del

polen (Capron et al., 2008). En P. notatum este gen mostró una cosegregación parcial con

la aposporía y una sobrexpresión en individuos apomícticos en etapas desde premeiosis

hasta antesis (Felitti et al., 2011).

La caracterización del transcripto N69 reveló que pertenece al gen trimethylgua-

nosine synthase 1 (tgs1). Este codifica para una metiltransferasa dependiente de S-

adenosil-l-metionina y está asociado a la biogénesis dearn pequeños nucleolares (snrnas),

el splicing de arnm, y a la coactivación del ppar (activador del peroxisoma) en mamífe-

ros y levaduras (Siena et al., 2014). En P. notatum, este gen (Pntgs1-like), resultó sobre-

expresado en flores de genotipos sexuales, mientras que en genotipos apomícticos, su

expresión está correlacionada negativamente con los porcentajes de apomixis. Recien-

temente, Colono et al. (2019) demostraron que plantas sexuales con una construcción

antisentido que regula negativamente al gen Pntgs1-like, desarrollan tricomas en las ho-

jas, formación ocasional de óvulos gemelos, y sacos embrionarios similares a los sacos

apospóricos.
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Podio et al. (2014b) estudiaron la expresión de dos ortólogos al gen serk de P. pra-

tensis, que había sido asociado previamente con el carácter apomixis (Albertini et al.,

2005). Los genes serk (somatic embryogenesis receptor-like kinase) que codifican pa-

ra proteínas quinasas con repeticiones ricas en leucina (lrr-rlk) fueron identificados en

cultivos en suspensión de zanahoria (Daucus carota) asociados a la embriogénesis somá-

tica (Schmidt et al., 1997). Los genes serk también han sido relacionados a la apomixis

en Hieracium sp. (Tucker et al., 2003) y P. pratensis (Albertini et al., 2005). En A. thaliana,

la sobreexpresión de Atserk1 indujo la embriogénesis somática (Hecht et al., 2001). Res-

pecto a P. notatum, Pnserk1 y Pnserk2 presentan expresiones diferentes entre sí. Por un

lado, Pnserk1muestra niveles de expresión inferiores al Pnserk2, y a su vez, este último

presenta alteraciones en su expresión entre genotipos sexuales y apomícticos, que se di-

ferencian tanto cronológica como espacialmente. En la planta sexual, el gen se expresa

en células circundantes a la mmc, mientras que en la planta apomíctica se presenta baja

expresión en todo el óvulo (Podio et al., 2014b).

1.4.2.3. Estudios de secuencias no codificantes asociadas al acr

Diversos autores han identificado en el acr de Paspalum spp. secuencias no codifi-

cantes para proteína con homología a genes funcionales (Calderini et al., 2006). Ocho-

gavía et al. (2011) caracterizaron transcriptos diferencialmente expresados entre plantas

sexuales y apomícticas de P. notatum y determinaron que dos de ellos, los transcriptos

N17 y N22, se expresaban desde secuencias genómicas similares a retrotransposones de

tipo ltr conteniendo segmentos transduplicados de genes codificantes para serk. Estas

secuencias ya habían sido previamente asociadas al desarrollo apomíctico. Los nuevos

resultados indicaron que las secuencias N17 y N22 se expresaban en los tejidos ovári-

cos del genotipo sexual, por lo que estos elementos podrían estar participando en vías

regulatorias relacionadas con la apomixis.

Otro gen probablemente regulado mediante mecanismos que involucran secuencias

no codificantes es la subunidad 3 del origin recognition complex 3 (orc3). Este gen está

vinculado con la replicación del adn, la modificación de la estructura cromatínica y el si-

lenciamiento génico (Remus y Diffley, 2009). Trabajos enA. thaliana, demostraron que el

gen interactúa con la proteína medea, perteneciente al grupo Polycomb, que previene el

desarrollo espontáneo del endosperma previo a la fertilización (Collinge et al., 2004). En

P. simplex, orc3 está representado por tres copias, de las cuales Psorc3a es un pseudogen

presente solo en los genotipos apomícticos, Psorc3b codifica para la proteína canónica

30



Introducción

funcional y Psorc3c codifica para una proteína truncada. Psorc3a se expresa constitu-

tivamente a bajos niveles a lo largo del desarrollo reproductivo en flores apomícticas.

Psorc3b se expresa en ambos tipos de flores pero su patrón de expresión difiere entre

el genotipo sexual y el apomíctico, mostrando un pico de expresión fundamentalmente

durante el desarrollo del endosperma de sacos sexuales. Por otro lado, por experimentos

de hibridación in situ se detectó una expresión exclusiva del transcripto antisentido en

las células germinativas del genotipo apomíctico. Las mutantes defectivas orc3 de arroz

y A. thaliana mostraron la detención en el desarrollo del embrión y el endosperma en

estadios tempranos del desarrollo. Estos resultados sugieren que Psorc3a está asociado

con el silenciamiento de su homólogo funcional y a través de este mecanismo con el

desarrollo del endosperma apomíctico (Siena et al., 2016).

El transcripto N46, hallado por Laspina et al. (2008) por tener expresión diferencial

entre ovarios apomícticos y sexuales en el estadio de meiosis, codifica para una proteína

del tipo map3k (mitogen-activated protein kinase kinase kinase). En P. notatum,

este gen, denominado qui-gon jinn , se expresa en la nucela de genotipos apomícticos

únicamente y al inhibir su expresión la proporción de sacos sea se reduce respecto a

los controles (Mancini et al., 2018). Pnqgj segrega independientemente del carácter apo-

míctico, sin embargo, se identificó una secuencia genómica con homología al mismo

contenida en el acr de la especie. Este gen, denominado Pnlnc_qgj, codifica para un

arn largo no codificante (lncrna) y se expresa únicamente en flores de genotipos apo-

mícticos, por lo que podría tener un potencial rol de regulación de la copia funcional

Pnqgj durante el desarrollo de los sacos embrionarios apospóricos.

La presencia de secuencias no codificantes asociadas al acr de Paspalum spp. con

sectores de alta homología a genes funcionales de arroz, así como la presencia de genes

predichos sin homología en las bases públicas del ncbi®, indican que éstas secuencias

han sido afectadas por el movimiento de elementos transponibles que pueden causar

grandes rearreglos cromosomales. En algunos casos, la pérdida de la capacidad codifi-

cante de estas secuencias respecto a sus ortólogos en arroz es debida principalmente a

pequeños rearreglos, como ser deleciones (1-5 nucleótidos) y mutaciones puntuales que

introducen nuevos codones de finalización (Calderini et al., 2006). El rol de estos pseu-

dogenes como reguladores transcripcionales de los genes codificantes canónicos sigue

siendo una incógnita a resolver (Ortiz et al., 2013, 2020).
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Figura 1.4: Isomerización cis/trans de la prolina catalizada por enzimas
ppiasas. El cambio conformacional afecta directamente la función de la proteí-
na y es un proceso lento que puede ser acelerado radicalmente por las enzimas
ppiasas. La letra R indica cualquier aminoácido a excepción de la serina y la
treonina. Ilustración adaptada de Lu et al. (2007).

1.4.2.4. Características de las peptidil-prolil cis/trans isomerasas de tipo fkbp

El clon C932 es uno de los marcadores del acr de P. notatum que se encuentran

localizados en el Os2. Esta secuencia es un segmento interno del gen os02g0760300,

codificante para una peptidil-prolil cis/trans isomerasa (ppiasa) de tipo fkbp.

La modificación postraduccional de proteínas es un control reversible y dinámico, en

donde enzimas como las ppiasas participan activamente (Dilworth et al., 2012). La unión

peptídica establecida con un residuo de prolina puede adoptar dos conformaciones (cis

y trans) que difieren por 180° en el ángulo Ω (Figura 1.4), y por lo tanto, un cambio

conformacional en dicha unión modifica dramáticamente la estructura tridimencional

del péptido (Dilworth et al., 2012). La transición entre las conformaciones cis y trans del

enlace peptídico entre una prolina y el aminoácido siguiente es un proceso lento que

puede ser radicalmente acelerado por enzimas ppiasas (Lu et al., 2007). La aceleración

de estos cambios conformacionales, les permite actuar como controladoras de procesos

celulares y, por lo tanto, tienen un rol crítico en la determinación del momento y la

duración de diversas cascadas de señales involucradas en la proliferación celular (Lu et

al., 2007).

Hay tres grandes familias de ppiasas: las parvulinas, las ciclofilinas y las fkbps (o

proteínas de unión al inmunosupresor fk506; Dilworth et al., 2012). En diferentes orga-

nismos, los miembros de esta última familia están involucrados en; i) el plegado protéico

The UniProt Consortium (2015); ii) el splicing de arn (Shaw, 2007); iii) la interacción de

diferentes factores de transcripción (Dilworth et al., 2012); iv) la regulación de la ma-

quinaria arn Pol ii (Shaw, 2007); y v) la regulación de la cromatina (Lu et al., 2007).

Particularmente en plantas, los miembros de la familia fkbps están involucrados en di-
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versos procesos celulares incluyendo el desarrollo, la respuesta a estrés, la regulación de

la transcripción y el funcionamiento de los cloroplastos (Gollan et al., 2012). Estas pro-

teínas se caracterizan por tener al menos un dominio fkbp de 110 aa aproximadamente

que adopta una estructura tridimensional conservada. En A. thaliana hay descriptas 23

isoformas y en O. sativa 29 de ppiasas del tipo fkbp. Presentan un tamaño variable entre

12 kDa (la isoforma Atfkbp12 de A. thaliana ) y 77 kDa (la de trigo, wfkbp77). Pueden

contener un único dominio fkbp o pueden ser multidominio presentando tres repeticio-

nes del fkbp y en algunos casos pueden tener dominios extra como ser repeticiones de

teratricopéptido (trp), dominios de unión a calmodulina y dominios de anclaje a mem-

brana. La isoforma fkbp12 es la más chica descripta en plantas y se localiza en el citosol.

En A. thaliana interacciona con otra proteína (Atfip37) que es a su vez una proteína de

unión a adn involucrada en el splicing de arnm, regulación del ciclo celular y desarrollo

del embrión (Vespa et al., 2004)). En base a este y otros estudios en coníferas (Yu et al.,

2011), a la fkbp12 se le asigna el rol de regular la translocación al núcleo de proteínas de

unión a adn (Gollan et al., 2012).

1.4.3. Aproximaciones transcriptómicas y genómicas

Los transcriptomas son considerados como recursos importantes para las futuras in-

vestigaciones en apomixis en especies no modelos, debido a que no se requiere la cons-

trucción de bibliotecas de adnc ni el conocimiento previo del genoma de la especie (Xiao

et al., 2013). En 2017, Ortiz et al. —pertenecientes al grupo de investigación de Desarro-

llo Reproductivo de Plantas (drep4) del Instituto iicar5 (conicet-unr)— generaron un

transcriptoma de referencia de los genes expresados durante del desarrollo reproductivo

de plantas apomícticas y sexuales, mediante la secuenciación por el sistema Roche® 454.

Las bibliotecas sexual y apomíctica fueron generadas a partir de una mezcla equilibrada

de arn extraído de espiguillas enteras en cuatro estadios del desarrollo floral (premeiosis,

meiosis, postmeiosis y antesis). El mismo grupo de investigación logró el ensamblado de

un total de 43.888 isotigs (transcriptos) de la muestra sexual y 47.569 para la muestra apo-

míctica. El análisis de ambas bases determinó que 3.732 isotigs estaban diferencialmente

represantados entre ambos modos de reproducción, siendo 1.666 sobrexpresados en el

genotipo sexual y 2.066 sobrexpresados en el genotipo apomíctico. Esto señala que mu-

4Página institucional disponible en www.iicar-conicet.gob.ar/grupos-de-investigacion/

desarrollo-reproductivo-de-plantas/
5Página institucional disponible en www.iicar-conicet.gob.ar
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chos de los genes normalmente silenciados durante el desarrollo sexual se ven activados

en un contexto apomíctico.

Estos transcriptomas constituyen herramientas fundamentales para la identificación

de genes asociados al modo de reproducción (Bocchini et al., 2018; Mancini et al., 2018;

Ochogavía et al., 2018; Galla et al., 2019). Los investigadores del grupo drep también ge-

neraron una base de datos de transcriptomas por estadío reproductivo secuenciada por

el sistema Illumina®, la cual permite identificar cuantitativamente transcriptos diferen-

ciales entre genotipos apomícticos y sexuales durante las diferentes etapas del desarrollo

reproductivo (premeiosis, meiosis, postmeiosis y antesis; Podio et al., 2021).

Por otro lado, recientemente, se ha iniciado la construcción de un borrador del geno-

ma (secuenciación y ensamblado) de P. notatum utilizando un citotipo diploide denomi-

nado R1-Cayastá (Ortiz et al., 2019). Este individuo posee cierta capacidad para formar

sacos embrionarios apospóricos (Quarín et al., 2001). Este genoma será utilizado como

referencia para el ensamblado de un genoma tetraploide y la reconstrucción del acr.

La elección de esta estrategia se basó en: i) el menor contenido de adn del citotipo di-

ploide —valor c = 0,6 pg ∼ 560 Mb; Galdeano et al., 2016— ; ii) los avances recientes en

tecnologías de secuenciación de moléculas únicas y algoritmos de ensamblaje de novo

que permiten trabajar con genomas altamente heterocigotas; y iii) la posibilidad de de-

terminar si la estructura del acr se encuentra al nivel diploide o es consecuencia de la

poliploidización. Para el ensamblaje del genoma se utilizaron datos de secuencias deri-

vadas de lecturas largas obtenidas por el sistema Oxford Nanopore® y lecturas cortas

generadas por Illumina® HiSeq-1500 en combinación con programas informáticos co-

mo MaSurCa (Maryland Super-Read Cabog Assembler; Zimin et al., 2013), Canu (Koren

et al., 2017), smartdenovo ©(Istace et al., 2017) y Shasta© (Shafin et al., 2020). Las pruebas

de ensamblado realizados hasta la fecha han conseguido delimitar el genoma a alrededor

de 3.000 scaffolds (ensamblados), que cubren el 95 % de los genes esperados por el pro-

grama busco ©(Simão et al., 2015; Ortiz et al., 2019) La obtención del genoma diploide de

P. notatum permitirá realizar un análisis sinténico detallado y la búsqueda de regiones

que contengan genes candidatos para el modo de reproducción.

A pesar de los avances realizados hasta la fecha y la identificación de genes física

y funcionalmente relacionados con la apomixis en especies del género Paspalum, hasta

el presente no se conoce la estructura del acr en detalle ni la lista completa de genes

que se encuentran dentro en esta región genómica. En este contexto, los estudios de

conservación y microsintenía de la región sinténica al acr de P. notatum en especies
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modelos como arroz, permitirían una aproximación a los genes potenciales presentes en

dicha región. Si ambas regiones presentan un alto grado de conservación de la sintenía,

la aproximación planteada podría ser de gran utilidad, a pesar de estar localizando genes

en un contexto genómico diferente. El conocimiento tanto de la estructura como de la

conservación del contenido génico del acr puede aportar conocimiento sobre los genes

principales que cosegregan con este tipo de reproducción y su posible función sobre el

modo reproductivo.
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2. Hipótesis y Objetivos

Las hipótesis del presente trabajo de Tesis son:

1. Los bloques cromosómicos de arroz que presentan sintenía con el acr de P. nota-

tum están conservados en los genomas de otras gramíneas.

2. Transcriptos de P. notatum homólogos a genes de arroz localizados en las regio-

nes sinténicas al acr presentan expresión diferencial entre individuos sexuales y

apomícticos.

3. La estructura del acr de P. notatum que incluye bloques de los cromosomas 2 y

12 de arroz es específica de la especie y se encuentra conservada entre los niveles

diploide y tetraploide.

El objetivo general de este trabajo de Tesis es determinar la conservación en el

contenido y orden de génico de las regiones genómicas de arroz sinténicas al locus res-

ponsable de la apomixis en diferentes especies de gramíneas, analizar los patrones de

expresión de los transcriptos homólogos expresados durante el desarrollo reproductivo

sexual y apomíctico de P. notatum y localizar las regiones genómicas asociadas al acr

en el borrador del genoma diploide de la especie.

Los objetivos específicos son:

1. Validar la asociación entre la región del cromosoma 2 de arroz con el acr de P.

notatum y analizar la expresión genes ppi en el transcriptoma del desarrollo repro-

ductivo.

2. Analizar la conservación de los bloques de sintenía presentes en segmentos de

arroz (aproximadamente 10 Mpb) asociados a la apomixis en P. notatum en seis

especies del género Oryza y tres gramíneas completamente secuenciadas.
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3. Determinar los patrones de expresión de los transcriptos homólogos a los genes

presentes en los bloques de sintenía expresados en los transcriptomas reproducti-

vos de P. notatum.

4. Identificar el acr en un borrador del genoma diploide de P. notatum y determinar

su contenido génico.

5. Postular genes candidatos asociados a componentes de la apomixis presentes en

el acr de P. notatum.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

El material vegetal empleado en esta Tesis estuvo integrado por ocho genotipos tetra-

ploides (2n = 4x = 40) de P. notatum y 18 híbridos F1 de una población segregante por

el modo de reproducción (Tabla 3.1). Los genotipos Q4117, Q3775, Q4012, Q4064 y U47

corresponden a accesiones apomícticas colectadas de poblaciones naturales de Argenti-

na, Brasil y México (Martínez et al., 2001; Espinoza et al., 2006); Q3664 es un genotipo

tetraploide experimental apomíctico facultativo generado en Tifton, Georgia (EEUU) con

un alto grado de sexualidad (Quarín et al., 1984; Ortiz et al., 1997); Q4188 y Q4205 son

genotipos tetraploides completamente sexuales (sin capacidad de apomixis) obtenidos

experimentalmente (Martínez et al., 2001; Quarín et al., 2003).

Los individuos F1 (Tabla 3.1) corresponden al remanente de una población de ma-

peo derivada del cruzamiento entre Q4188 (parental pistilado) y Q4117 (dador de polen)

generada por Stein et al. (2007). A fin de descartar problemas de contaminación, todos

los materiales utilizados fueron reclasificados en cuanto a su modo de reproducción (se-

xual o apomíctico) mediante la utilización de técnicas embriológicas y moleculares. Se

estudiaron los híbridos F1: #8, #9, #32, #36, #40, #56, #57, #58, #70, #71, #83, #96, #117,

#118, #119, #123, #129 y #130. Los últimos seis híbridos fueron obtenidos durante esta

Tesis a partir de la germinación de semillas derivadas del cruzamiento de los mismos

progenitores a fin de aumentar la cantidad de individuos evaluados.

Todo el material vegetal forma parte del banco de germoplasma del ibone (conicet-

unne), Corrientes. Réplicas de estas plantas y la población F1 son mantenidas en el iicar

(conicet-unr), en la Facultad de Ciencias Agrarias1 de la Universidad Nacional de Ro-

1Página institucional disponible en www.fcagr.unr.edu.ar
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sario2 (fca-unr), Zavalla, Santa Fe. El material se conserva en macetas plásticas de 10

litros dispuestas sobre el suelo y expuestas en el exterior a las mismas condiciones am-

bientales, de riego y fertilización durante toda la época en estudio (veranos de 2015, 2016

y 2017). Las actividades culturales consistieron en: riego a demanda (usualmente un rie-

go semanal en invierno y tres en verano), fertilización previa a la época de floración —50

mg por maceta de fertilizante triple 15 npk (nitrógeno, fósforo y potasio)—, desmalezado

mensual, poda bianual y transplante anual con descarte rizomas muertos e incorpora-

ción de tierra de almácigo. Las plantas reservadas para extracción de material genético se

mantienen en macetas de un litro en invernáculo equipado con calefacción de encendido

automático contra el régimen de heladas.

Tabla 3.1: Material vegetal utilizado

Accesión Origen
Modo de
reproducción

Expresividad de la
aposporía ( %)

Referencia

Q4188 Experimental Sexual 0,00 Quarín et al. (2003)
Q4205 Experimental Sexual 0,00 Quarín et al. (2003)

Q4117
Río Grande do Sul,
Brasil

Apomixis 96,30 Ortiz et al. (1997)

U47
Corrientes, Parque
Mitre

Apomixis 76,60
Espinoza et al.
(2006)

Q4064 Corrientes, Saladas Apomixis 78,40
Espinoza et al.
(2006)

Q3775
Tamaulipas,
México

Apomixis 96,81
Espinoza et al.
(2006)

Q4012 Tres Lagoas, Brasil Apomixis 100,00
Espinoza et al.
(2006)

Q3664† Experimental Apomixis 11,20 Quarín et al. (1984)
# 8 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 32 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 36 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 56 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 57 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 58 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 70 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 83 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 96 F1 experimental Sexual 0,00 Stein et al. (2007)
# 9 F1 experimental Apomixis 100,00 Stein et al. (2007)
# 40 F1 experimental Apomixis 80,00 Stein et al. (2007)
# 71 F1 experimental Apomixis 100,00 Stein et al. (2007)
#117 F1 experimental s/c - -
#118 F1 experimental s/c - -

2Página institucional disponible en www.unr.edu.ar
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Tabla 3.1: Material vegetal utilizado (continuación)

Accesión Origen
Modo de
reproducción

Expresividad de la
aposporía ( %)

Referencia

#119 F1 experimental s/c - -
#123 F1 experimental s/c - -
#129 F1 experimental s/c - -
#130 F1 experimental s/c - -

Se consideró modo de reproducción apomixis tanto para los individuos apo-
mícticos obligados como para los facultativos. †: Q3664 fue generado por cru-
zamientos controlados entre un tetraploide sexual inducido por colchicina a
partir de Paspalum notatum var. saurae (2x) y un tetraploide apomíctico de
estigmas blancos (wsb). s/c: sin clasificación

3.2. Análisis citoembriológicos

Con el fin de determinar el modo reproductivo (sexualidad/apomixis) de los mate-

riales experimentales utilizados en este trabajo, se colectaron espiguillas en estado de

antesis (a primera hora del día, antes de la emergencia de las anteras) y se fijaron en

faa (90 % etanol; 5 % ácido acético; 5 % formaldehido) durante al menos 48 horas a 4 °C.

Posteriormente, las inflorescencias fueron transferidas a una solución de etanol 70 % V/V

y almacenadas hasta su uso. Las observaciones citoembriológicas se realizaron mediante

el clarificado de ovarios utilizando el método propuesto por Young et al. (1979). Breve-

mente, los pistilos de cada flor fueron extraídos bajo lupa y deshidratados mediante la

incubación en: i) 24 horas en etanol 70 %; ii) 150 minutos con peróxido de hidrógeno

(H2O2) de 10 volúmenes; y iii) 30 minutos en soluciones de etanol al 50, 70, 95 y 100 %,

respectivamente. Posteriormente, los ovarios se clarificaron mediante incubaciones en

soluciones 1:1, 3:1, 5,5:1 de metilsalicilato:etanol, respectivamente. Finalmente, las mues-

tras se conservaron en metilsalicilato al 100 % hasta el momento de la observación. Los

ovarios fueron dispuestos en filas de a diez sobre un portaobjeto, cubiertos con un cu-

breobjeto y observados utilizando un microscopio Leica® Diastar equipado con el sis-

tema de contraste de interferencia diferencial (dic). Se analizaron aproximadamente 100

ovarios por planta.

Para asignar el modo reproductivo de cada individuo se evaluó la cantidad de óvulos

que presentaron; i) sacos embrionarios de tipo Polygonum (meióticos, sem): formados

partir de la división reduccional de la célula arquesporial y caracterizados por la presen-

cia de un aparato oosférico en el extremo micropilar (una ovocélula y dos sinérgidas),
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una célula central con dos núcleos polares y varias antípodas en el extremo chalazal del

óvulo; ii) sacos embrionarios apospóricos (sea): originados a partir de células nucelares

no reducidas y caracterizados por poseer en un extremo una ovocélula, dos sinérgidas,

una célula central muy vacuolizada, con dos núcleos polares y ausencia de antípodas;

y iii) sacos embrionarios de tipo Polygonum junto con uno o más sacos embrionarios

apospóricos (semx). Todas las plantas que mostraron la presencia de seas, ya sea solo, o

acompañado por un saco de tipo meiótico, fueron clasificadas como apomícticas, mien-

tras que aquellos individuos que mostraron exclusivamente sacos embrionarios de tipo

Polygonum fueron clasificadas como sexuales (Martínez et al., 2001). En los casos en don-

de se observaron sacos embrionarios con escaso desarrollo y no fue posible determinar

su origen sexual o apomíctico fueron clasificados como abortados. La expresividad de la

aposporía se calculó como el porcentaje de ovarios con sacos apospóricos sobre el total

de ovarios viables según la siguiente fórmula (Zilli et al., 2015).

Expresividad de la aposporı́a =
n◦ de ovarios con sacos apospóricos

n◦ de ovarios totales viables
× 100 (3.1)

3.3. Análisis moleculares

3.3.1. Extracción de adn genómico

La extracción del adn genómico fue realizada siguiendo el protocolo del ctab (Saghai-

Maroof et al., 1984). Brevemente, se cortaron hojas jóvenes y sanas en la primera hora del

día, colectándolas en tubos de ensayo de polipropileno estériles de 15 ml. Las muestras

se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se conservaron hasta el momento

de la extracción. Aproximadamente 2,5 g del tejido foliar enfriado con nitrógeno líquido

fue triturado en mortero hasta obtener un polvo fino. Las muestras procesadas se trans-

firieron a los tubos de 15 ml donde se mantuvieron en frío hasta su procesamiento. La

extracción del adn genómico se realizó mediante el agregado de 8 ml de buffer de ex-

tracción (NaCl 0,7 M; edta 0,05 M; Tris 0,1 M; β-mercaptoetanol 0,14 M; ctab 2 % m/V; pH

8) e incubación a 65 °C durante una hora con agitaciones suaves cada 10 minutos. Poste-

riormente, las muestras fueron centrifugadas (2.000 rpm a 4 °C durante 20 minutos) y la

fase acuosa (aproximadamente 7,5 ml) fue transferida a un tubo limpio. Las extracciones

fueron purificadas mediante dos pasos de incubación con 1 volumen de cloroformo frío
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y centrifugadas a 20 °C y 3.500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante (7 ml) fue luego

transferido a tubos nuevos adicionando 1 volumen de isopropanol frío para precipitar

el ovillo de adn. Las muestras fueron incubadas durante 12 horas a -20 °C. Los ovillos

fueron colectados con varillas de vidrio, dispuestos durante 10 minutos en una solución

de lavado (alcohol 76 %; acetato de sodio 0,2 M) y secados en campana de flujo laminar.

Las muestras se resuspendieron en 250 µl de te (edta 0,001 M; Tris 0,01 M; pH 8). El arn

fue removido mediante un tratamiento con arnasa A (0,1 mg/ml) durante 90 minutos en

baño seco a 37 °C. Cada muestra se precipitó durante 2 horas a -80 °C añadiendo 5% V/V

de NaCl y dos volúmenes de etanol absoluto. Las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm

por 20 minutos, se lavaron con 250 µl de etanol al 70 % por 10 minutos y se volvieron a

centrifugar. Finalmente, los precipitados de adn se secaron durante toda una noche y se

resuspendieron en 250 µl de agua destilada estéril. La concentración de cada muestra se

estimó por espectrofotometría realizando lecturas de absorbancia a 260 nm. La pureza de

la extracción de determinó mediante el índice de absorbancia 260/280 nm. La integridad

del adn se verificó por electroforesis en geles de agarosa al 1 % P/V teñidos con bromuro

de etidio 10 mg/ml (Sambrook y Maniatis, 1989).

3.3.2. Clasificación del modo reproductivo por medio del marca-

dor scar spna2

La caracterización del modo reproductivo se complementó mediante el análisis del

marcador scar spna2 que genera una banda de 182 pb completamente ligada al carácter

apomixis en la especie (Rebozzio et al., 2012). Las reacciones de pcr fueron realizadas

usando 100 ng de adn genómico, 30 ng de cada cebador (directo: 5’—caattcaccaagtc

agtcaa—3’; reverso: 5’—tattcacccaagtctaacg—3’), 1× buffer de reacción, 0,2 mM de

cada dntp, 1 mM de MgCl2 y 1 U de GoTaq® (Promega®) en un volumen final de 25 µl.

La amplificación se realizó en una termocicladoraMJ Research® PTC-150 MiniCycler

programada con una iniciación a 94 °C por 2 minutos, seguido de siete ciclos a 94 °C, 62

°C y 72 °C de 1 minuto de duración cada uno, en donde la temperatura de apareamiento

(Ta) desciende un grado por ciclo (touchdown), seguido de 25 ciclos de 94, 62 y 72 °C

por 1 minuto cada uno y una incubación final a 72 °C por 5 minutos. Los productos

de amplificación fueron resueltos por electroforesis en geles de poliacrilamida al 5 %

durante 1 hora (2.700 V, 90 mA y 60 W) y revelados por tinción con nitrato de plata

(Promega®). Las imágenes escaneadas de los geles luego de la electroforesis se editaron
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con el programa gimp ©v2.10.123 usando los procesos de inversión cromática y corrección

logarítmica de contraste (Chastain y Pfaffman, 2006). Los pesosmoleculares de las bandas

obtenidas se estimaron con la herramienta GelAnalyzer© v2010a4 (Lazar y Lazar, 2012).

Las plantas que amplificaron el marcador spna2 fueron clasificadas como apomícticas y

las que no la amplificaron se catalogaron como sexuales.

3.3.3. Validación de la asociación del segmento del cromosoma 2

de arroz con el acr de P. notatum

Dado que la asociación entre el cromosoma 2 de arroz y el acr solo fue reportada

para P. notatum (Pupilli et al., 2004; Laspina et al., 2008; Ortiz et al., 2013), como primer

paso para realizar los análisis de sintenía se decidió validar esta asociación mediante

experimentos de ligamiento con un mayor número de individuos.

Estudios previos de mapeo comparativo con marcadores de rflp determinaron que

dos sondas del cromosoma 2 de arroz (C560 y C932) mostraron polimorfismos estric-

tamente ligados a la apomixis en P. notatum (Pupilli et al., 2004). Estos marcadores,

correspondientes a una proteína ribosomal 60S (C560) y a una peptidil-prolil cis/trans

isomerasa del tipo fkbp (ppiasa, C932), generaron fragmentos de restricción/hibridación

ligados a la apomixis exclusivos en esta especie (Hojsgaard et al., 2011; Ortiz et al., 2013).

A partir de estos resultados se ha sugerido que el locus que controla la apomixis en P.

notatum está inmerso en una región cromosómica híbrida formada por segmentos de

los cromosomas 2 y 12 de arroz (ver Sección 1.3.3). Con el fin de validar la asociación

entre la región del cromosoma 2, donde mapean estos genes, y el locus que controla la

apomixis en P. notatum se realizaron experimentos de mapeo utilizando los genotipos

parentales Q4188 (sexual) y Q4117 (apomíctico) y la población segregante por el modo

de reproducción (Stein et al., 2007). De los dos genes posibles se seleccionó el codificante

para la ppiasa debido a que proteínas de este tipo han sido asociadas al desarrollo y la

respuesta a hormonas (Geisler y Bailly, 2007).

En primer lugar, se realizó una búsqueda de transcriptos de P. notatum con homo-

logía al gen ppi de arroz (os02g0760300), mediante la interrogación del transcriptoma

del desarrollo reproductivo de P. notatum generadas por la tecnología de Roche® 454

flx+ (Ortiz et al., 2017). Se realizaron análisis de blastn/blastx (Altschul et al., 1990)

3Disponible en www.gimp.org
4Disponible en www.gelanalyzer.com
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utilizando como secuencia problema, la secuencia codificante (cds) del gen de arroz

os02g0760300. Los transcriptos resultantes fueron analizados con las plataformas bioin-

formáticas Pfam ©5 (El-Gebali et al., 2019) y ExPasy ©6 (Artimo et al., 2012) para identificar

los marcos abiertos de lectura y los dominios que codifican. La predicción de las secuen-

cias codificantes (cds) de dichos transcriptos se realizó en el programa Fgenesh© v2.6

(Solovyev et al., 2006) de SoftBerry®7. Las secuencias codificantes fueron analizadas me-

diante alineamientos múltiples realizados con el algoritmo iterativo MUSCLE ©v3.8.318

(Edgar, 2004) operando sobre la plataforma bioinformática ugene ©v1.32.09 (Okonechni-

kov et al., 2012). Lasmatrices obtenidas del alineamiento fueron utilizadas en el programa

mega x© v10.1.710 para llevar a cabo análisis filogenéticos empleando el modelo estadís-

tico MrBayes con criterios de optimización y con el modelo de sustitución hky85, que

es el seleccionado por defecto para el estudio de genes y proteínas (Kumar et al., 2018).

Para obtener un árbol consenso con raíz, se utilizó como grupo externo las secuencias

codificantes del gen ortólogo de A. thaliana (at5g64350). Posteriormente, se diseñaron

cebadores específicos para cada uno de los transcriptos a evaluar, utilizando la herra-

mienta Primer3 ©v2.4.011 (Rozen y Skaletsky, 1999). Se delimitaron sitios exclusivos de

cada una de las secuencias en estudio mediante alineamientos múltiples de las mismas.

En aquellos casos donde no fue posible determinar regiones únicas, se identificaron,

probables sitios de inserción de intrones para diseñar cebadores flanqueantes a ellos. A

fin de determinar las regiones a amplificar se realizaron alineamientos entre el cds y el

gen de arroz utilizando el programa muscle ©(Edgar, 2004). Se diseñaron dos juegos de

cebadores directos y reversos para cada transcripto sobre los extremos de exones y flan-

queando intrones, a fin de aumentar las probabilidades de detectar polimorfismos entre

los genotipos parentales que pudieran ser mapeados en la progenie. La longitud de los

amplicones esperada (en pb) se estimó sobre la secuencia de arroz. La especificidad teó-

rica de los cebadores se corroboró realizando experimentos de pcrs in silico en ugene ©

(Okonechnikov et al., 2012).

Las reacciones de pcr se realizaron utilizando 90 ng de adn, 0,2 µM de cebadores es-

pecíficos (Tabla 3.2), 1 U de Taq polimersa, 0,2 mM de dntps y 1,5 mM de MgCl2 en un

volumen final de 25 µl. La determinación de la Ta óptima para cada par de cebadores se

realizó utilizando una termocicladora Bio-Rad® T100 equipada con gradiente térmico.

5Disponible en https://pfam.xfam.org/
6Disponible en www.expasy.org
7Disponible en http://www.softberry.com/berry.phtml
8Disponible en www.drive5.com/muscle
9Disponible en www.ugene.net
10Disponible en www.megasoftware.net
11Disponible en www.primer3plus.com
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Las condiciones de ciclado fueron: 5 minutos a 98 °C y 35 ciclos de: 30 segundos a 94

°C, 1 minuto a la Ta específica para cada par de cebadores, y 2 minutos a 72 °C. El in-

tervalo de extensión final fue a 72 °C durante 5 minutos. Los productos de amplificación

se detectaron por electroforesis (2 horas a 55 V constantes) en geles de agarosa entre

1,5–3,5 %, y tinción con bromuro de etidio 10 mg/ml.

Tabla 3.2: Características de los cebadores diseñados para amplificar a los
transcriptos de Paspalum notatum con homología a la ppi de Oryza sativa

(os02g0760300)

Transcripto a amplifi-
car

Par de cebadores Secuencia Ta (°C)

ppi sex

1°
Directo: ATTCATAGTGCTGCCCATCC

57,8
Reverso: GCATGATCGGCTCTGATACC

2°
Directo: TGCGGGTTAGAAGTCAGTCC

57,8
Reverso: AGCTATGGCCGAATAGTTGC

ppi apo

1°
Directo: CCGGTCGCAGTACAACAGAA

59,0
Reverso: TTTCTGGACAGATCACGATCC

2°
Directo: TGGGATGAGGGAGTTATGACC

58,5
Reverso: GGTTGAATTCCCCAGGTTGC

ppi qim

1°
Directo: TCAGTTTCAACATTGGTCTGGG

57,0
Reverso: TGGACCTGATCGTCTCCTCC

2°
Directo: TGGGATGAGGGAGTTATGACC

54,3
Reverso: TGGTAGGCCTCGTTAATTTCC

ppi ps

1°
Directo: CAGGTTGGCGCTTGCAGC

59,0
Reverso: TGGGTATATTCGTTGCCCCC

2°
Directo: CTTGCAGCCGCCACCATG

59,0
Reverso: ATTCGTTGCCCCCAAGTCTT

Ta: temperatura de apareamiento

En los casos en donde las amplificaciones de las secuencias ppis mostraron polimor-

fismos entre los genotipos parentales, se realizó la detección de ligamiento con el modo

reproductivo. Para esto se realizó en una primera etapa un análisis de segregantes en

grupos o bsa (por Bulk Segregant Analisys, Michelmore et al., 1991) . Cada grupo (se-

xual y apomíctico), se construyó mezclando in vitro 30 ng de adn de tres individuos F1

sexuales (#8, #36 y #58) y tres apomícticos (#9, #40 y #71), respectivamente.

La presencia de las bandas de interés asociadas a un grupo se confirmó, en una segun-

da etapa, ensayando los cebadores sobre adn de los progenitores y de los 18 individuos

de la población (13 sexuales y 5 apomícticos). La estimación del ligamiento se realizó

considerando a la población de mapeo como una pseudo-retrocruza, y a la presencia del

marcador y al cácter apomixis como loci dominantes (Stein et al., 2007). Los ensayos in-
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cluyeron también cinco accesiones naturales apomícticas (Q3664, Q3775, Q4012, Q4064

y U47) y un genotipo sexual (Q4205) a fin de corroborar si el polimorfismo era espe-

cífico del genotipo parental (Q4117) o una característica conservada en la especie. Los

pesos moleculares de las bandas obtenidas se estimaron con el programa GelAnalyzer©

v2010a (Lazar y Lazar, 2012) utilizando como referencia el marcador de peso molecular

λ EcoRi/Hindiii.

3.3.4. Clonado y secuenciación de fragmentos ppi

Las bandas de interés fueron cortadas de los geles de agarosa, eluídas en 100 µl de

agua ultrapura estéril y reamplificadas por pcr utilizando las mismas condiciones de

ciclado que en la amplificación original. Los productos de amplificación fueron liga-

dos al vector pgem®-T Easy (Robles y Doers, 1994) según el protocolo del proveedor

(Promega®). En el caso de las bandas que no pudieron ser aisladas, la ligación fue rea-

lizada utilizando directamente los productos de amplificación. Los productos de la liga-

ción con el vector se emplearon para transformar células competentes de Escherichia coli

dh5α por el método del cloruro de calcio (Sambrook y Maniatis, 1989). Las colonias re-

combinantes se seleccionaron en placas de lb-agar conteniendo 100 µg/ml de ampicilina y

15 µl de X-Gal a 50 mg/ml por placa. Por cada clonado se seleccionaron unas 15 colonias

blancas por placa y se realizaron minipreparaciones para la extracción de los plásmidos

(Sambrook y Maniatis, 1989). La presencia del inserto se analizó mediante la digestión

del plásmido con EcoRi seguidas de una electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % y tin-

ción con bromuro de etidio. Cinco clones de cada inserto fueron enviados a secuenciar a

Macrogen® (Corea). La identidad de los amplicones secuenciados se confirmó median-

te análisis de blastn en la página del ncbi®12 y por alineamientos con el gen de arroz

y/o los isotigs de P. notatum utilizando el programa ClustalW ©de ugene ©13 (Okonech-

nikov et al., 2012). Para el análisis, en primer lugar, se descartaron los segmentos del

plásmido pgem®-T Easy con la herramienta VecScreen© del ncbi®14. Para cada clonado,

se obtuvo la secuencia consenso con al menos tres secuencias independientes mediante

el apilamiento de las lecturas.

12Disponible en https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
13Disponible en www.ugene.net
14Disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/
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3.3.5. Extracción de arnm, síntesis de adnc y reacciones de am-

plificación de rt-pcr

A fin de analizar los patrones de expresión en tejidos reproductivos de los transcrip-

tos de las ppi estudiados, se realizaron experimentos de rt-pcr sobre adnc obtenido de

diferentes estadios del desarrollo. Las muestras de adnc disponibles en el Laboratorio

de Biología Molecular de la fca-unr fueron obtenidas por la Ing. Celeste Azzaro. Breve-

mente, se colectaron inflorescencias en estadios de meiosis, postmeiosis y antesis de los

genotipos Q4188 y Q4117. La clasificación del estado de desarrollo de las inflorescencias

se realizó siguiendo el calendario reproductivo descripto por Laspina et al. (2008) me-

diante la observación del desarrollo del polen teñido con carmín acético (45 %). Para la

extracción del arn se utilizó el método del TRIzol Reagent (Invitrogen®, Chomczyns-

ki, 1989. La síntesis de adnc se realizó a partir de 1 µg de arn total utilizando la enzima

Superscript ii (Invitrogen®) siguiendo el protocolo del fabricante (Celeste Azzaro, co-

municación personal).

Las reacciones de rt-pcr fueron realizadas usando 2 µl de adnc como molde, 0,2 µM

de cebadores específicos, 1 U de Taq polimersa (InBio Highway®), 0,2 mM de dntps y

1,5 mM de MgCl2 en un volumen final de 25 µl. Las reacciones de amplificación se rea-

lizaron en una termocicladora MJ Research® ptc-150 MiniCycler. El ciclado consistió

en una etapa inicial de desnaturalización a 94 °C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de

1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto 72°C y 5 minutos finales de elongación a

72 ºC. Los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis (50 V, 90 minu-

tos) en geles de agarosa al 2 % y posterior tinción con sybr-safe (Invitrogen®). Como

gen de referencia se utilizó un fragmento interno de la β-tubulina, debido a que en tra-

bajos previos se demostró que su expresión es estable entre los diferentes estadios del

desarrollo de órganos reproductivos de P. notatum (Felitti et al., 2011; Ochogavía et al.,

2011; Podio et al., 2014b). Para su amplificación se utilizaron los cebadores directo 5’—

gtggagtggatccccaacaa—3’ y reverso 5’—aaagccttcctcctgaacatgg—3’. Las reaccio-

nes de amplificación se realizaron en paralelo y bajo las mismas condiciones.

3.3.6. Amplificación del gen ppi qim

La presencia de la secuencia quimérica ppiqim a nivel genómico se estudiómediante

amplificaciones con cuatro enzimas Taq polimerasas diferentes, dos de alta fidelidad (Taq
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TaKaRa® y LHF InBio®) y dos de tipo estándar (GoTaq Promega® y Taq InBio High-

way®). Las reacciones fueron realizadas usando 150 ng de adn, 0,4 µM de cebadores, 1,5

U Taq polimerasa. Se probaron asimismo ciclados estándar a diferentes temperaturas de

apareamiento y amplificaciones del tipo touchdown. Estas amplificaciones contemplaron

una primera etapa de 10 ciclos de; 94 °C por unminuto, 65 °C por unminuto (disminuyen-

do de a un grado por ciclo) y 72 °C por un minuto. La segunda etapa estuvo comprendida

por 25 ciclos de 94 °C por un minuto, 55 °C por un minuto y 72 °C por un minuto.

3.4. Estudios de sintenía

Los estudios de sintenía de los segmentos de arroz correspondientes a los cromo-

somas 2 y 12 asociados a la apomixis en P. notatum fueron realizados utilizando como

referencia los genomas de S. bicolor, S. italica y B. distachyon. Inicialmente se identifica-

ron los cromosomas con mayor homología, se identificaron los rearreglos cromosómicos

presentes sobre los mismos y posteriormente se realizó un estudio detallado de los blo-

ques de sintenía de estos sectores. La determinación de los cromosomas homólogos al

Os2 y Os12 en las gramíneas en estudio se realizó siguiendo el procedimiento descripto

por Salse et al. (2004), utilizando los siguientes criterios para definir ortología génica:

i) poseer al menos 65 % de identidad sobre al menos 60 % de la longitud de las secuen-

cias y ii) presentar alineamientos con un e-value < 0,005 (estadísticos de la búsqueda

blastn). Para ello, se utilizaron las tablas de sintenía génica disponibles en la platafor-

ma Gramene ©15 y la Ecuación 3.2, donde CnA es el cromosoma n de la especie A.

% de homologı́a de CnA respecto a Os2 =
Genes de CnA homólogos al Os2× 100

Genes totales de A homólogos al Os2
(3.2)

El estudio de los rearreglos sobre los cromosomas homólogos identificados se reali-

zó mediante gráficos de dispersión generados con el lenguaje R ©v4.0.416 (R Core Team,

2013), utilizando los paquetes, dplyr v0.8.317 (Wickham et al., 2015), tidyr v1.0.018 (Wick-

15Disponible en http://ensembl.gramene.org/Oryza_sativa/Info/Index
16Disponible en www.r-project.org
17Disponible en www.rdocumentation.org/packages/dplyr
18Disponible en https://tidyr.tidyverse.org/
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ham et al., 2019) y ggplot2 v3.2.119 (Wickham, 2011) dentro del entorno gráfico RStudio ©

v1.1.46320.

La caracterización detallada de los fragmentos de arroz se llevó a cabo sobre fraccio-

nes de aproximadamente 10Mpb de cada cromosoma comprendidas entreOs2:22.882.165-

32.517.155 y Os12:12:20.005.405—27.529.682. Los límites de ambos fragmentos de arroz

se definieron en función de las localizaciones cromosómicas de los marcadores de rflp

completamente ligados a la apomixis en P. notatum C932, C560, C1069 y C0996 (Pupilli et

al., 2004; Podio et al., 2012a). En este análisis se utilizaron los genomas de tres gramíneas

(S. bicolor, S. italica y B. distachyon) y siete especies del género Oryza (O. sativa grupo

Indica, O. barthii, O. brachyantha, O. glaberrima, O. glumipatula, O. punctata y O. nivara).

Las regiones de estudio en cada especie, los genes que las flanquean y la longitud de las

mismas pueden encontrarse en la Tabla a.1 de los Anexos.

En primer lugar, se llevó a cabo un análisis de conservación de la colinealidad gé-

nica respecto a sus regiones ortólogas en las especies seleccionadas mediante gráficos

de cuerdas. Los mismos se confeccionaron con el paquete circlize v0.4.621 (Gu et al.,

2014), utilizando las siguientes funciones: circos.track y circos.axis: para represen-

tar los cromosomas en orientaciones opuestas y evidenciar los segmentos invertidos;

circos.genomicLink: para trazar las relaciones entre genes ortólogos usando gradientes

cromáticos en función de la localización cromosómica en arroz; y circos.genomicLabels:

para etiquetar radialmente los bloques de sintenía, marcadores del acr y rearreglos cro-

mosómicos. Las regiones centroméricas se trazaron utilizando los datos presentados por

el Rice Genome Annotation Project ©22 (Ouyang et al., 2007; Tabla a.2).

Posteriormente, se identificaron los bloques génicos de ambas regiones de arroz. En

cada especie se reportaron únicamente los bloques que mostraron tres o más genes con-

secutivos con microcolinealidad conservada entre las especies de comparación (bloques

de sintenía). Se utilizaron las tablas de sintenía disponibles en la plataforma Gramene ©23

y el programa OrthoClusterDB ©v201024 (Vergara y Chen, 2010) con los siguientes pará-

metros: lower_bound = 3; upper_bound = 100.000; mismatches = 0; order = -rs.

19Disponible en www.cran.r-project.org/web/packages/ggplot2
20Disponible en www.rstudio.com
21Disponible en https://cran.r-project.org/web/packages/circlize/
22Disponible en http://rice.plantbiology.msu.edu/annotation_pseudo_centromeres.shtml
23Disponible en http://ensembl.gramene.org/Oryza_sativa/Info/Index
24Disponible en http://genome.sfu.ca/orthoclusterdb/
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Los bloques de sintenía se graficaron con el editor de imágenes vectoriales Inkscape ©

v0.92.425 (Harrington, 2004).

3.5. Mapeo in silico de transcriptos expresados dife-

rencialmente durante el desarrollo reproductivo

sexual y apomíctico de P. notatum en el genoma

de arroz

A fin de determinar la localización genómica en arroz de un grupo de transcriptos

expresados diferencialmente durante el desarrollo reproductivo apomíctico y sexual de

P. notatum, se realizaron experimentos de mapeo in silico sobre el genoma utilizando

una base de datos de los transcriptomas florales por estadio desarrollada recientemente

en nuestro laboratorio (Podio et al., 2021). Dicha base cuenta con alrededor de 190.000

transcriptos, incluyendo datos de anotación, isoformas y niveles de expresión (Podio et

al., 2021). El transcriptoma empleado fue construido por secuenciación Illumina® Tru-

Seq/HiSeq a partir de muestras de arnm extraídas en los estadios del desarrollo premeio-

sis, meiosis, postmeiosis y antesis de un individuo completamente sexual (C4-4×) y un

individuo apomíctico (Q411726). Las muestras de cada estadio fueron procesadas por tri-

plicado (24 bibliotecas en total). A partir de las lecturas de la secuenciación, el grupo de

investigación del drep realizó un ensamblado de novo para cada genotipo para generar

los transcriptomas tra (transcriptoma del genotipo apomíctico Q4117) y trs (transcrip-

toma del genotipo sexual C4-4×). Posteriormente se realizó un ensamblado global (conte-

niendo las lecturas de las 24 bibliotecas), denominado como Transcriptoma PnTRAySmod

que contiene secuencias únicas, luego de la eliminación de los duplicados con el progra-

ma cd-hit© (Li y Godzik, 2006). Mediante la utilización del programa R se identificaron

los transcriptos diferenciales contenidos en la base PnTRAySmod (Podio et al., 2021). Los

genes diferenciales entre los desarrollos apomíctico y sexual fueron definidos utilizan-

do un valor de p-value <’ 0,001, Log2FC >|2| y una probabilidad ajustada fdr <1×10-5.

Este conjunto de 13.388 secuencias conformó la base de transcriptos diferenciales DET.

Dada la metodología de comparación, los transcriptos con valores de Log2FC < -2 corres-

pondieron a los sobreexpresados en la base sexual (Up Sex), mientras que aquellos con

valores de Log2FC > 2, resultaron los sobreexpresados en la base apomíctica (Up Apo).

25Disponible en www.inkscape.org
26Datos disponibles en el repositorio sra del ncbi®: accesión PRJNA511813
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Adicionalmente, se utilizó el programa TransDecoder ©v5.3.027 (Haas y Papanicolaou,

2017) para discriminar entre transcriptos codificantes (cod) y no codificantes (no-cod;

Podio et al., 2021).

El mapeo sobre el genoma de arroz se realizó utilizando los paquetes informáticos

Biostrings28 (Pagès et al., 2017), y rblast v0.99.229 (Hahsler y Nagar, 2015). Ambos

paquetes están disponibles en el repositorio Bioconductor ©30 y permitieron realizar las

búsquedas de similitudes entre el genoma de arroz y los transcriptos diferenciales utili-

zando como parámetros umbrales un e-value < 1×e -50 y un bit score > 250. Por otro lado,

se cuantificaron las cantidades de genes de arroz con homología con secuencia de trans-

criptos diferenciales de P. notatum y, simultáneamente, se analizaron las proporciones

de transcriptos que mapearon en cada cromosoma de arroz (Ecuación 3.3, donde Cn

equivale al cromosoma n de arroz). Las proporciones de transcriptos sobreexpresados

respecto al número total de secuencias codificantes de cada cromosoma de arroz fueron

evaluadas estadísticamente con el método de Newcombe (1998) utilizando un intervalo

de confianza (ic) al 95 %.

Prop. genes sobreexpresado en Cn =
Genes de Cn homólogos a transcr. sobrexpresados

Total de genes codificantes en Cn
(3.3)

A fin de visualizar los resultados obtenidos, se realizaron gráficos circulares gene-

rados con el paquete circlize v0.4.631 de R (Gu et al., 2014), identificando la posición

de los transcriptos mapeados sobre los cromosomas de arroz y sus valores de Log2FC,

usando la función circos.genomic.point, y la cantidad de transcriptos cada 1,1 Mpb,

usando la función circos.track.Hist.
27Disponible en www.github.com/TransDecoder
28Disponible en www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Biostrings.html
29Disponible en www.github.com/mhahsler/rBLAST
30Disponible en www.bioconductor.org
31Disponible en https://cran.r-project.org/web/packages/circlize/
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3.6. Identificación de secuencias genómicas de Paspa-

lum notatum asociadas al acr

Nuestro grupo de trabajo —drep, perteneciente al iicar (unr-conicet)— dispone de

un ensamblado borrador del genoma de P. notatum a nivel diploide realizado en el mar-

co del proyecto de colaboración internacional procrop (h2020-msca-rise-2014, grant

agreement number : 645.674) en donde participan los laboratorios del Institut de Recher-

che pour le Développement (ird32), Universidad de Montpellier, Francia (um33); el Institute

of Biosciences and BioResources (ibbr-cnr34); y la Universidad de Perugia (unipg35), Italia

(Ortiz et al., 2019). La secuenciación del genoma se realizó a partir de adn de un citotipo

diploide (2n = 2x = 20), denominado experimentalmente R1, que pertenece a la colec-

ción de germoplasma del ibone, Corrientes, Argentina. Esta planta es autoincompatible

y se reproduce principalmente por sexualidad, pero muestra una capacidad residual pa-

ra la aposporía (1,26 %; Quarín et al., 2001). La secuenciación de R1 fue llevada a cabo

usando las tecnologías HiSeq Illumina® pair-end y Oxford Nanopore®, con una co-

bertura de 100× (∼ 68 Gb) y 48× (∼ 32.5 Gb), respectivamente. El ensamblado realizado

con el programa Miniasm ©v0.336 (Li, 2016) produjo 3.843 scaffolds (ensablados) de un

largo promedio 214.03 kb (N50 = 299,67 kb). Este ensamblado se utilizó como referen-

cia para identificar los scaffolds que presentaran homología a 17 secuencias genómicas

específicas de acr en la especie obtenidas previamente. En la Tabla 3.3 se enumeran

las secuencias que se utilizaron y en la Figura 3.1 se ilustran las secuencias ligadas al

acr de P. notatummapeadas sobre los cromosomas Os2, Os7, Os10 y Os12. Asimismo, se

incorporaron aquellos scaffolds con similitud a las regiones de los cromosomas de otras

especies de gramíneas que mostraron secuencias asociadas a la apomixis.

La identificación de los scaffolds portando secuencias asociadas al acr se realizó me-

diante búsquedas blastn (e-value < 1×10-5; max target sequences = 10; hsp = 5; bit score

> 200;% identity > 95), y alineamientos con el programa mummer ©v4.037 (Marçais et al.,

2018). Se utilizó el script nucmer para generar un alineamiento nucleotídico utilizando la

opción –maxmatch38. Posteriormente, se usó el script dnadiff para cuantificar las diferen-

cias entre las secuencias en comparación. Los scaffolds con coberturas de alineamiento

32Página institucional disponible en www.en.ird.fr
33Página institucional disponible en www.umontpellier.fr
34Página institucional disponible en www.ibbr.cnr.it//ibbr
35Página institucional disponible en www.unipg.it
36Disponible en www.github.com/lh3/miniasm
37Disponible en www.github.com/gmarcais/mummer
38Manual de mumer ©disponible en https://mummer4.github.io/manual/manual.html
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acr de
P. notatum

Regiones centroméricas

Figura 3.1: Mapeo sobre Oryza sativa de las secuencias ligadas al acr de
Paspalum notatum. Externamente se señalan los genes (o regiones) deO. sativa
que presentan homología con las secuencias de P. notatum o clones ligados al
acr, los cuales se señalan en el interior del gráfico.
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totales (sumatoria de los valores de largos de alineamiento de regiones no superpues-

tas) inferiores a 5.000 pb fueron descartados. Las representaciones gráficas se efectuaron

usando el paquete ggplot2 v3.2.139 (Wickham, 2011).

Tabla 3.3: Secuencias ligadas al acr de Paspalum notatum

Nombre de
la secuencia
ligada al acr

Región o gen de
arroz

Anotación funcional en
arroz

Descripción de la
secuencia

isotig11445 os12g0597600 Proteína con dominio kh Transcripto de P. no-
tatum con homología
al marcador C454a

(rflp)

isotig17513 os12g0597300 Proteína similar a trans-
posasa tipo mutator

Transcripto de P. no-
tatum con homología
al marcador C1069a

(rflp)

Pnlnc_qgjb os11g0207200,
os02g0555900,
os02g0666300,
os12g0597300

Proteína quinasa 3 acti-
vada por Mitogen

Transcripto de P. no-
tatum correspondien-
te a un arn largo no
codificante (lncrna)
con homología a la
proteína quinasa
map3k

Pnppi_Bic os02g0760300 Proteína peptidyl-prolyl
cis-transisomerasa fkbp

Secuencia genómica
de P. notatum con ho-
mología al marcador
C932a (rflp)

Pnexsd os12g0595000 Proteína de la familia exs Secuencia genómica
de P. notatum

Pnmt-a70e;f os02g0672600 N6-adenosina-
metiltransferasa (mt-a70)

Secuencia genómica
de P. notatum deri-
vada de una cami-
nata cromosomal
(Pngsa3d)

39Disponible en www.cran.r-project.org/web/packages/ggplot2
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Tabla 3.3: Secuencias ligadas al acr de Paspalum notatum (continuación)

Nombre de
la secuencia
ligada al acr

Región o gen de
arroz

Anotación funcional en
arroz

Descripción de la
secuencia

Pnma764e loc_os12g30850 Elemento transponible Secuencia genómica
de P. notatum deri-
vada de una cami-
nata cromosomal
(Pngsa1d)

Pnspna1g loc_os12g39800 Proteína putativa de
retrotransposones de la
subclase Ty1-copia

Secuencia del frag-
mento spna1 (scar)
cosegregante con la
apomixis en P. nota-

tum

Pnma243h os02g0578500 Proteína hipotética Secuencia del frag-
mento bcu243-377h

(rapd) cosegregante
con la aposporía en P.

notatum

Pnmam3h-i

loc_os07g22800.1
Proteína putativa de
retrotransposones de la
subclase Ty1-copia

Secuencia pertene-
ciente al fragmento
E36M37ci (aflp) cose-
gregante con la apos-
poría en P. notatum

Pnmac5h-i Os7:21928686-
21928704

- Secuencia del frag-
mento E32M33ei
(aflp) cosegregan-
te con la aposporía en
P. notatum

Pnmaj5h-i Os10:4963258-
4963283

- Secuencia del frag-
mento E33M42ei

(aflp) cosegregan-
te con la aposporía en
P. notatum

Pnmai3h-i - - Secuencia del frag-
mento E33M32ci

(aflp) cosegregan-
te con la aposporía en
P. notatum
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Tabla 3.3: Secuencias ligadas al acr de Paspalum notatum (continuación)

Nombre de
la secuencia
ligada al acr

Región o gen de
arroz

Anotación funcional en
arroz

Descripción de la
secuencia

Pnmaj7h-i - - Secuencia del frag-
mento E33M42gi

(aflp) cosegregan-
te con la aposporía en
P. notatum

Pnman1h-i - - Secuencia del frag-
mento derivada del
E36M38ai (aflp) cose-
gregante con la apos-
poría en P. notatum

Pnmau16h-i - - Secuencia del frag-
mento E35M43pi

(aflp) cosegregan-
te con la aposporía en
P. notatum

Psorc3aj os10g0402200 Subunidad 3 del comple-
jo de reconocimiento del
origen orc3

Secuencia genómica
de P. simplex localiza-
da en el clon de bac
366H1k ligado a la
apomixis correspon-
diente a un pseudo-
gen con homología a
orc3

aPupilli et al. (2004);
bMancini et al. (2018);
cLa presente Tesis;
dPodio (2013);
ePodio et al. (2012a);
fSiena et al. (2014);
gRebozzio et al. (2012);
hMartínez et al. (2003);
iStein et al. (2004, 2007);
j Siena et al. (2016);
kCalderini et al. (2006)
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3.6.1. Anotación de los scaffolds de P. notatum y análisis de sin-

tenía

Los scaffolds de R1 identificados como resultado del análisis descripto anteriormente

se analizaronmediante análisis de blastn utilizando la base de datos delncbi® (organism

= green plants; e-value < 1×10-5; database = genomic+transcript). La selección y

extracción de secuencias codificantes se realizó utilizando las herramientas informáticas

provistas en el grupo de programas Biostrings v2.52.040 y rBLAST v0.99.241 (Pagès et al.,

2017; Hahsler y Nagar, 2015).

Las regiones codificantes de cada scaffold fueron predichas utilizando el programa

Fgenesh© v2.6 de la plataforma Softberry®42 (Solovyev et al., 2006), sobre la base de refe-

rencia de monocotiledóneas. En aquellos casos donde el programa identificó más de un

gen presunto dentro de la misma región, se seleccionó como válido al gen predicho que

generara la proteína con resultados más cercanos a las disponibles en las bases del nc-

bi® (mayor valor de bit score). Las relaciones sinténicas entre los scaffolds de P. notatum

con los cromosomas de arroz se analizaron buscando los genes de arroz ortólogos a cada

uno de los genes identificados mediante búsquedas tblastn contra las bases de plan-

tas del ncbi. Los genes de esta base están indexados con una nomenclatura denominada

locus_tag por lo cual fue necesario realizar una traducción al formato ensebml_gene_id,

que es el sistema de identificación adoptado por la plataforma Gramene. Las conversio-

nes masivas fueron hechas con la herramientaweb davies ©v6.843 (Huang et al., 2009). La

identificación de ortología de secuencias con O. sativa se realizó utilizando la herramien-

ta BioMart de la plataforma Ensembl ©44 (Kasprzyk, 2011) con los siguientes parámetros:

dataset = plant genes 62; ID = gene stable ID; attributes = homologues;

gene = ensembl/gene stable ID; y orthologues = Oryza sativa Japonica Group

orthologues/gene stable ID. En los casos donde el gen consulta correspondió a más

de un gen parálogo de arroz, se seleccionó aquel que estuviera relacionado directamente

con las regiones de interés previamente definidas para los cromosomas 2 y 12 de arroz

(Os2:22.882.165—32.517.155 y Os12::20.005.405—27.529.682). Para cada scaffold examina-

do se calcularon las densidades génicas que presentaban, las proporciones cubiertas por

secuencias génicas e intergénicas, y las longitudes promedio de las secuencias intergé-

nicas (Ecuaciones 3.4 a 3.7). Por otro lado, se utilizaron los transcriptos de P. notatum

40Disponible en www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/Biostrings.html
41Disponible en https://github.com/mhahsler/rBLAST
42Disponible en www.softberry.com/fgenesh
43Disponible en https://david.ncifcrf.gov/
44Disponible en http://ensembl.gramene.org/biomart/martview/
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de la base PnTriAySmod (ver Sección 3.6) para detectar las regiones expresadas dentro de

los scaffolds. Las búsquedas blastn (e-value < 1×10-5) se realizaron usando como secuen-

cia problema los 13.388 transcriptos diferenciales contra las secuencias de los scaffolds

seleccionados. Cada gen predicho de P. notatum fue correspondido con un único trans-

cripto. En el caso de variantes transcripcionales de un mismo gen se seleccionó aquel

transcripto con valores de longitud de cobertura mayores, menor número de errores de

secuencia, y p-value más bajos, dándole prioridad a los transcriptos diferencialmente ex-

presados. Los resultados del blast fueron analizados con los paquetes dplyr v0.8.345 y

tidyr v1.0.046 (Wickham et al., 2015, 2019). Las representaciones gráficas de estos análisis

fueron realizadas mediante un gráfico de segmentos generado con ggplot2.

Densidad génica =
Genes por ensamblado

Long. del ensamblado
(3.4)

Prop. sec. génicas =
Long. del ensamblado cubierta por genes

Long. del ensamblado
(3.5)

Prop. sec. intergénicas = 1− Prop. sec. génicas (3.6)

Long. promedio sec. intergénicas =

n∑

i=1

Long. sec. intergénicai

Cantidad sec. intergénicas
(3.7)

3.6.2. Identificación, análisis y anotación funcional de genes can-

didatos

Los genes de arroz identificados en el mapeo de transcriptos y aquellos detectados

en los scaffolds asociados al acr fueron analizados mediante sus categorías de ontolo-

gía génica (go©47; Ashburner et al., 2000). Los análisis se llevaron a cabo usando la base

org.At.tair.db ©v3.8.248 (Carlson, 2010) de A. thaliana y limitando el escrutinio al cuar-

45Disponible en www.rdocumentation.org/packages/dplyr
46Disponible en www.tidyr.tidyverse.org
47Disponible en http://geneontology.org/
48Disponible en www.bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/org.At.tair.

db.html
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to nivel de la clasificación go mediante el paquete clusterProfiler v3.12.049 (Yu et al.,

2012). En el estudio se utilizaron los identificadores Ensemble ©50 para convertirlos al

correspondiente formato Entrez, requerido por el paquete clusterProfiler. La conver-

sión entre formatos de identificadores génicos se realizó mediante la herramienta web

db2db ©51 (Mudunuri et al., 2009). Los genes ortólogos en arroz con go de interés fue-

ron seleccionados para realizar un análisis de relaciones funcionales en la plataforma

String ©52 (Szklarczyk et al., 2017) lo cual permitió predecir posibles rutas y/o vías en las

cuales los genes candidatos pueden interactuar e interconectarse. Esta herramienta web

correlaciona proteínas por su localización y función a través de enfoques teóricos y ex-

perimentales. Los diagramas de Venn utilizados para la descripción de los resultados se

construyeron con la herramienta web InteractiveVenn ©53 (Heberle et al., 2015).

49Disponible en https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/clusterProfiler.html
50Disponible en www.ensembl.org/index.html
51Disponible en https://biodbnet-abcc.ncifcrf.gov/db/db2db.php
52Disponible en www.string-db.org
53Disponible en www.interactivenn.net
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4. Resultados

4.1. Caracterización del material vegetal y validación

de la asociación entre secuencias del cromosoma

2 de arroz y el acr de P. notatum

4.1.1. Clasificación de los individuos según el modo de reproduc-

ción

Los genotipos parentales y doce individuos de la población F1 fueron analizados en

cuanto a su comportamiento reproductivo con el objetivo de confirmar su clasificación

inicial (Stein et al., 2007). Seis individuos de la población fueron clasificados por prime-

ra vez. Asimismo, otras seis accesiones apomícticas con diferente grado de expresividad

de la apomixis, correspondientes al banco de germoplasma fueron reclasificados (Tabla

4.1). Como se mencionó anteriormente, en P. notatum es relativamente simple distinguir

los sacos embrionarios apospóricos de los meióticos ya que los primeros no poseen antí-

podas, sonmás irregulares con respecto a su forma y pueden encontrarse sacos múltiples

(más de un saco embrionario por ovario en combinación con otros sacos apospóricos o

con uno meiótico). Como criterio de clasificación se consideraron apospóricos tanto a

los individuos que mostraron ovarios con la presencia de sacos apospóricos únicamente

como aquellos que mostraron sacos meióticos y apospóricos (mixtos). Se consideró como

no apospórica (sexual) a toda planta que mostró únicamente sacos de tipo meiótico (de

tipo Polygonum). La clasificación citoembriológica del material vegetal determinó que

la población F1 está compuesta por trece individuos sexuales y cinco apomícticos (Tabla

4.1). En estos últimos se hallaron los tres tipos de ovarios (meióticos, apospóricos y mix-

tos), evidenciándose un alto porcentaje de ovarios mixtos (Figura 4.1). El cálculo de la
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expresión del carácter (Ecuación 3.1) mostró que los híbridos tienen una alta expresión

de la aposporía con valores entre 73,3 y 86,2 %. Los genotipos ensayados correspondien-

tes a diferentes accesiones de P. notatum probaron que Q4117 y cinco de los genotipos

resultaron ser apomícticos con una expresión de la aposporía variable entre 11,2 y 87,2 %

(ver Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Clasificación del material vegetal según su modo de reproducción

Individuo
Repro-
ducción
documen-
tada

Citoembriología Expr. de la
aposporía
( %)

scar

spna2

Clasifi-
caciónOvarios

clasificados
Porcentaje de sacos

sem sea semx

#8 Sex 115 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#32 Sex 101 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#36 Sex 97 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#56 Sex 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#57 Sex 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#58 Sex 109 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#70 Sex 102 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#83 Sex 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#96 Sex 122 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#9 Apo 122 16,39 22,13 61,48 83,61 + Apo
#40 Apo 124 13,71 29,84 56,45 86,29 + Apo
#71 Apo 90 26,67 16,67 56,67 73,33 + Apo
#117 s/c 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#118 s/c 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#119 s/c 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#123 s/c 102 12,75 34,31 52,94 87,25 + Apo
#129 s/c 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
#130 s/c 118 16,10 25,42 58,47 83,90 + Apo
U47 Apo 108 33,33 7,41 59,26 66,67 + Apo
Q4117 Apo 102 12,75 34,31 52,94 87,25 + Apo
Q3775 Apo 100 11,00 35,00 54,00 89,00 + Apo
Q4012 Apo 100 23,00 29,00 48,00 77,00 + Apo
Q3664 Apo 107 88,79 0,93 10,28 11,21 - Apo
Q4064 Apo 100 35,00 15,00 50,00 65,00 + Apo
Q4188 Sex 100 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex
Q4205 Sex 103 100,00 0,00 0,00 0,00 - Sex

sem: porcentaje de sacos embrionarios meióticos respecto al total analizado,
sea: porcentaje de sacos embrionarios apospóricos respecto al total
analizado, “+”: presencia del marcador, “-”: ausencia del marcador, s/c: sin
clasificación, Sex: sexual, Apo: apomíctico.

Las amplificaciones del marcador spna2 resueltas en geles de poliacrilamida mos-

traron el fragmento esperado en los individuos Q3775, Q4012, Q4064, Q4117, U47, #9,
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Pared del ovario

Integumento
externo del óvulo

Integumento
interno del óvulo

Epidermis
de la nucela

SEM

SEA

Núcleos polares

Oósfera

Antípodas

Núcleos polares

Oósfera

Antípodas

Epidermis
de la nucela

Núcleos polares

Aparato del huevo

50 μm

(A)

(B)

(C)

Figura 4.1: Fotografías de clarificados de ovarios de Paspalum notatum del
individuo apomíctico U47 (izquierda) e interpretación de la estructura de los
mismos (derecha). a) ovario mixto con un saco sem —saco embrionario meió-
tico— y un sea —saco embrionario apospórico—; b) ovario sexual; c) ovario
apospórico con cuatro sea.

62



Resultados

#40,#71, #123 y #130 (Figura 4.2). En todos los casos, los resultados de los análisis mo-

leculares fueron coherentes con los estudios citoembriológicos (Tabla 4.1), con la ex-

cepción del genotipo Q3664, apomíctico facultativo con baja expresión de la aposporía

(11,21 %) en el cual no se observó amplificación con el marcador scar spna2.

A partir de estos resultados pudo confirmarse el modo de reproducción del material

vegetal utilizado y se determinó que la población segregante F1 está conformada por 13

individuos sexuales y 5 individuos apomícticos.

4.1.2. Descripción del gen ppi y sus secuencias homólogas

De acuerdo a lo descripto en la Introducción, el clon C932 es uno de los marcadores

localizados en el segmento del Os2 que resultó completamente ligado al locus respon-

sable de la apomixis en P. notatum. El clon corresponde a un fragmento interno del un

gen peptidil-prolil cis/trans isomerasa (ppi, locus os02g0760300) y abarca parcialmente la

secuencia 5’ utr y los cinco exones del gen (Figura 4.3).

A fin de lograr una caracterización de esta secuencia y validar la asociación entre

esta región genómica de arroz y el locus responsable de la apomixis en P. notatum, se

realizó una caracterización estructural de este gen y sus posibles homólogos. La región

codificante completa del locus os02g0760300 fue obtenida a partir de las bases genómicas

del Gramene ©. La secuencia obtenida tiene un largo de 4.478 pb y codifica para una

proteína de 112 aa con un dominio fkbp. La estructura génica se compone de cinco

exones y cuatro intrones de 306, 299, 593 y 320 pb (Figura 4.3). Su secuencia puede

observarse en la Figura a.1.

A partir de esta secuencia se buscaron los genes homólogos/parálogos localizados so-

bre el mismo cromosoma 2 de arroz. Como secuencia problema se utilizó la secuencia co-

dificante cds del gen os02g0760300 en un análisis de blastn en la plataforma Gramene ©

contra la secuencia completa del cromosoma Os2. Este relevamiento detectó un total

de ocho genes ppis, cuatro en la región subtelomérica del brazo corto, uno en la región

pericentromérica y tres en la región subtelomérica del brazo largo (Tabla 4.2). En este

análisis se detectaron dos genes similares flanqueantes a os02g0760300 (os02g0751600

y os02g0761100) muy cercanos físicamente que podrían corresponder a duplicaciones.

Las búsquedas de los dominios conservados en las proteínas predichas y los aná-

lisis de la estructura génica evidenciaron que probablemente estos genes no corres-
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♀ ♀ ♀ ♀ ♀ ♂ ♂ ♂ ♂ 8 32 9 40 70 83

Sex Apo Sex Apo Sex

182 pb

Figura 4.2: Patrón de amplificación sobre adng de los parentales y parte de
la población utilizando los cebadores del scar spna2 resuelto en un gel de
acrilamida. ♀: parental femenino (Q4188); ♂: parental masculino (Q4117).
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Figura 4.3: Esquema de la estructura del gen ppi de Oryza sativa

os02g0760300. Se observan los cinco exones del gen, representados con ca-
jas negras, y los cuatro intrones del gen, representados con líneas negras. En
gris se representan las regiones utr. El clon C932 (línea violeta) hibrida par-
cialmente en la región 5’ utr y prácticamente en la totalidad de la región co-
dificante. El dominio fkbp de la proteína (señalado en naranja) se encuentra
codificado únicamente en los primeros dos exones del gen.

Tabla 4.2: Genes ppis identificados en el cromosoma 2 de Oryza sativa

ID Locación genómica Largo
del adng
(pb)

Intrones Largo de
proteína
(aa)

Dominios

os02g0117600 2:924.542-926.386 1.845 3 242 fkbp
os02g0121300 2:1.116.066-1.116.952 887 11 172 Cicloflina
os02g0168700 2:3.711.186-3.713.407 2.222 7 213 fkbp
os02g0199300 2:5.567.953-5.569.801 1.849 6 211 fkbp
os02g0491400 2:17.156.517-17.160.895 4.379 5 682 (fkbp) × 3, tpr1
os02g0751600 2:31.591.221-31.593.106 1.886 9 230 fkbp
os02g0760300 2:32.017.761-32.019.838 2.078 4 112 fkbp
os02g0761100 2:32.047.766-32.052.300 4.535 0 413 fkbp, tpr2
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Figura 4.4: Esquema de las estructuras de las proteínas ppiasas detectadas
sobre el cromosoma Os2 de Oryza sativa y sus dominios conservados según
el Pfam

Tabla 4.3: Resultados del blastn utilizando como secuencia problema el gen
os02g0760300 deOryza sativa contra las bases génicas deArabidopsis thaliana,
Sorghum bicolor, Setaria italica, Brachypodium distachyon y Zea mays

Especie Secuencia identificada E-value %ID

A. thaliana fkbp12(at5g64350) 1,70e-17 92,60
S. bicolor sorbi_3004g306200 2,30e-25 90,86
S. italica setit_018759mg 4,70e-19 95,24
B. distachyon bradi_3g58255v3 1,30e-24 90,60
Z. mays zm00001d018134 1,10e-23 98,40

ponden a parálogos del gen os02g0760300 debido a que todos difieren en número de

exones/intrones, presentan distinto número de copias del dominio fkbp, y en casos par-

ticulares (os02g0491400 y os02g0761100), codifican para dominios adicionales de repe-

ticiones tetratricopeptídicas (tpr, ver Figura 4.4). Estos resultados indican que estas

proteínas derivarían de genes diferentes, la mayoría de los cuales comparte el dominio

fkbp pero que tendrían funciones diferentes.

Posteriormente, se realizó un análisis similar en los genomas de A. thaliana, B. dis-

tachyon, S. bicolor, S. italica, y Z. mays. A partir de esto se encontraron genes de copia

única ortólogos a la ppi os02g0760300 en A. thaliana y en las cuatro especies gramíneas,

todos ellos con altos porcentajes de identidad de secuencia (> 90,50 %) y bajos e-vaules

(< 1×10-17; Tabla 4.3). Tanto la estructura génica, como el largo de la secuencia peptí-

dica que codifican, incluidos los dominios fkbp, se encontraron altamente conservados

(Tabla 4.4). El estudio de la filogenia de las secuencias adnc de estos genes definió un

grupo específico formado por las secuencias de B. distachyon, S. bicolor, S. italica, y Z.

mays (especies de gramíneas más cercanas a P. notatum) separado de las secuencias de

arroz y de A. thaliana (Figura 4.5).
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Tabla 4.4: Proteínas similares a la ppiasa de Oryza sativa en Arabidopsis tha-

liana, Sorghum bicolor, Setaria italica, Brachypodium distachyon y Zea mays

ID Especie
Locación
genómica

Largo
del
adng
(pb)

Intrones
Largo de
proteína
(aa)

Domi-
nios

os02g0760300 O. Sativa
2:32.017.761-
32.019.838

2.078 4 112 fkbp

at5g64350
A.

thaliana

5:25.734.590-
25.736.145

1.556 4 112 fkbp

sorbi_3004g306200 S. bicolor
4:64.451.754-
64.453.755

2.002 4 112 fkbp

setit_018759mg S. italica
1:38.825.135-
38.827.229

2.095 4 112 fkbp

bradi_3g58255v3
B.

distachyon

3:57.589.902-
57.593.169

3.268 5 200 fkbp

zm00001d018134 Z. mays
5:215.050.035-
215.052.015

1.981 4 112 fkbp

Figura 4.5: Filogenia de transcriptos (adnc) ortólogos a la ppi deOryza sativa
correspondientes a Arabidopsis thaliana y a cuatro especies de gramíneas. Es-
cala expresada en distancia, que representa la proporción de diferencias entre
secuencias.
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Tabla 4.5: Transcriptos del genotipo sexual y apomíctico de Paspalum nota-

tum con similitud de secuencias al gen ppi de Oryza sativa expresados durante
el desarrollo floral

Base Isotig Isogroup
Largo
(pb)

Score
(bits)

E-
Value

Codificación

Sexual

isotig01380 (ppi sex)

isogroup00104

3.113 333 6e-91 Proteína
canónica de
arroz de 112
aa con
dominio
fkbp

isotig01381 (ppi sex2) 2.675 333 6e-91

isotig01382 (ppi sex3) 2.594 333 6e-91

isotig01383 (ppi sex4) 2.204 333 6e-91

isotig01385 (ppi sex5) 1.471 333 6e-91

Apomíctica
isotig35750 (ppi apo) isogroup25305 631 325 2e-88

isotig33823 (ppi qim) isogroup23378 683 240 8e-69
Dominio
fkbp y dnaj

isotig32671 (ppi ps) isogroup22226 716 82 4e-15 Sin dominios

4.1.3. Identificación de transcriptos de ppis expresados durante

el desarrollo reproductivo de P. notatum y su relación con

la apomixis

Con el objetivo de validar experimentalmente la localización del gen ppi del tipo fkbp

en el acr de P. notatum, la secuencia codificante (cds) del locus os02g0760300 fue utili-

zada como secuencia problema en análisis blastn sobre las bases sexuales y apomícticas

del transcriptoma de referencia del desarrollo reproductivo de P. notatum (Ortiz et al.,

2017). El análisis detectó cinco secuencias expresadas en el individuo sexual y tres se-

cuencias expresadas en el individuo apomíctico (Tabla 4.5). Los transcriptos detectados

en el genotipo sexual pertenecen al mismo isogroup (gen), por lo cual representarían va-

riantes alélicas o de procesamiento postranscripcional (splicing) de un mismo gen. Las

longitudes de los cinco transcriptos variaron entre 1.471 y 3.113 pb, y las diferencias

radicaron fundamentalmente en el extremo 5➫. En todos los casos las secuencias codi-

ficaron para la proteína ppiasa de 112 aa predicha por el gen de arroz mostrando un

dominio fkbp íntegro (Figura 4.6). Estos resultados indican que las secuencias del iso-

group00104 corresponden a los transcriptos derivados del gen ppi de P. notatum ortólogo

a os02g0760300.

A diferencia de los transcriptos sexuales, todos los transcriptos hallados en el trans-

criptoma apomíctico parecen derivar de diferentes genes (Tabla 4.5). La identificación

de los marcos de lectura y dominios conservados mostró que solo uno de ellos (el iso-
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FKBP

FKBP

FKBP

FKBP

FKBP

FKBP

FKBPDNAJ

ppi sex

ppi sex2

ppi sex3

ppi sex4

ppi sex5

ppi apo

ppi quim

ppi ps 500 aa

Codón de inicio

Codón de finalización

Dominio

Dominio truncado

Figura 4.6: Transcriptos con similitud de secuencias al gen ppi deOryza sati-
va expresados durante el desarrollo floral de P. notatum en un individuo sexual
y uno apomíctico. Los dominios conservados fueron detectados con Pfam.

tig35750, denominado ppi apo) codifica para una proteína ppiasa similar a la forma de

arroz de 112 aa con dominio fkbp. El transcripto isotig32671 no mostró codificación para

ningún dominio conservado y el análisis de sus marcos de lectura evidenció la presen-

cia de numerosos codones de terminación que impedirían la traducción a una proteína

funcional. Dada estas características este transcripto fue considerado como derivado de

un pseudogen no codificante para proteínas (ppi ps). El tercer transcripto, isotig33823,

presentó homología desde el primero hasta el cuarto exón del gen de arroz y un domi-

nio fkbp truncado que se interrumpe a partir del nucleótido 294. A partir de este sitio,

el transcripto presenta homología con secuencias codificantes para un dominio dnaj

presente en chaperonas, conformando así un transcripto codificante para una supuesta

proteína quimérica conteniendo dos dominios incompletos: fkbp y dnaj. A esta secuen-

cia se la denominó ppi qim.

El análisis filogenético de estos transcriptos, utilizando como grupo externo al gen

ppi ortólogo de A. thaliana (representado en la Figura 4.7), separó a los transcriptos de

P. notatum en un mismo grupo, distanciándolos de las secuencias de los modelos de refe-

rencia. Por su carácter de pseudogen, ppi ps fue distanciado del resto de los transcriptos,

mientras que ppi sex, ppi sex2, ppi sex3, ppi sex4, ppi sex5 y ppi apo fueron ubicados en

el mismo subgrupo.

Estos resultados muestran que en el transcriptoma del genotipo sexual se expresan

cinco transcriptos derivados de un gen ppi altamente similares al codificado por el gen

de arroz (os02g0760300). Sin embargo, en el transcriptoma del genotipo apomíctico, se

expresa solo un transcripto codificante para ppiasa similar a la forma de arroz (aunque

con un extremo 5’ utr más corto), una forma truncada de la proteína y un presunto

transcripto codificante para una proteína quimérica.
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0.10

Figura 4.7: Árbol filogenético de las secuencias codificantes de los transcrip-
tos sexuales y apomícticos de Paspalum notatum con homología con secuen-
cias del gen ppi de arroz. Se utilizó como grupo externo al gen ortólogo en
Arabidopsis thaliana. Escala expresada en distancia, que representa la propor-
ción de diferencias entre secuencias.

4.1.4. Detección del gen ppi localizado en el acr de P. notatum

La estrategia para poder determinar cuál de los transcriptos que se expresan en P. no-

tatum corresponde al gen que está ligado al acr se basó en diseñar cebadores específicos

para las formas ppi sex (representante de los transcriptos sexuales), ppi apo, ppi ps y ppi

qim y ensayarlos sobre muestras de adn de Q4188 (sexual) y Q4117 (apomíctico). Como

se mencionó en la introducción estos dos genotipos de P. notatum han sido ampliamente

estudiados y se dispone de una población de mapeo segregante por el modo de repro-

ducción, generada por el cruzamiento entre ambos. En la Figura 4.8 se esquematizan los

cuatro transcriptos bajo estudio y se detalla la localización de los dos pares de cebadores

específicos diseñados para cada uno, los probables sitios de inserción de intrones, y los

tamaños estimados de los mismos, considerando las longitudes de los intrones del gen

de arroz como referencia. La secuencia de los cebadores se muestra en la Tabla 3.2.

La detección del ligamiento con el acr se realizó en dos etapas. Primero, se ensa-

yaron los cebadores de la Tabla 3.2 sobre adn de los genotipos parentales: Q4188 y

Q4177 y de grupos formados in vitro de plantas F1 sexuales (gs) y apomícticas (ga), se-

gún se describe en Materiales y Métodos (pág. 45). Segundo, los marcadores que resulta-

ron polimórficos entre los progenitores y ambos grupos fueron ensayados sobre los 18

individuos F1 de la población segregante. Las condiciones experimentales como las tem-

peraturas de apareamiento y condiciones de la electroforesis fueron ajustadas en cada

caso. Los resultados obtenidos en el análisis de segregantes en grupo se observan en la

Tabla 4.6. Seis de las ocho combinaciones ensayadas mostraron patrones polimórficos
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Figura 4.8: Localización de los cebadores específicos para la amplificación
por pcr de las secuencias codificantes correspondientes a los transcriptos si-
milares a ppi expresados en el transcriptoma floral de Paspalum notatum

de amplificación entre ambos genotipos, pero sólo el par de cebadores ppi apo 1 (direc-

to: 5’—ccggtcgcagtacaacagaa—3’; reverso: 5’—tttctggacagatcacgatcc—3’)mostró

una banda polimórfica en el parental apomíctico que se mantuvo en el ga (Figura 4.9).

La amplificación de este transcripto sobre ambos genotipos parentales mostró una ban-

da de 520 pb, presente en ambos genotipos, denominada Bm (por Banda monomórfica) y

una banda de aproximadamente 540 pb, solo en el genotipo apomíctico, denominada Bi,

por Banda informativa (Figura 4.9a). El mismo ensayo sobre adn de los 18 individuos

F1 de la población corroboró el ligamiento completo de la banda Bi al carácter apomixis

(Figura 4.9c).

El mismo análisis llevado a cabo en un grupo de cinco accesiones apomícticas (Q3664,

Q3775, Q4012, Q4064 y U47) y un genotipo sexual (Q4205) corroboró la presencia de la

banda Bi en cuatro accesiones apomícticas y su ausencia en el genotipo sexual. El ge-

notipo Q3664, con 11,21 % de sacos apospóricos, fue el único individuo apomíctico que

no presentó el marcador Bi (Figura 4.9b). Este individuo apomíctico de origen expe-

rimental, podría ser un recombinante para el acr, ya que no presenta ninguno de los

marcadores ligados a la apomixis detectados en otros genotipos de la especie (Juan Pa-

blo A. Ortiz, comunicación personal).

Cabe aclarar que si bien las combinaciones de cebadores para ppiqim y ppi ps ensa-

yadas mostraron patrones polimórficos, en general se obtuvieron patrones inespecíficos

con muchas bandas y en ningún caso se obtuvieron amplicones del tamaño esperado

calculado considerando el tamaño de los intrones del gen de arroz.
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Figura 4.9: Patrón de amplificación sobre adng utilizando la combinación de
cebadores ppi apo 1. a) Análisis de segregantes en grupo. b) Genotipos de P.
notatum con diferente expresividad de la aposporía. c) Genotipos parentales
y muestra de la población segregante F1. ♀: parental femenino (Q4188); ♂:
parental masculino (Q4117).

Tabla 4.6: Condiciones y resultados de las amplificaciones por pcr

Transcripto
a amplificar

Par de ce-
badores

Ta

(°C)
Gel de
agarosa
( %)

Cantidad
de bandas
detectadas

Polimorfismo
entre proge-
nitores

Cosegregación
con la aposporía
en bsa

ppi qim
ppi qim-1 57 2,5 5 Si No
ppi qim-2 54,3 2,5 4 Si No

ppi ps
ppi ps-1 59 2,5 9 Si No
ppi ps-2 59 2,5 4 Si No

ppi sex
ppi sex-1 57,8 1,5 2 No -
ppi sex-2 57,8 1,5 2 No -

ppi apo
ppi apo-1 59 3,5 2 Si Si
ppi apo-2 58,5 2,5 10 Si No

Ta: temperatura de apareamiento; bsa: análisis de segregantes en grupo
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4.1.5. Análisis de las secuencias ppi ligadas al acr

Con el fin de determinar la identidad de las bandas generadas a partir de la amplifi-

cación de la secuencia ppi apo, las bandas Bm y Bi fueron extraídas de los geles, clonadas

y secuenciadas (Figura 4.10). Un total de 16 clones: tres clones Bm provenientes de las

amplificaciones de cada uno de los parentales (Q4188 y Q4117) y diez bandas Bi ampli-

ficadas del parental apomíctico fueron utilizadas para construir las secuencias consenso

de cada tipo. Para definir la secuencia de la banda Bm se realizaron dos consensos pri-

marios; por un lado, se alinearon las tres secuencias del parental sexual para definir el

consenso Bm♀ y, del mismo modo, se utilizaron las secuencias del parental apomíctico

para definir un consenso Bm♂. Las secuencias Bm♀ y Bm♂ resultaron equivalentes, lo

cual corroboró que las reacciones de pcr amplificaron en ambos parentales el mismo

fragmento de 521 pb que denominamos Bm. El consenso de la secuencia Bi resultó de

un largo de 536 pb. Luego de esto se realizó un alineamiento entre las bandas Bm y Bi, y

entre éstas y las secuencias ppis expresadas en el transcriptoma. El alineamiento mostró

que las secuencias amplificadas Bm y Bi se diferencian en tres regiones delimitadas por

las posiciones 47-61 (región 1), 303-304 (región 2), y 356-365 (región 3) referenciadas a la

secuencia Bi (Figura 4.11a). La región 1 está posicionada dentro del 5’ utr del trans-

cripto ppi apo, mientras que la 2 y la 3 corresponden a regiones localizadas dentro del

primer intrón del gen.

El alineamiento de Bm y Bi con los transcriptos en estudio determinó que ambos

fragmentos son homólogos a un segmento del extremo 5’ de los transcriptos ppi sex y

ppi apo, respectivamente, e incluyen secuencias correspondientes al primer intrón del

gen (Figura 4.11b). En particular, Bm se apila de forma exacta con los extremos 5’ de

los transcriptos ppi sex y ppi apo (ver detalle del alineamiento en la Figura 4.11c). Este

resultado era el esperado, ya que ambos transcriptos son similares en esa región. Sin em-

bargo, el fragmento Bi, presentó una homología exacta con el extremo 5➫del transcripto

ppi qim a partir del nucleótido 29 (Figura 4.11c). Ppi qim —y Bi— presentan idénti-

cas mutaciones de bases en los nucleótidos 44, 73 y 110 (posiciones referenciadas a la

secuencia Bi). Estos cambios de bases están señalados con asteriscos en la Figura 4.11c.

Otra distinción de ppi qim y Bi es que presentan una inserción de 14 pb en el 5’ utr

que los diferencia de los restantes transcriptos (señalada como región 1 en las Figuras

4.11a y c). Todo esto indica que si bien se utilizaron cebadores específicos diseñados

sobre la secuencia del transcripto ppi apo, se logró amplificar sobre adn genómico un

fragmento correspondiente a dicho gen (Bm) y una segunda banda correspondiente al

extremo 5➫ del gen ppi qim (Bi). Estos resultados muestran que la secuencia ligada al
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Figura 4.10: Resultado de las digestiones con EcoRi de diez vectores de clo-
nación pgem©-T Easy. Los insertos que se muestran corresponden a las bandas
Bm y Bi amplificadas desde el parental apomíctico (Q4117). La calle ppi apo
1 (♂) contiene ambas bandas Bm y Bi amplificadas desde adng del parental
apomíctico utilizando el par de cebadores ppi apo 1.

acr correspondería al extremo 5’ del gen codificante para ppi qim, una forma alterada

del gen canónico presente tanto en la forma sexual (ppi sex 1-5) como en la apomíctica

(ppi apo).

4.1.6. El transcripto ppi qim, su relación con el acr y su expre-

sión durante el desarrollo reproductivo en P. notatum

Como se mencionó anteriormente el transcripto ppi qim está compuesto por los

cuatro primeros exones con homología al gen ppi fkbp y luego por la secuencia corres-

pondiente a los últimos cuatro exones con homología a genes de chaperonas de tipo dnaj

(Figura 4.8). Sobre la secuencia del transcripto ppi qim, esquematizada en la Figura

4.12, se marcó el fragmento correspondiente al gen ppi y el del segmento correspondien-

te a gen dnaj .

Es importante señalar que en arroz se puede observar el locus os02g0760000, que

codifica para una proteína de tipo dnaj, ubicado a 13,6 Kpb corriente arriba del gen ca-

nónico ppi (os02g0760300). La presencia de un transcripto quimérico de este tipo podría

deberse a: i) al resultado de un rearreglo cromosómico que resultó en una fusión génica
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Figura 4.11: Alineamientos de transcriptos ppis de Paspalum notatum y am-
plicones secuenciados. a) Apilamiento de las secuencias consenso de los frag-
mentos Bm y Bi donde se aprecian las tres regiones que las diferencian. b)
Apilamiento de los transcriptos con los fragmentos de adng secuenciados re-
vela que tanto Bm como Bi contienen secuencias correspondientes al primer
intrón del gen ppi de P. notatum. c) Ampliación del apilamiento: se destacan
con asteriscos las bases que son exclusivas de las secuencias Bi y ppi qim
correspondientes al 5’ utr y que son diferentes de las secuencias restantes.
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ppi
dnaj

Figura 4.12: Secuencia del transcripto ppi qim y cebadores de las Combi-

naciones 1 y 2 para amplificar segmentos específicos. Se indica en negro el
segmento con homología al gen ppi de Oryza sativa (os02g0760300) y en gris
el segmento con homología al gen dnaj (os02g0760000).

Tabla 4.7: Cebadores diseñados para la amplificación específica del gen ppi
qim desde adn y adnc

Par de cebadores Secuencia Producto estima-
do adn (pb)

Producto estima-
do adnc (pb)

Combinación 1
Directo: ATCCGTCGAGTCCAGGAGAC

1.474 345
Reverso: TGGACCTGATCGTCTCCTCC

Combinación 2
Directo: ATCCGTCGAGTCCAGGAGAC

2.796 537
Reverso: TTGTGCCGGTTCAGGTAGTC

(Roy et al., 2016; Roytberg et al., 2002) o bien, ii) a un mecanismo que altera la transcrip-

ción y genera un producto quimérico entre dos genes adyacentes (Li y Elfman, 2020).

Dada esta situación, se diseñaron cebadores específicos sobre la región 1 (presente en Bi

y ppi qim) y sobre dos sectores diferentes del dominio dnaj de ppi qim. En la Figura

4.12 se esquematiza la secuencia en estudio y los cebadores diseñados. En la Tabla 4.7

se observan las combinaciones de cebadores ensayadas y sus correspondientes produc-

tos de amplificación sobre adn y adnc. Se diseñó un único cebador directo específico

que hibrida sobre la región 1 y dos cebadores reversos uno sobre el segundo exón y otro

sobre el quinto exón del dominio dnaj. Se estimó la longitud de los amplicones sobre

adn considerando el largo de los intrones de los genes de arroz.

Los cebadores de la combinación 1, no generaron productos de amplificación en nin-

guna de las condiciones ensayadas usando como molde tanto adn como adnc. Por otro

lado, la combinación 2 no produjo bandas de amplificación cuando se empleó como mol-
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de el adn de los genotipos Q4188 y Q4117. En general, se obtuvieron patrones de bandas

inespecíficos y no reproducibles, para todas las condiciones testeadas. Por lo tanto, no se

pudo corroborar la presencia del gen quimérico con la estructura esperada en el adn de

P. notatum. Sin embargo, cuando se ensayó la amplificación con la combinación 2 sobre

el adnc obtenido a partir del arn extraído en tres estadios del desarrollo floral, se obtuvo

una única banda del peso molecular esperado únicamente presente en las muestras de

Q4117. A esta banda se la denominó Biadnc (Figura 4.13).

El resultado obtenido indica que el trascripto quimérico ppi qim se expresa en los

estadíos de meiosis y antesis durante el desarrollo apomíctico y que correspondería a

un arn quimérico generado probablemente por un procesamiento postranscripcional de

uno (cis-splicing) o dos transcriptos (trans-splicing) primarios desconocidos.

Posteriormente, las bandas Biadnc fueron cortadas de los geles y clonadas. Se reali-

zaron minipreparaciones plasmídicas de varias colonias recombinantes y se chequeó la

presencia del inserto con los cebadores del M13 (Figura 4.14). Las muestras conteniendo

el inserto del peso molecular esperado fueron enviadas a secuenciar y se corroboró en

todos los casos la identidad de la secuencia. El fragmento Biadnc corresponde a 536 pb

contenidos en el transcripto ppi qim como se observa en el alineamiento de la Figura

4.15.

Los resultados obtenidos indican que una secuencia correspondiente al extremo 5➫

del gen ppi ortólogo al gen de arroz os02g0760300, se encuentra ligado al acr de P. nota-

tum, y expresa un transcripto quimérico formado por un segmento del propio gen y de

uno adyacente (en referencia al genoma de arroz). Este ligamiento confirma la asociación

entre el segmento del cromosoma 2 de arroz bajo estudio con la región responsable de

la apomixis y la hipótesis de que, en P. notatum, esta región corresponde a un segmento

cromosómico híbrido formado por bloques de los cromosomas Os2 y Os12 (Pupilli et al.,

2004). A su vez, la expresión de un transcripto quimérico específico del desarrollo apo-

míctico derivado de este gen concuerda con estudios previos que muestran la expresión

de transcriptos no codificantes derivados del acr (Polegri et al., 2010; Mancini et al., 2018;

Ochogavía et al., 2018). Asimismo, este transcripto quimérico podría ser codificante pa-

ra una proteína putativa novel con funciones desconocidas que participaría durante el

desarrollo apomíctico.

Estas características justifican estudios detallados sobre la conservación de estas re-

giones genómicas durante la especiación de las gramíneas y si esta estructura genómica

es la responsable del surgimiento de la apomixis en la especie.
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Figura 4.13: Patrón de amplificación sobre adnc de tres estadíos del desarro-
llo floral de los genotipos Q4188 (sexual) y Q4117 (apomíctico) de Paspalum
notatum. a)Amplificación utilizando la combinación 2 de cebadores diseñados
específicamente para el gen ppi qim. Se observa la amplificación de la ban-
da Biadnc unicamente en el genotipo apomíctico para los estadíos de meiosis
y antesis. b) Amplificación del gen de referencia β-tubulina. B: blanco; Mei:
estadio de meiosis; Post: estadio postmeiosis; Ant: estadio de antesis.
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Figura 4.14: Amplificaciones con los cebadores directo e inverso del M13
sobre los siete plásmidos obtenidos por minipreparaciones de clones recombi-
nantes para la banda Biadnc. Los insertos corresponden al fragmento Biadnc
proviente de reacciones de pcr sobre adnc del parental apomíctico (Q4117)
extraídos de espiguillas de dos etapas reproductivas diferentes: meiosis, y an-
tesis. La muestra 3 fue descartada ya que su inserto no tuvo el peso esperado.
Las seis muestras restantes fueron enviadas a secuenciar.

Figura 4.15: Alineamientos del fragmento Biadnc, obtenido por amplifica-
ción de adnc de tejidos reproductivos de Paspalum notatum, y las secuencias
correspondientes al transcripto ppi qim, y a los fragmentos Bm y Bi.
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4.2. Análisis de macro y microsintenía de las regiones

cromosómicas de arroz asociadas al acr de P. no-

tatum

4.2.1. Comparación con B. distachyon, S. italica y S. bicolor

Con el objetivo de estudiar la estructura y conservación de las regiones cromosómicas

de arroz que fueron asociadas a la apomixis en P. notatum (Pupilli et al., 2004; Podio et al.,

2012a y esta Tesis), se realizaron estudios de macrosintenía entre los segmentos de los

cromosomas de arroz (2 y 12) y sus correspondientes homólogos de B. distachyon (Bd), S.

italica (Si) y S. bicolor (Sb), a fin de validar la metodología y determinar específicamente

las regiones de interés. Los genomas completos de estas especies de referencia se tomaron

a partir de bases de datos públicas como Gramene ©1, ncbi®2 y el Rice Genome Annotation

Project ©3. Dado que S. italica y S. bicolor (Panicoideas) se encuentran filogenéticamente

más cercanos a P. notatum, se estima que los genomas de estas especies representan

mejor a los sectores que están siendo analizados de P. notatum.

La congruencia entre las estructuras cromosómicas de las distintas especies se de-

terminó calculando los porcentajes de homología de los cromosomas Os2 y Os12 y sus

homólogos de las otras especies utilizando la Ecuación 3.2, según se describe en Mate-

riales y métodos. En todos los casos se obtuvieron los resultados esperados de acuerdo

a la literatura previa (Bolot et al., 2009; Brutnell et al., 2015). Brevemente, el cromosoma

Os2 mostró alta homología con los cromosomas 4 (Sb4), 1 (Si1) y 3 (Bd3) de S. bicolor, S.

italica y B. distachyon, respectivamente, con porcentajes de homología génica del 85,83;

86,26 y 87,59 %, respectivamente. Por otro lado, el Os12 presentó homología con el 8 de

S. bicolor (Sb8) y 4 de B. distachyon (Bd4), con porcentajes de 61,14 y 81,85 %, respecti-

vamente. Asimismo, con S. italica mostró homología con el cromosoma 3 (Si3) con un

49,09 % y en menor proporción con el cromosoma 7 (Si7) con un 28,69 % (Tabla 4.8).

Estos primeros resultados mostraron que el segmento correspondiente al Os2 fue más

conservado durante la especiación que el correspondiente al Os12. Además, debido a que

en este estudio se analizaron las secuencias génicas codificantes (cds), el ordenamiento

de los genes nos permitió definir la conservación en el orden génico (microcolinearidad)

1Disponible en http://www.gramene.org/
2Disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
3Disponible en http://rice.plantbiology.msu.edu/
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mientras que la orientación de los mismos contribuyó a inferir posibles regiones que

presentan inversiones respecto al arroz. En los gráficos de la Figura 4.16 se muestran

las homologías detectadas entre los cromosomas Os2 (a) y Os12 (b) en pares de bases

sobre el eje x, y sus correspondientes homólogos de sorgo sobre el eje y.

Es interesante destacar que Os2 conserva la microsintenía con el Sb4 en la mayor

parte de su extensión (Tabla 4.9). Sin embargo, la sintenía se pierde en dos segmen-

tos: una región de 16,7 Mpb en las zonas pericentroméricas del Sb4 (Sb4:20.672.482—

37.410.299); y en una inversión de 6,5 Mpb en la porción subtelomérica del brazo largo

del Sb4 (Sb4:57.822.066—64.350.995; Figura 4.16a). Por otro lado, el Sb8 mantiene la sin-

tenía respecto al Os12 a excepción de dos regiones: un segmento de 2 Mpb del brazo

corto donde la macrosintenía se pierde por estar invertido (Sb8:892.268—2.903.619); y

un segmento de 24,6 Mpb localizado en las regiones pericentroméricas del cromosoma

(Sb8:19.305.118—43.917.195; Figura 4.16b).

El análisis de sintenía con S. italicamostró una alta conservación de la microsintenía

en toda la extensión del cromosoma Si1 respecto al cromosoma Os2. La macrosinte-

nía también está conservada. Sin embargo, en la región distal del brazo corto del Si1,

se observó una alteración de la misma de 9,8 Mpb producto de una inversión cromo-

sómica (Si1:525.324—10.389.742; Figura 4.17a). Esta especie mostró dos cromosomas

con porcentajes de homología altos con el Os12 (el Si7 y el Si3; Tabla 4.8). Los análi-

sis de sintenía revelaron que el 19,7 % del Os12, ubicado en la región subtelomérica del

brazo corto (Os12:1—5.455.305), es sinténico con el cromosoma Si7 en el extremo distal

de su brazo largo (Si7:30.896.441—35.920.686). Este segmento del Si7 contiene dos in-

versiones con microsintenías conservadas respecto al arroz: Si7:32.517.666—34.063.740

y Si7:35.538.921—35.910.715 (Tabla 4.9). Sin embargo, la mayor parte de la longitud del

Os12 (80,3 %; Os12:5.569.644—27.518.105) es sinténica con el Si3, donde la microsintenía

está conservada y la macrosintenía se encuentra parcialmente alterada. La relación en-

tre ambos cromosomas puede describirse como una deleción de los primeros 5,4 Mpb del

Os12 (Os12:0—5.475.227) y un gran segmento de 21,1 Mpb (Os12:5.475.227—27.513.968)

donde la sintenía se encuentra alterada por: i) una inserción de 26,5 Mpb, localizada en

Si3:6.425.432—32.926.911; ii) una translocación entre dos segmentos de 2,0 Mpb (inverti-

do) y 2,7 Mpb, localizados en Si3:33.34.160.630—35.360.943 y Si3:35.459.507—38.187.152,

respectivamente; y iii) tres inversiones de 1,0; 5,7 y 0,8 Mpb ubicadas en las posiciones

Si3:5.442.516—6.425.432, Si3:40.880.840—46.583.732 y Si3:48.840.921—49.674.308, respec-

tivamente (Tabla 4.9; Figura 4.17b).
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Tabla 4.8: Cantidad de genes ortólogos detectados sobre los cromosomas
de Sorghum bicolor, Setaria italica y Brachypodium distachyon y porcentaje de
homología

Cromosoma
N° de genes con

homología al
Os2

Homología con
el Os2 ( %)

N° de genes con
homología al

Os12

Homología con
el Os12 ( %)

Sb1 67 2,78 40 3,73
Sb2 62 2,58 54 5,03
Sb3 51 2,12 46 4,29
Sb4 2.066 85,83† 23 2,14
Sb5 29 1,20 184 17,15
Sb6 34 1,41 14 1,30
Sb7 22 0,91 19 1,77
Sb8 17 0,71 656 61,14‡

Sb9 25 1,04 29 2,70
Sb10 34 1,41 8 0,75
Total 2.407 100,00 1.073 100,00

Si1 2.046 86,26† 25 2,28
Si2 33 1,39 33 3,01
Si3 35 1,48 539 49,09‡

Si4 58 2,45 32 2,91
Si5 53 2,23 40 3,64
Si6 38 1,60 40 3,64
Si7 45 1,90 315 28,69
Si8 22 0,93 56 5,10
Si9 42 1,77 18 1,64
Total 2.372 100,00 1.098 100,00

Bd1 137 5,82 72 6,88
Bd2 77 3,27 59 5,64
Bd3 2.061 87,59† 48 4,58
Bd4 51 2,17 857 81,85‡

Bd5 27 1,15 11 1,05
Total 2.353 100,00 1.047 100,00

†Mayor porcentaje de homólogos a genes del Os2
‡Mayor porcentaje de homólogos a genes del Os12
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(A)

(B)

Fragmentos orientados

Fragmentos invertidos

Regiones centroméricas

Figura 4.16: Análisis de sintenía entre los cromosomas de Sorghum bicolor

ortólogos al Os2 y Os12 de Oryza sativa. Cada punto representa un par de ge-
nes ortólogos. El eje x corresponde a la localización cromosómica de cada gen
de O. sativa, mientras que el eje y corresponde a la localización cromosómica
en S. bicolor. a) Relaciones sinténicas entre el Os2 y Sb4. b) Relaciones sinté-
nicas entre el Os12 y Sb8. Las inversiones se muestran como una secuencia de
puntos con localizaciones crecientes en O. sativa y decrecientes en S. bicolor

y están indicadas en negro.
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Tabla 4.9: Análisis de sintenía entre los cromosomas de Sorghum bicolor,
Setaria italica y Brachypodium distachyon ortólogos al Os2 y Os12 de Oryza
sativa

Especie de
comparación

Cromosoma Os2 Cromosoma Os12

Crom.
ortólogo

Regiones
en crom.
ortólogo
(Mpb)

Regiones
en O. sativa

(Mpb)

Crom.
ortólogo

Regiones
en crom.
ortólogo
(Mpb)

Regiones
en O. sativa

(Mpb)

S. bicolor
Sb4
(85,83 %)

0,0–20,8 0,0–11,0

Sb8
(61,14 %)

0,0–1,0 0,0–0,8
38,0–57,8 15,5–25,6 2,9–1,0† 0,8–2,2
64,3–57,8† 25,6–32,9 2,9–19,4 2,2–8,1
64,3–68,8 32,9–36,1 44,0–53,1 17,1–20,0

54,5–62,6 22,0–27,5

S. italica

Si1
(86,26 %)

0,0–0,5 0,0–0,5
Si7
(28,69 %

35,9–35,5† 0,0–0,6
10,3–0,5† 0,5–10,0 34,0–35,4 0,6–2,6
10,3–15,3 10,0–13,2 34,0–32,5† 2,7–5,4
19,8–42,0 15,0–36,1

Si3
(49,09 %)

6,4–5,4† 5,5–8,9
32,9–33,6 8,9–10,0
35,4–38,1 10,5–11,5
35,3–33,3† 12,3–14,8
38,3–40,7 15,1–17,9
46,5–40,8† 18,0–23,6
46,5–48,8 23,6–25,8
48,8–49,6† 25,8–26,6
49,7–50,6 26,6–27,4

B.

distachyon

Bd3
(87,59 %)

0,0–11,1 0,0–15,3
Bd4
(81,85 %)

48,4–43,6† 0,0–11,1
44,1–54,0 15,6–29,8 31,8–28,5‡ 0,0–2,3
58,8–55,9† 30,3–35,3 7,1–0,0† 11,3–27,4
54,0–55,9 33,4–35,5
59,0–59,5 35,5–35,9

† Fragmentos cromosómicos que se encuentran invertidos
‡ Fragmentos cromosómicos duplicados
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(A)

(B)

Fragmentos orientados

Fragmentos invertidos

Regiones centroméricas

Figura 4.17: Análisis de sintenía entre los cromosomas de Setaria italica or-
tólogos al Os2 y Os12 de Oryza sativa. Cada punto representa un par de genes
ortólogos. El eje x corresponde a la localización cromosómica de cada gen de
O. sativa, mientras que el eje y corresponde a la localización cromosómica en
S. italica. a) Relaciones sinténicas entre el Os2 y Si1. b) Relaciones sinténi-
cas entre el Os12 y Si3. Las inversiones se muestran como una secuencia de
puntos con localizaciones crecientes en O. sativa y decrecientes en S. italica y
están indicadas en negro.
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En el caso de B. distachyon, se observó una alta conservación de la microsintenía

entre el cromosoma Bd3 y el Os2. Su macrosintenía se interrumpe por una gran inser-

ción de 33,2 Mpb, localizada en Bd3:10.975.129—44.191.309, y por una inversión de 2,5

Mpb en la posición Bd3:55.925.457—58.833.517 (Figura 4.18a). El Bd4 también presenta

conservación de la microintenía respecto al Os12, pero la colinearidad génica se encuen-

tra completamente invertida (Figura 4.18a). Este cromosoma presenta una inserción de

36,5 Mpb (Bd4:7.130.280—43.652.750) que contiene un segmento de 4,5 Mpb del extre-

mo distal del brazo largo (Bd4:43.901.256—48.432.346) transduplicado en la localización

Bd4:28.258.389—31.801.639. Este segmento duplicado es sinténico con la región distal del

brazo corto del cromosoma Os12 (Os12:2.682—2.395.992; Figura 4.18b; Tabla 4.9).

Los resultados obtenidos indican que si bien los cromosomas homólogos al Os2 y

O12 de S. bicolor, S. italica y B. distachyon, muestran una alta macrosintenia, se pudo

observar la presencia de varios rearreglos cromosómicos (inversiones y translocaciones)

específicos de cada especie. Cabe destacar, que estos análisis confirman que el segmento

del cromosoma Os12 analizado experimenta una mayor cantidad de rearreglos cromo-

sómicos y una distribución más dispersa de los genes en las tres especies empleadas en

la comparación, que en el segmento del Os2.

4.2.2. Análisis de colinearidad génicas en las regiones asociadas

al acr

En base a los resultados descriptos anteriormente y con el objetivo de caracterizar

específicamente las regiones de los cromosomas de arroz asociados a la apomixis en P.

notatum, se realizaron consultas en las bases de datos del Gramene ©utilizando las tablas

de sintenía preexistentes en esta base de datos enfocadas en las regiones delimitadas

por marcadores de rflp ligados a la apomixis en P. notatum (Pupilli et al., 2004; Ortiz

et al., 2013). En el cromosoma Os2, la región de estudio se delimitó entre el clon C560

y el clon C932 (un total de 9,6 Mpb, comprendidos entre las posiciones Os2:22.882.165—

32.517.155), y en el cromosoma Os12 la región que contiene los clones C1069 y C0996 (en

el intervalo Os12:20.005.405—27.529.682) que se extiende por 7,5 Mpb desde el extremo

distal del brazo largo. En este estudio no solo se analizaron las especies previamente indi-

cadas (S. bicolor, S. italica y B. distachyon), sino que también se incluyeron siete especies

del géneroOryza (O. sativa grupo Indica,O. barthii,O. brachyantha,O. glaberrima,O. glu-

mipatula,O. punctata yO. nivara) dado que cuentan con información genómica en la base

de datos. En estas especies los segmentos sinténicos a las regiones de estudio de arroz se
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Fragmentos orientados

Fragmentos invertidos

Fragmentos duplicados

Regiones centroméricas

Figura 4.18: Análisis de sintenía entre los cromosomas de Brachypodium dis-

tachyon ortólogos al Os2 y Os12 de Oryza sativa. Cada punto representa un
par de genes ortólogos. El eje x corresponde a la localización cromosómica
de cada gen de O. sativa, mientras que el eje y corresponde a la localización
cromosómica en B. distachyon. a) Relaciones sinténicas entre el Os2 y Bd3. b)
Relaciones sinténicas entre el Os12 y Bd4. Las inversiones se muestran como
una secuencia de puntos con localizaciones crecientes en O. sativa y decre-
cientes en B. distachyon y están indicados en negro. El segmento duplicado se
representa en gris oscuro.
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definieron tomando como límites a los genes ortólogos a os02g0591700 y os02g0770800,

que delimitan la región del Os2, y los genes os12g0515400 y os12g0641500, que delimitan

la región del Os12 (Tabla a.1). A fin de simplificar las comparaciones para este estudio,

se utilizaron gráficos circulares (Gu et al., 2014). En este tipo de representaciones, las re-

giones cromosómicas a comparar se trazan en una escala siguiendo una periferia circular

y, posteriormente, aquellas posiciones génicas que presentan relaciones de ortología, se

unen a través de líneas denominadas cuerdas. De esta forma, cada unión interna seña-

la genes ortólogos dispuestos en los cromosomas de las especies que se comparan. Las

orientaciones de las regiones comparadas se dispusieron de forma espejada facilitando

la lectura de las relaciones de sintenía. Como resultado se pueden encontrar diferentes

tipos de regiones: i) regiones de microcolinearidad conservada, donde las cuerdas man-

tienen su orden; ii) regiones invertidas, en las cuales las cuerdas se cruzan totalmente

—en este caso, la microcolinearidad se mantiene pero la macrocolinearidad se altera—;

iii) regiones con pérdida de sintenía, donde las regiones no se vinculan entre sí; y iv) re-

giones con deleciones o inserciones, donde la colinearidad se ve interrumpida en algunos

sectores.

En el caso de S. bicolor, la región ortóloga al acr correspondiente al cromosoma Sb4,

quedó definida entre las bases 54.951.290 y 64.943.098. El segmento presenta en esta

especie una inversión de 6,5 Mpb comprendida entre las posiciones 57,8 y 64,3 Mpb

(Sb4:57.822.066—64.350.995) en relación al Os2 (región comprendida en Os2:25.693.917—

31.953.098; Figura 4.19a). El marcador C932, ligado a la aposporía y homólogo a la ppi

de arroz (os02g0760300), se encuentra por fuera de esta inversión, a 2 kpb por encima

de la misma. De manera similar, el marcador flanqueante del otro extremo (C560) está

localizado por fuera de la inversión. En cuanto a la región sinténica al segmento del

Os12, resultó estar localizada en el brazo largo del Sb8 entre las bases Sb8:51.918.409—

59.591.629. Dentro de este fragmento se destaca una inserción de 1,4 Mpb comprendida

entre las posiciones 52,2 y 53,6 Mpb, y una deleción de al menos 1 Mpb localizada a partir

de los 59 Mpb (Figura 4.19a). Esta deleción ocurrida en el Sb8 comprende al fragmento

sinténico del Os12 donde se ubica el C0996 (Figura 4.19a).

En el caso de S. italica, se observó una alta conservación de la sintenía respecto a la

región de estudio del Os2. En este caso, además, secuencias ortólogas a ambos marcado-

res moleculares ligados al acr se encuentran en el fragmento analizado (Figura 4.19b).

Por otro lado, si bien S. italica mostró dos cromosomas con porcentajes de homología

altos con el cromosoma Os12 (el Si3 y el Si7, Tabla 4.8), el segmento sinténico a la re-

gión acr se localizó en el cromosoma Si3 comprendido entre las posiciones 45.021.159
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(A)

(B)

(C)

Cromosoma Os2

Cromosoma Os12

5'- -3'

5'- -3'

Figura 4.19: Análisis de conservación de la sintenía de las regiones del Os2
y Os12 sinténicas al acr de Paspalum notatum respecto a tres especies de gra-
míneas. a) Sorghum bicolor; b) Setaria italica; c) Brachypodium distachyon. Se
señalan los fragmentos invertidos (inv), los marcadores ligados al acr y los
bloques de sintenía translocados a otros cromosomas del genoma.
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y 50.590.178. En este segmento se detectaron dos inversiones. La menor de ellas (deno-

minada inv1 en la Figura 4.19b) se encuentra en la posición Si3:48.840.921—49.674.308,

tiene una longitud de 0,8 Mpb y contiene al clon C0996. La inversión mayor (inv2) está

parcialmente contenida en la región sinténica a la región de estudio del Os12, tiene un

largo 5,7 Mpb y se localiza en Si3:40.880.840—46.583.732 (Figura 4.19b).

En B. distachyon, la región sinténica al acr correspondiente al cromosoma 2 de arroz

se encontró en el brazo largo del cromosoma Bd3 (Bd3:48.796.062—57.126.248). Esta re-

gión comprende una inserción de 2,5 Mpb (Bd3:56.329.501—58.833.517) y cuatro inver-

siones (tresmenores y unamayor) denominadas como inv1, de 0,2Mpb (Bd3:51.944.662—

52.207.261); inv2 de 0,3Mpb (Bd3:55.929.469—56.239.204); inv3 de 0,1Mpb (Bd3:56.329.501—

56.494.027); e inv4 de 2,5 Mpb (Bd3:55.925.457—58.833.517), que está parcialmente com-

prendida en la región ortóloga al acr (Figura 4.19c). De las cuatro inversiones, solo

inv4 había sido previamente detectada en el estudio de sintenía general (Tabla 4.9). Es-

te resultado puede ser debido a que los restantes tres rearreglos cromosómicos tienen

un tamaño inferior a 0,5 Mpb. La secuencia ortóloga al gen ppi de arroz (os02g0760300),

está contenido en inv4. Asimismo, el estudio de la región sinténica al Os12 mostró que

el fragmento ligado al acr se encuentra completamente invertido en el cromosoma Bd4

de B. distachyon, aunque la microcolinearidad se mantiene en toda la extensión del frag-

mento (Figura 4.19c). Estos resultados de comparación con varias especies relacionadas

demuestran que ambos fragmentos, sobre todo el correspondiente al Os12, son inestables

y han sufrido numerosos cambios durante la especiación de estas gramíneas.

Un análisis similar, pero utilizando en la comparación siete especies del géneroOryza

para las cuales se dispone de información genómica—O. sativa grupo Indica,O. barthii,O.

brachyantha, O. glaberrima, O. glumipatula, O. punctata y O. nivara— fue llevado a cabo

a fin de analizar la estabilidad de estas regiones cromosómicas asociadas al acr en estas

especies más estrechamente emparentadas. Como resultado del análisis se observó que,

en la mayoría de las especies, tanto las regiones sinténicas al Os2 como las sinténicas al

Os12, presentan altos grados de conservación. La Figura 4.20amuestra la comparación

con O. sativa del grupo Indica, a manera de ejemplo y en las Figura a.2 y Figura a.3 de

los Anexos se encuentran los análisis de las restantes especies del género Oryza. Aunque

no se detectaron grandes rearreglos cromosomales como deleciones, inserciones o inver-

siones, sí se evidenció más inestabilidad en Os12 respecto al Os2. Ejemplo de esto último

es la pérdida del marcador C1069 en el cromosoma 12 de O. glaberrima (Figura a.2c).

El estudio con las especies mencionadas mostró que, en general, tanto la microcolinea-
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ridad como la macrocolinearidad están altamente conservadas, probablemente debido a

la cercanía filogenética dentro del género Oryza.

Sin embargo, en O. nivara se observaron rearreglos cromosómicos en las regiones

sinténicas a ambos cromosomas de arroz (Figura 4.20b). El estudio del cromosoma 2

de O. nivara (On2) reveló que la región sinténica al acr comprendida entre las bases

On2:22.740.698—31.359.979, contiene al menos dos inserciones de 0,3 y 0,4 Mpb, ubica-

das en las posiciones On2:26.809.179—26.819.616 y On2:31.058.758—31.062.621 (respecti-

vamente), y dos deleciones de 1,4 y 1,0 Mpb correspondientes a segmentos del Os2 ubica-

dos en las posiciones Os2:24.152.119—25.565.865 y Os2:30.631.324-31.622.776, respectiva-

mente. Las inserciones mencionadas se observan en la Figura 4.20b como espaciamien-

tos en la continuidad de homologías génicas sobre el segmento del On2, mientras que

las deleciones pueden observase, en cambio, como espaciamientos sobre el Os2. Además,

se evidenciaron dos segmentos de la región translocados. El segmento de On2 sinténico

al Os2:28.153.289—28.362.827 se encontró translocado a 14.4 Mpb corriente arriba de su

posición original en On2 (On2:13.341.917—13.541.725), quedando por fuera de la región

del On2 ortóloga al acr (no se muestra). Por otro lado, el segmento de On2 sinténico

al Os2:32.197.044—32.384.720 fue translocado a 1,9 Mpb corriente arriba de su posición

original en On2 (On2:29.361.323—29.546.021), permaneciendo en la región ortóloga al

acr.

Respecto a la región sinténica al segmento del Os12 se localizó en el cromosoma

12 (On12) sobre la posición On12:15.779.284—20.065.437. En esta región se encontró

una inserción de 0,4 Mpb (On12:17.132.211—17.541.245), y dos translocaciones de 25,3

y 61,5 kpb que reposicionaron ambos bloques por fuera de la región sinténica al acr

(On12:14.326.118—14.351.504 y On12:8.310.377—8.371.900, respectivamente). Además, se

encontraron deleciones de dos segmentos del On12 correspondientes a los segmentos de

1,9 y 0,3 Mpb del Os12 (Os12:20.888.278—22.854.591 y Os12:27.061.650—27.375.231, res-

pectivamente). Estos resultados demuestran que ambas regiones cromosómicas asocia-

das al acr de P. notatum, corresponden a segmentos estables y muy conservados en el

género, que se han mantenido prácticamente invariables durante la especiación que solo

se han modificado significativamente en el genoma de O. nivara.
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(A)

(B)

Cromosoma Os2

Cromosoma Os12

5'- -3'

5'- -3'

Figura 4.20: Análisis de conservación de la sintenía en las regiones del Os2
y Os12 sinténicas al acr de Paspalum notatum respecto a especies del género
Oryza. a) Análisis en O. sativa grupo Indica. b) Análisis en O. nivara. Se iden-
tifican en negrita los marcadores ligados al acr y con el prefijo «On-B» los
diferentes bloques de sintenía detectados entre O. sativa y O. nivara.
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4.2.3. Análisis de bloques sinténicos

Las regiones de arroz previamente estudiadas, respecto a la conservación de la coli-

nealidad de genes en referencia a las especies en comparación, fueron empleadas ade-

más en un análisis de bloques de sintenía. Este estudio permitió identificar fragmentos

cromosómicos dentro de estas regiones que fueron translocados hacia cromosomas no

ortólogos del genoma de las gramíneas evaluadas. En cada especie se reportaron bloques

de sintenía compuestos por tres o más genes. Para este estudio se utilizaron las tablas

de sintenía de la plataforma Gramene ©y el programa OrthoClusterDB ©v2010 (Verga-

ra y Chen, 2010). Esta última herramienta permite detectar pares de genes sinténicos

consecutivos entre especies diferentes partiendo de una base de datos donde se indique

la homología génica de las especies y la localización genómica de los mismos. La sali-

da del programa se compone de una tabla donde se detallan los genes de los bloques

de sintenía detectados, y un gráfico de barras donde se representa la longitud de los

cromosomas evaluados sobre los cuales y se marcan los bloques que el programa logró

identificar (Vergara y Chen, 2010).

La identificación de bloques de sintenía correspondientes a las regiones ligadas al

acr mostró que en la mayoría de las especies en estudio existe una conservación al-

ta de los genes ortólogos, aunque, en algunos casos, aparecen translocaciones a otras

regiones del genoma. Brevemente, en S. bicolor y en S. italica se observó que la mayo-

ría de los bloques de sintenía contenidos en las regiones sinténicas al acr del Os2, se

localizaron en los respectivos cromosomas homólogos (Sb4 y Si1). Por otro lado, la tota-

lidad de los bloques del Os12 se encontraron en los cromosomas homólogos Sb8 y Si3.

Sin embargo, en ambas especies se halló una translocación cromosómica de un bloque

correspondiente a la región sinténica del acr en el Os2 localizada en cromosomas no or-

tólogos. Estos bloques fueron identificados en el cromosoma Sb3 de S. bicolor y Si5 de S.

italica, respectivamente. Al analizar su composición génica, descubrimos que en ambos

casos se trataba del mismo bloque (Figura 4.21a y b), el cual, está compuesto por cuatro

repeticiones de un gen transportador de oligopéptidos homólogo al locus os02g0757400

(Os2:31.864.854—31.865.429) contenido en la región de estudio del Os2 y cercano al gen

ppi. Para el caso de B. distachyon no se detectaron bloques translocados a otras partes del

genoma de ninguna de las dos regiones de estudio (Figura 4.21c).

Es de destacar que en O. sativa, grupo Indica se encontró un bloque de sintenía

translocado desde el Os12 al Os2, conformado por tres loci con homología a genes de

la familia Thaumatin: os12g0630100 (gen de tolerancia a la deficiencia de nitrógeno),
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Bloques de sintenía del Os2
Bloques de sintenía del Os12

(A)
Sb1
Sb2
Sb3
Sb4
Sb5
Sb6
Sb7
Sb8
Sb9
Sb10

(B)
Si1
Si2
Si3
Si4
Si5
Si6
Si7
Si8
Si9
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Bd2
Bd3
Bd4
Bd5

(D)
On1
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On12

Figura 4.21: Bloques de sintenía de los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza

sativa identificados en el genoma de tres gramíneas relacionadas y Oryza ni-

vara. a) Sorghum bicolor ; b) Setaria italica; c) Brachypodium distachyon; d) O.
nivara. Los cromosomas se representan con barras negras con su extremo 5’
hacia la izquierda. Los bloques identificados con OrthoClusterDB se represen-
tan como marcas naranjas (bloques del Os2) y verdes (bloques del Os12).
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os12g0630200 (gen de tolerancia a patogénesis) y os12g0630500 (gen thaumatin-like;

no se muestra).

El análisis sobre O. nivara arrojó resultados contrastantes respecto a las otras espe-

cies mencionadas. En esta especie se presentó un gran número de bloques de sintenía

translocados a diferentes regiones: 19 bloques translocados desde el Os2 (On-B1—B19) y

15 bloques translocados desde el Os12 (On-B20—B34). La mayor parte de los bloques de

la región del Os2 (11 bloques), están localizados en un fragmento que sufrió una dele-

ción en O. nivara (Figura 4.20b). Estos 11 bloques fueron detectados en el cromosoma

6 de O. nivara (On6), mientras que el resto fue detectado en los cromosomas 1 (On1),

3 (On3) y On12. En los cromosomas On3 y On7 de O. nivara se identificaron en cada

uno, cinco bloques de la región del Os12, mientras que en los cromosomas On1 y On2 se

identificaron 2 y 3 bloques, respectivamente. Estas translocaciones mencionadas pueden

verse en la Figura 4.21d. Interesantemente, en O. nivara, se halló que ambas regiones

de arroz tienen bloques sinténicos translocados hacia cromosomas en común: bloques

sinténicos al Os2 aparecen translocados al On12, y, a su vez, bloques sinténicos al Os12

están translocados hacia el On2.

Esta conjunción de regiones del Os2 y Os12 de arroz observada en O. nivara es se-

mejante a la documentada en el acr de P. notatum (Pupilli et al., 2004; Podio et al.,

2012a). Particularmente, la relación de los cromosomas Os2 y Os12 con los cromoso-

mas On2 y On12 está acotada a cuatro bloques de sintenía; un único bloque entre Os2

y On12 (On-B5; Os2:27.906.512—27.990.398), y tres bloques entre Os12 y On2; bloques

On-B28 (Os12:23.404.675—23.600.217), On-B29 (Os12:26.381.679-26.460.984), y On-B30

(Os12:26.477.638—26.487.296; Figura 4.22). Dado que en P. notatum sondas del Os2 y

Os12 mapean completamente ligados al carácter apomixis, la identificación de las se-

cuencias codificantes en estos bloques de sintenía que presentan regiones de los cromo-

somas Os2 y Os12 en O. nivara puede aportar genes candidatos de interés. En la Tabla

4.10 se indican las anotaciones de los genes contenidos en estos cuatro bloques de sin-

tenía.
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Cromosoma Os2

Cromosoma Os12

5'- -3'

5'- -3'

Figura 4.22: Relaciones sinténicas entre los cromosomas Os2 y Os12 de Ory-
za sativa respecto a los cromosomas On2 y On12 de Oryza nivara. Se identifi-
can los marcadores ligados al acr y los bloques de sintenía translocados.

Tabla 4.10: Bloques de sintenía entre los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza
sativa con los de Oryza nivara

Bloque Gen en O. sativa Gen en O. nivara Anotación funcional en O. sativa

On-B5†

os02g0682500 oniva12g15300 Similar a la proteína Transparent Testa Gla-
bra 1

os02g0682600 oniva12g15310 Dedo de Zinc de tipo tim10/ddp
os02g0683500 oniva12g15340 Proteína con dominio B3 de unión a adn
os02g0683900 oniva12g15360 Proteína duf1084
os02g0684000 oniva12g15370 Proteína con dominio helicoide de tipo tetra-

tricopéptido
os02g0684100 oniva12g15380 Proteína con dominio sulfotransferasa
os02g0684150 oniva12g15390 Proteína hipotética conservada
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Tabla 4.10: Bloques de sintenía entre los cromosomasOs2 yOs12 deO. sativa
con los de O. nivara (continuación)

Bloque Gen en O. sativa Gen en O. nivara Anotación funcional en O. sativa

os02g0684300 oniva12g15400 Proteína nucleoporina con dominio Ndc1-
Nup

os02g0684400 oniva12g15410 Similar a oxs3 (estres oxidativo)

On-B28‡

os12g0568800 oniva02g21940
os12g0568900 oniva02g21950 Proteína thaumatin relacionada a la patogé-

nesis
os12g0569200 oniva02g21960 Proteína hipotética conservada
os12g0569300 oniva02g21970 Proteína thaumatin relacionada a la patogé-

nesis
os12g0569500 oniva02g21980 Proteína thaumatin relacionada a la patogé-

nesis
os12g0569900 oniva02g22000 Similar a proteína con dedo de Zinc
os12g0570000 oniva02g22010 Proteína con dominio helicoide de tipo Arma-

dillo
os12g0570300 oniva02g22030
os12g0570400 oniva02g22050
os12g0570500 oniva02g22060 Hidrolasa glicosídica
os12g0570700 oniva02g22070 Similar a proteína Metallothioneina de tipo 1
os12g0571200 oniva02g22090 Similar a la subunidad Tim9 translocasa im-

portadora de la membrana interna de la mito-
condria

os12g0571300 oniva02g22100 Proteína hipotética conservada
os12g0571400 oniva02g22110 Proteína hipotética conservada
os12g0571500 oniva02g22120 Proteína hipotética conservada
os12g0571600 oniva02g22130 Proteína hipotética conservada
os12g0571700 oniva02g22140 Proteína hipotética conservada
os12g0571900 oniva02g22160 Proteína con dominio helicoide de tipo tetra-

tricopéptido
os12g0572000 oniva02g22170 Factor de transcripción myb de tipo r2r3, to-

lerancia a la salinidad, crecimiento adaptativo
os12g0572400 oniva02g22190 Similar al factor de splicing SCL30 de tipo

SC35, 30 KD
os12g0572500 oniva02g22200 Proteína con dominio XH/XS

On-B29‡

os12g0619700 oniva02g25860 Proteína hipotética conservada
os12g0620400 oniva02g25900 Proteína con dominio Methyl-CpG de unión

a adn
os12g0620600 oniva02g25920 Chaperona
os12g0621000 oniva02g25950 Similar a hidrolasa carboxil terminal Ubiqui-

tina

On-B30†

os12g0621100 oniva02g03100 Similar a proteína Yabby de tipo flor filamen-
tosa
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Tabla 4.10: Bloques de sintenía entre los cromosomasOs2 yOs12 deO. sativa
con los de O. nivara (continuación)

Bloque Gen en O. sativa Gen en O. nivara Anotación funcional en O. sativa

os12g0621300 oniva02g03120 Proteína con dominio de dedo de Zinc de tipo
pmz

os12g0621400 oniva02g03130 Proteína hipotética conservada
os12g0621500 oniva02g03140 Similar a ire
os12g0621600 oniva02g03150 Proteína hipotética conservada
os12g0621700 oniva02g03160 Proteína hipotética conservada
os12g0621900 oniva02g03170 Similar a proteína de la familia

moc34/mpn/pad-1

† Bloques del Os2 translocados al On12
‡ Bloques del Os12 translocados al On2

Los resultados obtenidos en este análisis muestran que las regiones asociadas al acr

en lamayoría de las especies de gramíneas examinadas han experimentado escasas trans-

locaciones hacia cromosomas no ortólogos y los bloques de sintenía identificados en és-

tas contienen pocos genes. Además, los análisis de colinearidades génicas evidenciaron

que las regiones sinténicas al acr entre cromosomas ortólogos son estables tanto en la

micro como en la macrocolinearidad para la mayoría de las especies estudiadas. Estos

resultados sugieren que es posible inferir la composición génica del acr de P. notatum

a partir del estudio de las especies modelos filogenéticamente cercanas. Esto no sería

posible si la conservación de la sintenía para estos fragmentos hubiese sido baja o si se

hubieran detectado múltiples translocaciones hacia cromosomas no ortólogos durante la

especiación. Una característica importante es que la estructura de las regiones sinténicas

de O. nivara, presentan una similitud estructural con el acr.

4.3. Determinación de los patrones de expresión de los

genes presentes en los bloques de sintenía asocia-

dos al acr

En los últimos años, el grupo de trabajo del drep generó transcriptomas del desarro-

llo reproductivo de P. notatum utilizado las tecnologías Roche 454® (Ortiz et al., 2017) e

Illumina® HiSeq (Podio et al., 2021). Estos recursos permiten analizar los transcriptos

que se expresan durante el desarrollo reproductivo apomíctico y sexual e identificar las
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vías metabólicas asociadas a estos y otros procesos. Con el objetivo de identificar genes

diferencialmente expresados entre los modos reproductivos que se localizan en los sec-

tores genómicos asociados a la apomixis, se utilizó el transcriptoma floral originado por

la tecnología Illumina® Hiseq desarrollado por Podio et al. (2021). En la Figura 4.23 se

describen las características generales de los transcriptomas utilizados en esta Tesis, de

acuerdo al procedimiento seguido por Podio et al. (2021). Los transcriptomas florales del

genotipo sexual y apomíctico evaluados comprenden 100.100 y 103.567 transcriptos, res-

pectivamente. El 70 % del transcriptoma floral sexual está representado por secuencias

codificantes para proteínas, mientras que en el transcriptoma apomíctico el porcentaje

es del 68 %. Dentro del conjunto de secuencias codificantes de los transcriptomas sexual

y apomíctico, el 54 y 52 % (respectivamente) presentaron homología con genes de arroz.

Respecto a los transcriptos no codificantes (tanto sexuales como apomícticos), única-

mente el 4 % mostró similitud con secuencias de genes de la especie modelo (Podio et al.,

2021). Del total de los transcriptos de la base TriAyS, 4.976 mostraron sobreexpresión

en el genotipo sexual y 9.312 en el genotipo apomíctico (Figura 4.23, Tabla a.3; Po-

dio et al., 2021). El análisis con el programa TransDecoder ©(Haas y Papanicolaou, 2017)

mostró que el 76,9 % de los transcriptos sobrexpresados en el genotipo sexual (Up Sex)

correspondía a secuencias codificantes. El mismo porcentaje de secuencias codificantes

fue encontrado para los transcriptos Up Apo. Por otro lado, del total de los transcriptos

Up Sex cod, el 75 % presentó similitudes de secuencias con genes de arroz. Dentro de los

transcriptos Up Apo cod, este valor fue del 92 % (Tabla a.3; Podio et al., 2021).

En primer lugar, con el objetivo de determinar si existe una distribución particular

de los transcriptos diferencialmente expresados entre el desarrollo reproductivo sexual y

apomíctico, el conjunto de 9.880 transcriptos diferenciales —Up Sex (cod y no-cod) y Up

Apo (cod y no-cod)— se mapearon en los 12 cromosomas de arroz utilizando los paquetes

Biostrings (Pagès et al., 2017), y rBLAST v0.99.2 (Hahsler y Nagar, 2015). Como resulta-

do de este análisis se observó que los transcriptos diferenciales se distribuyeron en los

doce cromosomas de arroz. Como era de esperar, en los cromosomas de mayor longitud,

mapearon la mayor cantidad de transcriptos de ambos genotipos (Figura 4.24a; Tabla

a.3).

Al independizar las cantidades de transcriptos codificantes sobreexpresados respecto

al tamaño de los cromosomas, (mediante la relación número de transcriptos mapeados

en el cromosoma/total de genes en el cromosoma; Ecuación 3.3), se observó que los

transcriptos Up Sex cod mapean en todos los cromosomas de arroz en proporciones

que van desde 0,048 a 0,082, con una media de 0,064, sin observarse diferencias signi-
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Up Apo cod

Up Sex no-cod

Up Apo no-cod
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secuencias con genes de arroz? 
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Up Sex cod

Up Apo cod

Up Sex no-cod

Up Apo no-cod

Si No

Bases de transcriptos
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100.100 103.567

190.819

190.819

13.388

4.076 9.312

3.137

7.166

939

2.146

10.303 3.085

2.360

6.599

226

695

3.508

Figura 4.23: Esquema general del procedimiento de construcción de los
transcriptomas de Paspalum notatum desarrollada por Podio et al. (2021) utili-
zados en esta Tesis. Los transcriptos ensamblados en el TriAyS fueron emplea-
dos para el mapeo sobre el genoma de O. sativa. TRS: transcriptoma floral del
genotipo sexual de P. notatum; TRA: transcriptoma floral del genotipo apomíc-
tico de P. notatum; DET: base de transcriptos diferenciales; Up Sex: transcriptos
sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Apo: transcriptos sobrexpresados en
el genotipo apomíctico; cod: transcriptos codificantes; no-cod: transcriptos no
codificantes.
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(A) (B)

Genes de O. sativa asociados a transcriptos Up Sex cod Genes de O. sativa asociados a transcriptos Up Apo cod

*

Figura 4.24: Distribución de genes de Oryza sativa asociados a transcrip-
tos codificantes de Paspalum notatum sobre el genoma de O. sativa. a) Dis-
tribución expresada en cantidades de genes por cromosoma de O. sativa. b)
Distribución expresada en proporciones de genes por cromosoma de O. sati-
va. Asterisco: diferencia estadísticamente significativa entre cromosomas. ic
calculados con el método de Newcombe (1998).

ficativas entre los diferentes cromosomas (Tabla a.4; Figura 4.24b). Las proporciones

calculadas para los transcriptos Up Apo cod resultaron superiores a los Up Sex cod, con

valores promedio de 0,179 y curiosamente, el cromosoma Os2 registró una proporción

significativamente mayor con un valor p de 0,23 (Tabla a.4, Figura 4.24b).

Con el objetivo de corroborar la existencia de posibles sectorizaciones en la distri-

bución de los transcriptos expresados diferencialmente a lo largo de los cromosomas de

arroz, se realizó un mapeo in silico pero, en este caso, considerando las posiciones genó-

micas de los genes de arroz con homología de secuencias a cada uno de los transcriptos.

El gráfico de la Figura 4.25, construido con el paquete circlize (Gu et al., 2014), mues-

tra en su periferia del hemisferio derecho los 12 cromosomas de arroz en la misma escala,

y un detalle de los cromosomas Os2 y Os12 en el hemisferio izquierdo. Las cuatro pistas

del gráfico muestran desde afuera hacia dentro: i) la posición cromosómica de los genes

de arroz con homología a transcriptos codificantes Up Sex y Up Apo; ii) los valores abso-

lutos de Log2FC de los transcriptos asociados; y iii) dos histogramas de frecuencias de 1,1

Mpb de rango que muestra los cambios de densidad de mapeo tanto de los transcriptos

Up Sex como Up Apo. En el gráfico se observa que los transcriptos Up Sex cod y Up Apo

cod se distribuyen homogéneamente entre los cromosomas de arroz, presentándose con

mayor densidad en las regiones subteloméricas y en menor densidad en las centroméri-

cas, lo cual coincide con zonas en las cuales se localizan generalmente un mayor número
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Transcriptos Up Sex cod
Transcriptos Up Apo cod
Regiones centroméricas
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Figura 4.25: Mapeo de transcriptos codificantes de Paspalum notatum sobre
los cromosomas de Oryza sativa. Sobre el hemisferio derecho se observan los
12 cromosomas de arroz y sobre el hemisferio izquierdo se representan los
cromosomas Os2 y Os12 a menor escala para observar en detalle como es la
distribución interna del mapeo in silico. a) Localización de los genes de O.

sativa asociados a transcriptos Up Sex cod y Up Apo cod. b) Valores absolu-
tos de Log2FC de transcriptos diferenciales. c) Histograma de frecuencias de
transcriptos Up Sex cod. d) Histograma de frecuencia de transcriptos Up Apo

cod.
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de transcriptos (Figura 4.25). Dentro de las regiones de estudio sinténicas al acr iden-

tificamos 395 genes asociados a transcriptos diferenciales codificantes; 268 genes de la

región del Os2 y 127 genes de la región del Os12.

En la Figura 4.26 se muestra en detalle el resultado obtenido con los cromosomas

Os2 y Os12, indicándose las posiciones de 126 genes de arroz con las anotaciones funcio-

nales más relevantes de los 1.156 genes similares a transcriptos codificantes diferenciales

mapeados en estos cromosomas.

Entre los genes de los cromosomas Os2 y Os12 con homología a transcriptos diferen-

ciales codificantes de P. notatum se encontraron genes que codifican para receptores de

membrana (acuaporinas, proteínas del lumen endospermático), proteínas quinasas, fac-

tores de transcripción, genes vinculados al metabolismo de arn y adn (helicasas, polime-

rasa PolyA, transposasas, arn polimerasas), y procesamiento de proteínas (huellenlos,

transportadores de aminoácidos, proteína ribomomal 40s, ppis y dnaj).

El mismo análisis se llevó a cabo para los transcriptos no codificantes, expresados

tanto en las bibliotecas sexuales como apomícticas. Este análisis mostró que el 25 % y el

32 % de los mismos (respectivamente) presentaron homología con secuencia de genes de

arroz. En todos estos casos, las cantidades absolutas de los transcriptos no codificantes

sobrexpresados en las bibliotecas apomícticas (Up Apo no-cod) superaron a los trans-

criptos no codificantes sobrexpresados en las bibliotecas sexuales (Up Sex no-cod) en

un orden de 3,17 veces (Figura 4.27a).

El análisis de proporciones determinó que los transcriptos Up Sex no-codmapean en

los cromosomas de arroz con valores similares, con una media de 0,006, y sin evidenciar

diferencias significativas entre los mismos (Figura 4.27b). No ocurre lo mismo con el

mapeo de los transcriptos de la base Up Apo no-cod. En este caso, los cromosomas que

poseen losmayores niveles de transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo

apomíctico son el Os2 yOs12, con una proporción de 0,008, y el Os12, con una proporción

de 0,004. Si bien el bajo número de transcriptos no codificantes mapeados en arroz no

nos permitió encontrar diferencias estadísticamente significativas en estos cromosomas,

existe una tendencia que separa los cromosomas Os2 y Os12 de los diez cromosomas

restantes (Figura 4.27b; Tabla a.4).

La distribución de estos transcriptos no codificantes diferencialmente expresados

mostró que las regiones centroméricas tienen una reducida cantidad de transcriptos Up

Sex no-cod, pero un número relativamente alto de transcriptos Up Apo no-cod (Figura
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Figura 4.26: Transcriptos codificantes diferencialmente expresados entre los
genotipos sexuales y apomícticos de Paspalum notatum y sus anotaciones fun-
cionales relevantes, mapeados sobre los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza sa-
tiva. a) Localización de los genes en los cromosomas de O. sativa. b) Valores
absolutos de Log2FC de transcriptos diferenciales.
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*
*

Figura 4.27: Distribución de genes de Oryza sativa asociados a transcrip-
tos no codificantes de Paspalum notatum en el genoma de O. sativa. a) Dis-
tribución expresada en cantidades de genes por cromosoma de O. sativa. b)
Distribución expresada en proporciones de genes por cromosoma de O. sa-

tiva. Asteriscos: cromosomas que registran mayores proporciones de genes
asociados a transcriptos sobrexpresados en el genotipo apomíctico (sin signi-
ficancias estadísticas). ic calculados con el método de Newcombe (1998).

4.28). Esto se observa con mayor claridad en los histogramas de frecuencia construidos

con 1,1 Mpb de rango (Figura 4.28c y d). En cuanto a las regiones de estudio de arroz

sinténicas al acr logramos identificar un total de 46 genes asociados a transcriptos dife-

renciales no codificantes; 28 pertenecientes a la región del Os2 y 18 pertenecientes a la

región del Os12.

En la Figura 4.29 se muestra un detalle de este análisis, en donde se representan

únicamente los cromosomas Os2 y Os12 y se indican las posiciones de 76 genes con las

anotaciones funcionales más relevantes de los 162 genes con homología a transcriptos

no codificantes diferenciales mapeados en estos cromosomas.

Estos resultados indican que las regiones de arroz sinténicas al acr de P. notatum

son transcripcionalmente activas y que muestran genes asociados a diversas funciones

(factores de transcripción, metabolismo de los ácidos nucleicos, vías de señalización por

proteínas quinasas, metabolismo de hormonas, plegamiento de proteínas y otras funcio-

nes relacionados a la división celular y el desarrollo) con expresión diferencial entre los

transcriptomas apomíctico y sexual. Asimismo, la identificación de secuencias no codi-

ficantes, homólogas a varios de estos genes, indica que no solo factores génicos podrían

jugar un papel importante en el cambio del modo reproductivo, sino también distintos

mecanismos regulatorios mediados por arn.
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Figura 4.28: Mapeo de transcriptos no codificantes de Paspalum notatum so-
bre los cromosomas de Oryza sativa. Sobre el hemisferio derecho se observan
los 12 cromosomas de O. sativa y sobre el hemisferio izquierdo se representan
los cromosomas Os2 y Os12 a menor escala para observar en detalle como es
la distribución interna del mapeo in silico. a) Localización de los genes de O.
sativa asociados a transcriptos Up Sex no-cod y Up Apo no-cod. b)Valores ab-
solutos de Log2FC de transcriptos diferenciales. c) Histograma de frecuencias
de transcriptos Up Sex no-cod. d) Histograma de frecuencia de transcriptos
Up Apo no-cod.
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Transcriptos Up Apo no cod
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Figura 4.29: Transcriptos no codificantes diferencialmente expresados entre
los genotipos sexuales y apomícticos de Paspalum notatum y sus anotaciones
funcionales mapeados sobre los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza sativa. a)
Localización de los genes en los cromosomas deO. sativa. b)Valores absolutos
de Log2FC de transcriptos diferenciales.
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4.4. Estudios genómicos del acr en Paspalum nota-

tum

4.4.1. Determinación de la conservación de la estructura del acr

a nivel diploide

Para la determinación de la conservación de la estructura del acr a nivel diploide, se

utilizó un ensamblado preliminar (borrador) del genoma de P. notatum derivado de un

individuo diploide (2n = 2x = 20) denominado R1.

Para determinar si la estructura del acr predicha en los citotipos tetraploides apo-

mícticos se encuentra conservada en el citotipo diploide se realizó una búsqueda de los

scaffolds que incluyeran secuencias físicamente asociadas al locus apomixis detectadas

previamente. Los scaffolds se seleccionaron realizando un análisis de blastn con 17 se-

cuencias utilizadas como consulta (Tabla 3.3) siguiendo los parámetros indicados en

Materiales y métodos (pág. 52).

De las 17 secuencias utilizadas en la consulta (Tabla 3.3), 12 alinearon con secuencias

en el genoma diploide bajo los parámetros definidos, y se distribuyeron en 68 scaffolds

de longitudes comprendidas entre 65.289 y 2.255.383 pb (Tabla a.5). Es importante des-

tacar que se identificaron scaffolds conteniendo fragmentos con homología a más de una

secuencia ligada al acr lo cual confirma el ligamiento entre las secuencias utilizadas

como consulta. Esto fue observado en los scaffolds utg001311l y utg000513l, ambos con

homología a los marcadores Pnma243 y Pnmaj5, y en el scaffold utg001669l, que presentó

homología con las secuencias del isotig11445 e isotig17513.

Por otro lado, se realizaron experimentos de mapeo a fin de seleccionar los scaffolds

que presentaban homología con secuencias de las regiones de estudio previamente defi-

nidas sobre los cromosomas Os2 y Os12, y sus correspondientes regiones sinténicas de

Si1 y Si3 de S. italica. Esta especie fue seleccionada en base a los resultados obtenidos en

los análisis de sintenía descriptos en la Sección 4.2 de esta Tesis y por estar filogené-

ticamente más cercana al género Paspalum. Es de destacar que en el cromosoma Si1 se

hallaron 540 scaffolds con homología de secuencias de los cuales 153 mapearon dentro

de la región de estudio. En el cromosoma Si3 se hallaron 671 scaffolds, 110 de los cuales

se localizaron en la región de estudio. En la región del cromosoma Si1 se hallaron tres
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Tabla 4.11: Scaffolds genómicos del citotipo diploide de Paspalum notatum

seleccionados para los análisis de caracterización génica y de sintenía

Scaffold de P.
notatum

Nombre de la secuencia
ligada al acr

Homologías con las regiones de
estudio de S. Italica

Longitud (pb)

utg002297l Pnmt-a70 Si1 202.830
utg000441l Pnppi_Bi Si1 358.722
utg000705l Pnspna1 Si1 393.352
utg002589l Pnexs Si3 159.355
utg001670l Pnexs Si3 101.703
utg002034l Psorc3a Si3 187.760
utg001669l isotig11445 Si3 582.227
utg001125l - Si1; Si3 545.866
utg002456l Pnmaj7 - 194.544
utg002007l Pnppi_Bi - 195.480

scaffolds (utg000441l, utg002297l y utg000705l) previamente identificados por contener

homología con secuencias 100 % ligadas al acr de P. notatum, mientras que para el Si3

se hallaron otros cuatro scaffolds (utg001669l, utg001670l, utg002034l, y utg002589l) con

estas características.

En la Figuras 4.30 y 4.31 se representan los alineamientos de los scaffolds de cobertu-

ras mayores a 5.000 pb que se encontraron en las regiones de estudio de los cromosomas

Si1 y Si3, respectivamente. Para el Si1, los 49 scaffolds graficados representan el 49 % de

la longitud total de la región de estudio, mientras que, para el Si3, los 19 scaffolds que se

muestran corresponden al 17,2 % de la longitud total de dicha región. En color naranja

se señalan los scaffolds que contienen secuencias ligadas al acr.

De todos los scaffolds resultantes, se seleccionaron nueve de ellos por contener ho-

mología a secuencias del acr y, adicionalmente, mapear en las regiones de estudio de S.

italica (Tabla 4.11). Asimismo, se incorporó el scaffold utg001125l por haber mapeado

simultáneamente en ambas regiones de estudio de los cromosomas Si1 y Si3 (señalado

en violeta en las Figuras 4.30 y 4.31).

Como se puede observar, la estructura de los scaffolds a nivel diploide es coincidente

con la estructura de los cromosomas de S. italica, especie altamente relacionada a P. no-

tatum. Este análisis nos permitió identificar, además, posibles anclajes entre los scaffolds

de P. notatum que todavía no han podido ser ensamblados en el borrador del genoma

diploide.
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Figura 4.30: Mapeo de los scaffolds del citotipo diploide de Paspalum nota-

tum sobre la región sinténica al acr del cromosoma Si1 (Setaria italica) con
coberturas mayores a 5.000 pb. Las líneas verticales señalan las posiciones de
los genes en el cromosoma Si1 con homología a marcadores ligados al acr.
Se indica en naranja los scaffolds que presentan homología con secuencias del
acr de los citotipos tetraploides de P. notatum y en violeta el scaffold hallado
simultáneamente en el mismo análisis realizado sobre la región del cromoso-
ma Si3.
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Figura 4.31: Mapeo de los scaffolds del citotipo diploide de Paspalum nota-

tum sobre la región sinténica del cromosoma Si3 de Setaria italica. Las líneas
verticales señalan las posiciones de los genes de S. italica con homología a
marcadores del acr. Se indica en naranja los scaffolds que presentan homo-
logía con secuencias del acr de los citotipos tetraploides de P. notatum y en
violeta el scaffold hallado simultáneamente en el mismo análisis realizado so-
bre la región del cromosoma Si1.
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4.4.2. Caracterización del contenido génico y relación sinténica

de los scaffolds de P. notatum con el genoma de arroz

Para caracterizar cada uno de los scaffolds de P. notatum seleccionados en el análisis

descripto anteriormente, se identificó su contenido génico utilizando las bases de genes

de plantas verdes del ncbi®4. Posteriormente, se analizó la sintenía de los mismos en

relación al genoma de arroz usando gráficos de cuerdas. Las búsquedas blastn en la

base de plantas verdes del ncbi®, utilizando las secuencias de los 10 scaffolds selecciona-

dos (utg000441l, utg000705l, utg001125l, utg001669l, utg001670l, utg002007l, utg002034l,

utg002297l, utg002456l y utg002589l) detectaron un total de 220 secuencias con homolo-

gía a genes. La mayor parte de las homologías fueron halladas con genes de las especies

de gramíneas filogenéticamente relacionadas con P. notatum: S. italica, Panicum hallii, S.

bicolor y Z. mays con 64, 57, 57 y 26 genes, respectivamente. Las 16 secuencias restan-

tes presentaron homología con secuencias de O. sativa, B. distachyon, Saccharum hybrid,

Cenchrus purpureus, Nicotiana tabacum, P. simplex y Phoenix dactylifera. Los análisis con

el programa Fgenesh© lograron predecir 164 genes (74,54 %) de las 220 secuencias, mien-

tras que las restantes 56 secuencias no resultaron informativas sobre su capacidad codi-

ficante. Estas últimas podrían corresponder a pseudogenes, secuencias no codificantes,

regiones intergénicas, o bien a genes nuevos que no poseen anotación. Una síntesis de la

caracterización génica realizada con el Fgenesh© se detallan en la Tabla 4.12, junto a las

densidades génicas de cada scaffold, las proporciones cubiertas por secuencias génicas

e intergénicas, y las longitudes promedio de las secuencias intergénicas calculadas para

cada scaffold según las Ecuaciones 3.4 a 3.7 indicadas a continuación.

Los 164 genes predichos presentan ortología con 104 genes de arroz. En la Tabla a.6

se detallan todos los genes predichos en los diferentes scaffolds con su correspondiente

identificación del ncbi®, la ortología con O. sativa y su anotación funcional (Gramene ©).

El 57,6 % de losmismos (60 genes) está comprendido en las regiones de estudio del Os2 (38

genes) y Os12 (22 genes). También se encontraron genes que mapearon por fuera de las

mismas en los cromosomas Os2 (18 genes), Os3 (1 gen), Os4 (17 genes), Os5 (2 genes), Os6

(2 genes), Os7 (2 genes), Os10 (1 gen) y Os11 (1 gen) que podrían corresponder a genes

duplicados o parálogos. A su vez, 43 de los 104 genes de arroz presentaron homología con

secuencias de transcriptos diferenciales de P. notatum del grupo analizado en la Sección

4.3 de esta Tesis. El 67,4 % de los mismos mapearon sobre las regiones relacionadas al

acr del Os2 (19 genes) y Os12 (10 genes; Figura 4.32). Los restantes 14 genes mapearon

4Disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov
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Tabla 4.12: Caracterización génica de los scaffolds del citotipo diploide de
Paspalum notatum

Scaffold del
citotipo
diploide de P.
notatum

Cantidad
de genes
predi-
chos

Densidad
génica
(genes/Mpb)

Longitud
cubierta
por
genes
(pb)

Prop. de
secuen-
cias
génicas

Prop. de
secuen-
cia
intergé-
nicas

Long.
promedio de
secuencias

intergénicas
(pb)

utg002589l 12 75,30 37528 0,24 0,76 7479,00
utg001669l 20 36,07 42929 0,07 0,93 22558,08
utg002034l 11 58,59 19082 0,1 0,9 12802,40
utg000441l 34 94,78 99053 0,28 0,72 7582,39
utg002007l 8 46,04 25975 0,13 0,87 24130,29
utg001670l 10 98,33 15722 0,15 0,85 8461,00
utg000705l 13 35,59 33087 0,08 0,92 12655,58
utg001125l 33 62,29 89799 0,16 0,84 11808,69
utg002456l 11 56,54 26429 0,14 0,86 16135,40
utg002297l 12 59,16 22683 0,11 0,89 12323,36

Figura 4.32: Diagrama de Venn mostrando los genes de las regiones sinténi-
cas al acr en Oryza sativa asociados a transcriptos diferenciales de Paspalum
notatum
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por fuera de la región sinténica al acr del Os2 (8 genes) y sobre los cromosomas Os1 (2

genes), Os3 (1 gen), Os6 (1 gen), Os8 (1 gen) y Os11 (1 gen).

La representación gráfica de las posiciones de los genes predichos en los scaffolds de P.

notatum y sus ortólogos en arroz, permitió también comprender las relaciones sinténicas

entre el citotipo diploide de P. notatum y arroz (Figuras 4.33 y 4.34).

Las predicciones génicas de los scaffolds asociados a los marcadores del acr prove-

nientes del Os2 Pnmt-a70 y C932 (utg002297l, utg002007l y utg000441l), resultaron en su

mayoría (más del 75,0 %) ser ortólogos a genes del cromosoma Os2. Lo mismo se halló en

el scaffold utg000705l, donde la totalidad de sus genes predichos resultaron ser ortólogos

a genes del Os2 e incluyeron además al marcador completamente ligado a la apomixis

Pnspna1 (Rebozzio et al., 2012). El análisis del scaffold utg001125l mostró que el 37,5 % de

los genes predichos (32 genes) resultaron ser ortólogos a genes de arroz localizados en el

cromosoma Os2, mientras que otro 37,5 % (32 genes) resultó tener homologías con genes

del cromosoma Os12. El 25,0 % restante no presentó homología con otros cromosomas

de arroz.

El estudio de la relación sinténica entre estos cinco scaffolds de P. notatum y el cro-

mosoma Os2 de arroz se muestra en la Figura 4.33. Este estudio evidenció una alta

conservación de la microcolinearidad génica en todos los scaffolds, a su vez se observó

que las regiones sinténicas en arroz son muy cercanas entre sí y que están localizadas

en la región subtelomérica del brazo largo del cromosoma y contenidas en la región de

estudio previamente definida (Os2:22.882.165—32.517.155).

Los cinco scaffolds asociados a secuencias del acr correspondientes al cromosoma

Os12 de arroz (utg001669l, utg001670l, utg002034l, utg002456l y utg002589l), presenta-

ron porcentajes de genes predichos ortólogos al Os12 superiores al 45,0 %. El análisis

de sintenía entre los mismos, más el utg001125l —que mapea en ambas regiones bajo

estudio—, y el cromosoma Os12 reveló que las regiones sinténicas en arroz se encuentran

cercanas y comprendidas dentro de la región de estudio definida para este cromosoma

(Os12:20.005.405–27.529.682; Figura 4.34).

La microsintenía entre los scaffolds y el cromosoma de Os12 se muestra muy con-

servada, a excepción del scaffold utg002456l, cuyos genes predichos se encuentran rela-

cionados con genes de arroz distantes entre sí que no mantienen el orden observado en

el scaffold. Los scaffolds utg002589l y utg001670l están asociados al mismo marcador del

acr (la secuencia Pnexs) y sus regiones sinténicas en arroz se encuentran consecutivas
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Regiones centroméricas

Figura 4.33: Relaciones sinténicas entre cinco scaffolds del citotipo diploide
de Paspalum notatum y el cromosoma Os2 de Oryza sativa. Cada cuerda co-
necta un gen predicho en P. notatum y su ortólogo en O. sativa. Sobre cada
scaffold se marcó la región de homología con las secuencias 100 % ligadas al
acr de los citotipos tetraploides de P. notatum
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Regiones centroméricas

Figura 4.34: Relaciones sinténicas entre seis scaffolds del citotipo diploide de
Paspalum notatum y el cromosoma Os12 deOryza sativa. Cada cuerda conecta
un gen predicho en P. notatum y su ortólogo en O. sativa. Sobre cada scaffold
se marcó la región de homología con las secuencias 100 % ligadas al acr de los
citotipos tetraploides de P. notatum.
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y parcialmente solapadas, lo que podría significar que ambos scaffolds corresponden al

mismo fragmento genómico o cromosoma homólogo que el programa de ensamblado no

pudo unificar.

El scaffold utg001125l presenta secuencias similares a fragmentos del cromosoma

Os2 y Os12. Esto puede observarse en los análisis de sintenía presentados en las Figuras

4.33 y 4.34 donde las regiones sinténicas del scaffold utg001125l mapean en las posi-

ciones Os2:32.488.795—32.963.974 y Os12:25.015.035—26.179.003 de arroz. Es interesante

notar que estas regiones de mapeo están localizadas en los extremos de las regiones sin-

ténicas al acr estudiadas en esta Tesis (Os2:22.882.165—32.517.155 y Os12:20.005.405—

27.529.682), por lo cual este scaffold podría representar una parte de la región de «empal-

me» del segmento híbrido del cromosoma de P. notatum que cosegrega con la apomixis.

4.4.3. Mapeo de transcriptos de P. notatum sobre los scaffolds del

citotipo diploide

Con el objetivo de analizar qué transcriptos expresados durante el desarrollo floral de

P. notatum derivan de los scaffolds asociados al acr, se realizaron búsquedas de blastn

utilizando la información de secuencias disponibles en la base DET descripta en la Sec-

ción 4.3. Como resultado del análisis se encontraron 427 secuencias con homología a

404 transcriptos diferentes. El 25 % de los mismos (101 transcriptos) mostró homología

con secuencias de los scaffolds previamente identificadas como secuencias codificantes,

los restantes mapearon en regiones que no pudieron ser predichas en los análisis an-

teriores. Se hallaron 43 transcriptos con expresión diferencial; 8 sobrexpresados en el

genotipo sexual y 35 sobrexpresados en el genotipo apomíctico. La mayor parte de los

transcriptos (60,14 %) correspondieron a secuencias codificantes para proteínas. De las

restantes secuencias no codificantes, solo cuatro fueron identificadas como diferenciales:

dos sobrexpresadas en el genotipo sexual y dos sobrexpresadas en el apomíctico (Tabla

a.7).

En las Figuras 4.35 y 4.36 se representa el mapeo in silico de los transcriptos men-

cionados sobre los scaffolds. En estos análisis se observa una sectorización de secuen-

cias no codificantes, en particular, en los scaffolds utg002007l, utg000441l, utg002589l y

utg001670l, donde se detectan regiones con transcriptos no codificantes y ausencia de

transcriptos codificantes. Asimismo, la mayoria de los trascriptos codificantes se encuen-

tran sobreexpresados en el genotipo apomíctico.
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Figura 4.35: Mapeo de los transcriptos de Paspalum notatum sobre los scaf-
folds del genotipo diploide de la misma especie y valores de expresión dife-
rencial (Log2FC) durante el desarrollo reproductivo (apomíctico vs sexual). a)
utg000705l. b) utg002297l. c) utg002007l. d) utg001125l. e) utg000441l.
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Figura 4.36: Mapeo de los transcriptos de Paspalum notatum sobre los scaf-
folds del genotipo diploide de la misma especie y valores de expresión dife-
rencial (Log2FC) durante el desarrollo reproductivo (apomíctico vs sexual). a)
utg002589l. b) utg001670l. c) utg001669l. d) utg002034l. e) utg002456l.
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4.4.4. Identificación, análisis y anotación funcional de genes can-

didatos

Los 104 genes de arroz identificados en los scaffolds asociados al acr (Sección 4.4.2)

en conjunto con los 441 genes de arroz de las regiones de interés de los cromosomas Os2

y Os12 asociados a transcriptos diferenciales de P. notatum (395 codificantes y 46 no co-

dificantes; Sección 4.3) fueron categorizados de acuerdo a las clases ontológicas (GO©5;

Ashburner et al., 2000). El análisis fue realizado considerando las tres categorías prin-

cipales: componentes celulares (cc), funciones moleculares (fm) y procesos biológicos

(pb), utilizando los genes ortólogos de A. thaliana.

Los genes relacionados con cc fueron asociados a procesos que se desarrollan en

compartimientos celulares (go:0044464), membranas (go:0016020) y complejos protei-

cos (go:0032991). En la categoría fm, la mayoría de los genes se encontraron vincula-

dos a funciones de regulación transcripcional (go:0140110) y unión (go:0005488); más

específicamente unión a ácidos nucleicos (go:0003676), ribonucleótidos (go:0032553) y

unión a atp (go:0005524). También se hallaron genes en las categorías de transporte

(go:0005215), actividad estructural (go:0005198), regulación de funciones moleculares

(go:0098772) y actividad antioxidante (go:0016209). Es de destacar que dentro de la ca-

tegoría pb, se identificaron 302 genes involucrados a diez clases ontológicas relaciona-

das con el desarrollo reproductivo: procesos reproductivos (go:0022414), polinización

(go:0009856), regulación de los procesos reproductivos (go:2000241), reproducción se-

xual (go:0019953) y meiosis (go:1903046); asimismo mostraron relación con procesos

metabólicos (go:0008152); crecimiento (go:0040007); proliferación celular (go:0008283);

procesos celulares (go:0009987) donde se destaca el silenciamiento génico (go:0016458)

y el plegado de proteínas (go:0006457); cascada de señales (go:0023052); y procesos del

desarrollo (go:0032502), particularmente megagametogénesis (go:0009561), desarrollo

postembrionario (go:0009791) y dormancia de semillas (go:0010162; Tabla 4.13). Los

principales go de cada categoría: cc, fm y pb se muestran en la Figura 4.37, donde se

representan al segundo nivel para simplificar la visualización de los datos. La lista com-

pleta de las clases al cuarto nivel con los genes identificados se muestra en la Tabla

a.8.

5Disponible en http://geneontology.org/
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Tabla 4.13: Categorías de Ontología Génica al cuarto nivel de los genes iden-
tificados en las Secciones 4.4.2 y 4.3

Categoría
go

Subcategoría go ID go
N°de
genes

pb Señalización go:0023052 32
pb Señalización célula a célula go:0007267 3
pb Crecimiento go:0040007 22
pb Procesos del sistema inmune go:0002376 17
pb Proliferación celular go:0008283 10
pb Procesos rítmicos go:0048511 9
pb Detoxificación go:0098754 5
pb Adhesión biológica go:0022610 3
pb Pigmentación go:0043473 2
pb Fases biológicas go:0044848 1
pb Plegado protéico go:0006457 6
pb Segregación cromosómica go:0007059 4
pb Biogénesis de componentes celulares go:0071840 95
pb Crecimiento celular go:0016049 13
pb Muerte celular go:0008219 11
pb Localización go:0051179 75
pb Procesos metabólicos go:0008152 216
pb −→ Metilación go:0032259 22
pb Respuesta a estímulos go:0050896 141
pb −→ Respuesta celular a estímulos go:0051716 45
pb −→ Respuesta a estrés go:0006950 84
pb −−→ Traducción de señales go:0007165 29
pb Regulación biológica go:0065007 122
pb −→ Regulación de procesos biológicos go:0050789 109
pb −−→ Regulación positiva de procesos biológicos go:0048518 30
pb −−→ Regulación negativa de procesos biológicos go:0048519 41
pb −−−−→ Silenciamiento génico go:0016458 17
pb Procesos del desarrollo go:0032502 99
pb −→ Crecimiento del desarrollo go:0048589 14
pb −→ Megagametogénesis go:0009561 10
pb −→ Regulación de procesos del desarrollo go:0050793 26
pb −→ Procesos multicelular go:0032501 94
pb −−→ Procesos de organismos multicelulares go:0051704 41
pb −−−−→ Desarrollo postembrionario go:0009791 66
pb −−→ Fotoperíodo y floración go:0048573 10
pb Ciclo celular go:0007049 17
pb −→ Procesos del ciclo celular go:0022402 11
pb −→ Procesos basados en microtúbulos go:0007017 6
pb Procesos reproductivos go:0022414 70
pb −→ Desarrollo de procesos involucrados en la reproducción go:0003006 67
pb −→ Ciclo meiótico celular go:0051321 6
pb −→ Germinación seminal go:0009845 5
pb −→ Polinización go:0009856 4
pb −→ Procesos de la dormancia seminal go:0010162 4
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Tabla 4.13: Categorías de Ontología Génica al cuarto nivel de los genes iden-
tificados en las Secciones 4.4.2 y 4.3 (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go ID go
N°de
genes

pb −→ Mantenimiento de la identidad de los órganos florales go:0048497 1
pb −−→ Procesos del ciclo meiótico celular go:1903046 6

fm Actividad molecular estructural go:0005198 8
fm Regulación de las funciones moleculares go:0098772 5
fm Actividad de traducción molecular go:0060089 3
fm Actividad antioxidante go:0016209 1
fm Actividad catalítica go:0003824 142
fm −→ Actividad isomerasa go:0016853 6
fm −→ Actividad transferasa go:0016740 64
fm Unión go:0005488 130
fm −→ Unión a compuestos orgánicos cíclicos go:0097159 67
fm −→ Unión a cromatina go:0003682 2
fm −→ Unión a adn go:0003700 34
fm −→ Unión a proteína go:0005515 56
fm Actividad transportadora go:0005215 22
fm −→ Actividad transportadora molecular go:0140104 1

cc Confluencia celular go:0030054 21
cc Simplasto go:0055044 21
cc Región extracelular go:0005576 30
cc Complejo protéico go:0032991 31
cc Organela go:0043226 300
cc −→ Componente de organelas go:0044422 81
cc Membrana go:0016020 110
cc −→ Componente de la membrana go:0044425 15
cc −→ Lumen de membrana go:0031974 22

PB: Procesos biológico; FM: Funciones moleculares; CC: Componentes celula-
res. Las flechas indican las subcategorías de la clase inmediatamente superior
a cada una de ellas.

El 45,2 % de los genes identificados en los 10 scaffolds seleccionados (47 genes) se

encontraron involucrados en las categorías de pb mencionadas. Los restantes 57 genes

se asociaron únicamente a las categorías de cc o fm mencionadas.

Para poder identificar si existe alguna vía que relacione los genes identificados, se

seleccionaron aquellos genes implicados en procesos reproductivos, del desarrollo o que

fueron vinculados con la apomixis en trabajos anteriores y se generó una red de rela-

ciones funcionales utilizando la plataforma String ©. Como base de datos de referencia se
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Componentes celulares
Funciones moleculares
Procesos biológicos

Figura 4.37: go del segundo nivel asociados a genes de interés de las cate-
gorías Componentes celulares, Funciones moleculares y Procesos biológicos.
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empleó A. thaliana. De los 135 genes seleccionados, se observaron conexiones del tipo

experimental y predicha entre 50 de ellos.

Dentro de la red generada (Figura 4.38), el grafo que presentó la mayor cantidad

de nodos (genes interconectados) está específicamente vinculado con la regulación pos-

transcripcional. En este grupo se encuentran 14 genes que actúan en cascadas de señales

(bsl3, Mora-García et al., 2004; Kim et al., 2016), en el clivado y empalme de arn (skip,

ctf77; Wang et al., 2012; Liu et al., 2010), la poliadenización del extremo 3’ de los arnm

(cstf77, Liu et al., 2010), el procesado de precursores de arnm (rsz21, Palusa et al., 2007),

transcripción de adn (at4g07950, rve1, toc1; Spencer et al., 2007; Rawat et al., 2009;

Pruneda-Paz et al., 2009), organización estructural de la cromatina (toc1; Pruneda-Paz

et al., 2009) y plegado protéico (fkbp12, sqn ; Lu et al., 2007).

Dentro de este grafo se identifica, además, un vértice de corte representado por el gen

squint (sqn), que articula dos subgrafos de ocho y cinco genes (Figura 4.38, marcado en

violeta). Este gen codifica para una chaperona peptidil-prolil cis/trans isomerasa (ppiasa)

de tipo ciclofilina 40 (CyP-40) involucrada en la vía del silenciamiento postranscripcional

mediante la activación de ago1 (Earley et al., 2010). El subgrafo mayor se encuentra

unido al vértice de corte a través del gen skip, un factor de transcripción de tipo F-box

que regula la actividad de genes implicados en la floración y el metabolismo de auxina

(Wang et al., 2012). Además, es parte del complejo Skp-Cullin-F-box (scf), que cataliza la

ubiquitinación de proteínas destinadas a la degradación (Jackson y Eldridge, 2002). Este

complejo multiprotéico también está compuesto por skip18, otra proteína F-box sw40

implicada en la desregulación de ago1 (Risseeuw et al., 2003; Smith et al., 2009), esto le

confiere una actividad opuesta a la del gen sqn en la regulación postranscripcional. El

subgrafo menor, se encuentra unido al vértice de corte a través de una ppi de tipo fkbp

(fkbp12) con homología al gen sqn y que presenta actividad chaperona (Nath e Isakov,

2015).

Un hallazgo interesante fue que el ortólogo al gen fkbp12 de A. thaliana es el gen

de arroz os02g0760300, que contiene el marcador rflp C932 asociado al acr de P. no-

tatum (Podio et al., 2012a; Sección 4.1.2) y ortólogo a la secuencia ppi qim detectada

en esta Tesis (Sección 4.1.4). Un gen homólogo a esta ppi fue encontrado en uno de los

scaffolds (utg000441l) asociados al acr (e-value: 5e-31,% id: 82.86 %). Asimismo, entre los

transcriptos diferenciales de P. notatum analizados (Sección 4.3), se identificó un trans-

cripto codificante sobrexpresado en el genotipo apomíctico (tra_dn48155_c0_g1_i1;

Log2FC: 10,07; fdr: 6.69e-12) asociados a otro gen ppi con dominio fkbp: os02g0761100.
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Figura 4.38: Análisis de relaciones funcionales entre los genes asociados a
procesos reproductivos o del desarrollo vegetal. En el centro de la red (indica-
do en violeta) se ubica un grafo que agrupa 14 genes de Arabidopsis thaliana
implicados en la regulación postranscripcional.
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Este gen se encuentra en la región del cromosoma Os2 asociada al acr, localizado en la

posición Os2:32.047.766—32.052.300 (Figura 4.26), a solo 30 kpb del gen os02g0760300

(Os2:32.017.761—32.019.838). El gen ortólogo en A. thaliana es el denominado sqn , que

constituye un nodo sensible del grafo central de la Figura 4.38. Estos resultados sugie-

ren una fuerte asociación funcional (además de física) del gen de la ppi descripto en la

Sección 3.3.4 de esta Tesis (pág. 46) con el modo de reproducción apomíctica.
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P. notatum es una de las especies modelo para el estudio de la apomixis, entre otras

razones debido a que: i) existe una colección de germoplasma de la especie en el Instituto

de Botánica del Nordeste (ibone), conicet-unne que se encuentra completamente ca-

racterizada en cuanto a sus niveles de ploidía y modos de reproducción (Ortiz et al., 2013,

2020); ii) se dispone de mapas de ligamiento genético a los niveles diploide (Pessino et al.,

1998) y tetraploide (Stein et al., 2007); iii) se han desarrollado transcriptomas tanto del

desarrollo reproductivo, como de tejido foliar a los niveles 2x y 4x en donde es posible

realizar «minería de genes» para caracteres de interés (Ortiz et al., 2017; de Oliveira et

al., 2020); iv) se conoce el complemento completo de los arn pequeños y sus potenciales

secuencias blanco expresadas durante el desarrollo sexual y apomíctico en las razas te-

traploides (Ortiz et al., 2019); v) se cuenta con sistemas de transformación genética para

la realización de estudios funcionales (Mancini et al., 2014); vi) se han identificado varias

vías asociadas a la inducción y represión de la aposporía (Mancini et al., 2018; Colono et

al., 2019) y vii) se cuenta con programas de mejoramiento avanzados que utilizan la tec-

nología de apomixis para la generación de nuevos cultivares (Zilli et al., 2018). Además

de esto, se ha caracterizado la herencia de la aposporía (Martínez et al., 2001), así como

la región genómica que controla a la apomixis (Ortiz et al., 2013).

Este trabajo de Tesis estuvo enfocado a estudiar la conservación y microsintenía de

la región genómica responsable de la apomixis (acr) en la especie, identificar bloques de

sintenía conservados y determinar posibles genes candidatos en base al mapeo compa-

rativo y la combinación de datos genómicos y transcriptómicos.

En primer lugar, se realizó una evaluación del modo reproductivo del material vegetal

(Sección 4.1.1) a fin de contar con una población segregante para estudios de ligamien-

to. Este análisis confirmó el modo reproductivo de todas las plantas utilizadas durante el

trabajo de Tesis. La clasificación de la población híbrida y de las accesiones de P. notatum
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coincidió con las realizadas por Quarín et al. (2001, 2003), Martínez et al. (2001), Stein et

al. (2004) y Espinoza et al. (2006). Sin embargo, los valores obtenidos para la expresivi-

dad de la apomixis fueron menores a los documentados. En algunos casos la diferencia

fue hasta de 23 puntos porcentuales, como se observa en el caso de la accesión Q4012

(ver Tablas 3.1 y 4.1). Esta diferencia podría estar dada por el mayor número de ovarios

observados en esta Tesis en comparación con los utilizados en los trabajos previos. Sin

embargo, está también documentado que la expresividad de la apomixis de un individuo

puede variar en el tiempo e incluso entre condiciones distintas de un mismo año. Los

estudios de Sailer et al. (2016) en híbridos de Hieracium pilosella sustentan la hipótesis

de que el carácter apomíctico podría estar fuertemente regulado por componentes epi-

genéticos ya que los individuos que mostraron inestabilidades en cuanto a la expresión

del carácter evidenciaron, a su vez, inestabilidades en sus marcas epigenéticas. A pesar

de que las expresiones del carácter apomíctico obtenidas en P. notatum resultaron dife-

rentes a las documentadas, las mismas siguen manteniendo un comportamiento bimodal

con una variación discontinua, desde niveles bajos a niveles altos, lo cual concuerda con

los resultados reportados por Zilli et al. (2015) en híbridos de la especie. En particular, el

genotipo Q3664 es un individuo con baja expresión de la apomixis en donde el fragmento

Bi, ligado al acr, no pudo ser amplificado. Esta accesión fue la única en presentar sacos

sea que no amplificó el marcador scar spna2 (Tabla 4.1), ni el marcador ppi detectado

en este trabajo (Figura 4.9b). El hecho de que no se detecten estos marcadores especí-

ficos del acr en este genotipo altamente sexual, indicaría que la accesión podría ser un

recombinante para los marcadores 100 % ligados al acr. Esta recombinación hallada en-

tre el marcador molecular y el carácter apomixis representaría una estructura genética

diferente a las demás accesiones apomícticas de P. notatum. Que este genotipo se des-

taque respecto a los restantes genotipos apomícticos estudiados podría significar que la

región que contiene a los marcadores scar spna2 y ppi contendría secuencias esenciales

para alcanzar la máxima expresividad de la apomixis. El estudio de la estructura genó-

mica al nivel de secuencias de este individuo puede aportar información crucial sobre

cuales genes serían «imprescindibles» para lograr una alta expresividad del carácter, así

como ayudar a determinar el tamaño preciso del acr en la especie.

Por otro lado, fue posible observar que los porcentajes de ovarios mixtos (con sacos

sem y sea) respecto a los netamente apospóricos (únicamente con sacos sea) superó el

60 % en todos los individuos apomícticos, aún en los ejemplares que registraron alta ex-

presividad del carácter. Engelbert (1941), fue el primero en proponer la existencia de una

suerte de competencia intraovárica por el espacio y los recursos existente entre sacos sem

y sea en plantas apomícticas de Poa arctica. Debido a que el resultado final en estos cito-
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tipos era el desarrollo de un único embrión de origen apospórico, postuló que los sacos

sea sobrevivían a los sem por encontrarse en una posición citológica ventajosa cercana

a la zona chalazal del ovario. Sin embargo, este no sería el caso en especies del género

Paspalum ya que la mayoría de los sacos apospóricos muestran localizaciones ectópicas

dentro del ovario y normalmente no quedan directamente enfrentados a la micrópila

(Soliman et al., 2018). Posteriormente, Nygren (1948) encontró que la vía sexual inicia

su desarrollo de forma tardía respecto a la apospórica en individuos apomícticos de Ca-

lamagrostis spp.. Esta heterocronía fue hallada en individuos apomícticos de Tripsacum

dactyloides (Leblanc y Savidan, 1994), P. maximum (Savidan, 2000) y P. rufum (Soliman

et al., 2018). En P. malacophyllum, Hojsgaard et al. (2013) concluyeron que la heterocro-

nía presente en los citotipos apomícticos conlleva a la eventual degeneración del saco

sem de los ovarios mixtos por encontrarse en desventaja nutricional al diferenciarse de

forma tardía. En el presente estudio, los altos porcentajes de sacos mixtos en ovarios al

momento de la antesis de plantas apomícticas con alta expresividad del carácter podría

estar señalando un contexto de competencia, en donde los sacos sem se encuentran en

desventaja debido al desarrollo heterocrónico que presentan (Soliman et al., 2018).

Estudios de mapeo comparativo en varias especies de Paspalum determinaron que el

acr se encuentra en una región genómica asociada a un segmento de aproximadamente

5.8 cM del brazo largo del cromosoma 12 de arroz (Pupilli et al., 2004). Sin embargo, sola-

mente en P. notatum, además de este segmento, se encontró asociación con un sector del

cromosoma 2 de arroz (Pupilli et al., 2004; Podio, 2013). A fin de validar la asociación del

segmento del cromosoma Os2 con la región responsable de la apomixis en P. notatum,

se desarrolló un marcador de pcr en base a una de las secuencias completamente ligadas

reportadas por Pupilli et al. (2004). En este trabajo, a partir del clon C932, se validó la pre-

sencia de una secuencia quimérica de la especie dentro del acr que presenta homología

simultánea con un gen ppi y una chaperona dnaj .

Es interesante destacar que varios estudios, concernientes al acr en especies del gé-

nero Paspalum han identificado la presencia de pseudogenes o secuencias no codificantes

con homología a loci de copia única dentro del acr. Por ejemplo, Mancini et al. (2018)

identificaron en P. notatum la secuencia no codificante Pnlnc_qgj ligada al acr que

presenta un segmento idéntico al gen map3k que podría tener una función regulatoria.

El gen funcional map3k segrega de forma independiente con la apomixis y su regula-

ción negativa produce una disminución significativa de los sacos embrionarios de tipo

apospóricos (Mancini et al., 2018). Por otro lado, en P. simplex, el pseudogen Psorc3a

también se halló ligado completamente al acr (y ausente en los genotipos sexuales). Su
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expresión se encontró asociada a la represión de su parálogo funcional (Psorc3b) pre-

sente tanto en plantas sexuales como apomícticas (Siena et al., 2016). Se especula que

este sistema posibilitaría el desarrollo del endosperma de las semillas apomícticas que se

desvía de la relación genómica canónica de las gramíneas 2 materna:1 parterna (Siena

et al., 2016). Llamativamente, en el presente trabajo, la secuencia genómica ppi, ligada al

acr (Secciones 4.1.3 a 4.1.5), transcribe el isotig33823, codificante para un transcrip-

to quimérico. Esta secuencia podría codificar para una proteína específica, de funciones

nóveles o bien, podría ser una secuencia que no se traduzca a una proteína. A su vez, el

isotig32671 encontrado únicamente en el transcriptoma del genotipo apomíctico también

presenta homología a genes de ppis y es de naturaleza pseudogénica. De forma análoga a

lo descrito por Siena et al. (2016), para las secuencias Psorc3a-like, estos dos transcriptos

no codificantes podrían estar implicados en vías de silenciamiento que actúan sobre el

gen ppi funcional. Para validar esta hipótesis deberían llevarse a cabo experimentos de

correlación de expresión entre los transcriptos ppi en los híbridos apomícticos mediante

reacciones de pcr en tiempo real utilizando arn de diferentes etapas del desarrollo floral,

así como estudios funcionales para determinar si el gen ppi qim juega algún papel en

el desarrollo reproductivo.

A fin de analizar la sintenía de los bloques cromosómicos de arroz asociados al acr

en especies de gramíneas se realizaron experimentos de comparación de macro y mi-

crosintenía. Las gramíneas son, hasta el momento, la familia más estudiada en el reino

vegetal (Gaut, 2002) y los recientes avances en la secuenciación y tecnologías de genoti-

pado han ayudado en el análisis comparativo de los genomas de especies relacionadas.

La disponibilidad de herramientas bioinformáticas de reciente desarrollo ha aumentado

la utilización de esta información aplicada a los programas de mejoramiento de cultivos

(Xiao et al., 2013). Sobre la base de la homología de secuencias, sumado a la disposi-

ción de marcadores moleculares, se pudo realizar una comparación entre los genomas

de arroz, S. bicolor, S. italica, B. distachyon y P. notatum. En la Sección 4.2, referidas a los

estudios de sintenía entre las regiones de arroz vinculadas con el acr de P. notatum y sus

correspondientes homologías en diferentes especies de gramíneas, se identificaron en

primer lugar los cromosomas con mayor número de genes ortólogos a los cromosomas

Os2 y Os12 de arroz. Los resultados obtenidos están en total concordancia con reportes

de sintenía previos desarrollados mediante marcadores moleculares (Nagamura et al.,

1995; Gale y Devos, 1998; Ventelon et al., 2001; Kim et al., 2005; Galla et al., 2019). Para el

caso de S. bicolor, tanto Gale y Devos (1998) como Ventelon et al. (2001) hallaron bloques

de marcadores de rflp del cromosoma Os2 y Os12 en los grupos de ligamiento D e I, res-

pectivamente. El primer grupo de ligamiento pertenece al cromosoma Sb4 de S. bicolor,

130



Discusión

mientras que el segundo corresponde al cromosoma Sb8 (Kim et al., 2005). Además, en

un estudio reciente se identificaron regiones sinténicas al Os12 sobre el cromosoma Sb8

de S. bicolor (Galla et al., 2019).

En cuanto a S. italica, Gale yDevos (1998) utilizaronmarcadores de rflp para reportar

la asociación entre los cromosomas Os2 y Os12, y los cromosomas Si1 y Si3 (respecti-

vamente), lo cual pudo ser claramente confirmado en nuestro análisis. Esto concuerda

además con los resultados de Galla et al. (2019), donde se identificaron regiones sinténi-

cas del Os12 en el cromosoma Si3. Por otro lado, Devos et al. (1998) encontraron marca-

dores adicionales del Os12 que mapeaban sobre el cromosoma Si7, y del mismo modo,

asociaron al Os11 con el Si8. En la construcción del mapa genético de arroz mediante

marcadores de rflp, Nagamura et al. (1995) identificaron una duplicación intercromosó-

mica de 12 cM en las regiones distales de los brazos cortos del Os11 y Os12 de arroz. Los

estudios de Devos et al. (1998) complementaron esta evidencia y, debido a que las regio-

nes sinténicas en S. italica también aparecen duplicadas entre los cromosomas Si7 y Si8,

concluyeron que este rearreglo cromosómico se desarrolló previamente a la especiación

de arroz y S. italica. En nuestros resultados observamos una homología mixta de S. italica

respecto al cromosoma Os12, ya que el mismo se encuentra asociado al Si3 y al Si7. Los

5,8 Mpb de la región distal del brazo corto del Os12 que muestra sintenía con regiones del

brazo largo del Si7 corresponde claramente con las duplicaciones documentadas entre el

Si7 y el Si8 (cromosoma ortólogo al Os11) y entre el Os11 y Os12.

El genoma de la especie modelo B. distachyon fue secuenciado por primera vez por

The International Brachypodium Initiative en 2010, y los estudios derivados identificaron

bloques de sintenía del Os2 translocados únicamente a regiones del Bd3. De forma análo-

ga, los bloques de sintenía del cromosoma Os12 fueron identificados en el Bd4. Ambas

relaciones sinténicas son coherentes con los resultados de Galla et al. (2019) y lo hallado

en nuestro estudio.

La identificación de los bloques de sintenía pertenecientes a ambas regiones de arroz

asociadas al acr no evidenciaron translocaciones conjuntas entre ellas al compararlas

con los genomas de S. bicolor, S. italica y B. distachyon. Sin embargo, sí se registraron

rearreglos cromosómicos como inversiones completas entre el Os2 y el Bd3 de B. dis-

tachyon, y entre el Os2 y el Sb4 de S. bicolor, especie donde se ha documentado apomixis

(Elkonin et al., 2012; Tsvetova et al., 2019). El descubrimiento de líneas tetraploides de

S. bicolor con reproducción apospórica realizada por Hanna et al. en 1970 fue seguida,

desde entonces, por otros estudios citoembriológicos que determinaron valores de 3 y
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14 % de aposporía tanto para líneas diploides como tetraploides, respectivaente (Carman

et al., 2011). El mejoramiento de líneas diploides ha alcanzado actualmente valores des-

de 28,00 a 96,10 % de semillas de origen apomíctico (Elkonin et al., 2012; Tsvetova et al.,

2019). Los rearreglos en S. bicolor encontrados en esta Tesis podrían estar asociados a la

capacidad de apomixis en las líneas estudiadas. Aunque en S. italica y B. distachyon no se

registraron deleciones en las regiones de estudio, la Hipótesis 1 de la Tesis (que postula

que «los bloques cromosómicos de arroz que presentan sintenía con el acr de P. notatum

se encuentran conservados en los genomas de otras gramíneas»), resulta parcialmente

correcta debido a que en S. bicolor hemos registrado la deleción de una secuencia que

contiene al homólogo del marcador C0996 ligado a la apomixis.

Por otro lado, el estudio comparativo que realizamos entre los cromosomas Os2 y

Os12 de arroz respecto a sus ortólogos en las tres gramíneas analizadas, evidenció frag-

mentos invertidos relativamente extensos (de 3 a 15 Mpb) con microcolinealidad génica

conservada. La mayoría de las inversiones se encontró en las regiones subteloméricas de

los brazos largos de ambos cromosomas de arroz. Estas regiones son de particular interés

por contener secuencias ligadas al acr de P. notatum. El análisis detallado de ambas re-

giones cromosómicas reveló que son fragmentos de relativa inestabilidad, que han sido

afectadas por diversos rearreglos cromosómicos durante los procesos evolutivos de las

especies. Esto confirma que los bloques de sintenía asociados al acr en especies de gra-

míneas presentan inserciones y deleciones que interrumpen la microcolinealidad. Estos

resultados nos llevarían a rechazar una conservación estricta de los bloques asociados al

acr, sobre todo en lo relativo al segmento del cromosoma Os12.

En el estudio sobre las especies del género Oryza, la mayor cercanía evolutiva se re-

flejó en la alta conservación sinténica de estas regiones. Sin embargo, en O. nivara se

halló una gran inestabilidad cromosómica caracterizada por deleciones de segmentos y

translocaciones de bloques de sintenía hacia otros cromosomas. La relación entre es-

tos dos genomas se analizó con mayor profundidad permitiéndonos identificar bloques

particulares de los cromosomas Os2 y Os12 que sufrieron translocaciones hacia los cro-

mosomas On12 y On2, respectivamente, durante su especiación. A pesar de que hasta

el momento no se han encontrado indicios de sacos embrionarios de tipo apospórico o

diplospórico en O. nivara (Virmani et al., 1998), sería importante realizar nuevos estu-

dios sobre la especie con mayor cantidad de observaciones, ya que la conjunción hallada

en nuestro estudio es una evidencia de que segmentos del Os2 y Os12 podrían haberse

translocado durante la especiación de P. notatum para integrar el acr. Estos resultados

indican que ambas regiones de arroz asociadas a la apomixis en P. notatum han sufrido

132



Discusión

cambios durante la especiación y probablemente la conjunción de pérdidas de micro-

colinearidad por inversiones o por migración de genes esté asociada a la desregulación

de la expresión génica en estas regiones. Es de destacar que varios genes que compo-

nen estos bloques tienen anotaciones funcionales asociadas al desarrollo reproductivo

en plantas. Por ejemplo, el gen os12g0570000 (ortólogo al oniva02g22010) codifica pa-

ra una proteína de tipo armadillo. Se ha descripto que proteínas de este tipo actúan

como control materno del desarrollo inicial del embrión y endosperma en A. thaliana

ya que mutantes defectivas en el gen arm muestran un fenotipo caracterizado por la

detención del crecimiento del endosperma y del embrión, el cual adopta la forma carac-

terística que le da nombre al gen (Ngo et al., 2012). En A. thaliana el gen transparent

testa glabra 1 (ttg1) codifica para una proteína con repetición wd40 con funciones

pleiotrópicas asociadas a la biosíntesis de flavonoides, la cubierta mucilaginosa de la se-

milla, la acumulación proteica y lipídica en el endosperma, y desarrollo de tricomas en

hojas, tallos y raíces (Larkin et al., 1994; Shirley et al., 1995; Walker et al., 1999; Wes-

tern et al., 2001). Recientemente este gen a sido vinculado con el control del desarrollo

en S. italica (Liu et al., 2017) y con el tiempo a floración en A. thaliana (Paffendorf et

al., 2019). La proteína thaumatin pertenece a una familia protéica relacionada con la

resistencia a la patogénesis (proteínas pr) que se sintetiza en etapas donde la planta ad-

quiere resistencia sistemática a factores tanto bióticos como abióticos. En particular, las

proteínas thuaumatin tienen efecto antifúngico y fueron detectadas en los estigmas de

N. tabacum durante la polinización (Vigers et al., 1992; Kuboyama, 1998). Estos genes se

expresan en tejidos ováricos durante la diferenciación floral de N. tabacum (Richard et

al., 1992; Skadsen et al., 2000) y se encuentran sobrexpresados en ovarios en desarrollo

respecto a ovarios abortivos de árboles de Corylus spp. (Liu et al., 2018b).

Una de las hipótesis vigentes sobre el origen de la apomixis sostiene que la misma

está controlada por genes codificantes para proteínas nuevas con funciones nóveles no

observadas en la reproducción sexual, desencadenadas por procesos de mutación géni-

ca —«teoría de la mutación», propuesta por Koltunow y Grossniklaus (2003)—. En línea

con esta teoría, en este trabajo se demostró que la expresión de un gen quimérico (ppi

qim) solamente en los tejidos reproductivos apomícticos, deriva de una secuencia espe-

cífica del acr. En este sentido, las técnicas focalizadas en la transcriptómica comparativa

buscan identificar genes específicos de plantas apomícticas o que estén diferencialmente

expresados entre éstas y su contraparte sexual (Ortiz et al., 2017). Distintos estudios han

encontrado genes con expresión diferencial entre individuos sexuales y apomícticos de

E. curvula (Cervigni et al., 2008; Selva et al., 2012), P. ciliare (Vielle-Calzada et al., 1996;

Singh et al., 2007), H. pilosella (Guerin et al., 2000), P. maximum (Yamada-Akiyama et al.,
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2009) y P. notatum (Pessino et al., 2001; Laspina et al., 2008; Podio et al., 2014b; Mancini

et al., 2018). Mientras que la identificación en estos trabajos se realizó in vivo, en nuestro

estudio hemos planteado una búsqueda de patrones diferenciales in silico realizando una

minería de los transcriptomas florales de P. notatum (Sección 4.3).

En P. pratensis diferentes estudios de expresión génica utilizaron la técnica de adnc-

aflp e identificaron dos genes candidatos: somatic embryogenesis receptor-like kinase

(Ppserk) y apostart (Albertini et al., 2005). El primero es una serina/treonina y tirosina

quinasa que actuaría permitiendo la formación del saco embrionario a partir de la célula

inicial de la aposporía. En P. notatum, Podio et al. (2014b) estudiaron un ortólogo del gen,

denominado Pnserk2, que presenta un patrón de expresión alterado en los tejidos repro-

ductivos de individuos apomícticos respecto a los sexuales, y se encuentra únicamente

en tejidos nucelares durante la meiosis del genotipo apomícticomientras que en el sexual

solo se evidencia en la célulamadre de lamegáspora. Nuestra búsqueda blastn usando la

secuencia del gen (GenBank®: aj841698.1) contra la base de arroz del Gramene ©encon-

tró como potencial ortólogo al os06g0274500 (e-value = 4,2e-4), descripto como semejante

al gen serk1 y que hemos hallado vinculado con un transcripto codificante sobrexpre-

sado en el genotipo apomíctico. El gen apostart contiene un dominio start de unión a

lípidos y los dobles mutantes de A. thaliana para apostart 1 y apostart 2 sugieren que este

gen tiene un rol de importancia en el desarrollo del embrión y la semilla (Albertini et al.,

2005; Barcaccia y Albertini, 2013). Ambas secuencias apostart (GenBank®: aj786392.1

y aj786393.1) presentan homología con el gen de arroz os06g0116500 (e-value = 1,2e-7),

que codifica para una proteína con dominio pleckstrínico, y que detectamos, en este aná-

lisis, asociado a un transcripto no codificante sobrexpresado en el genotipo apomíctico

(aunque no hemos encontrado representantes de estos genes dentro de las regiones es-

tudiadas del Os2 y Os12).

Los genes de arroz os12g0616200 y os12g0595000 contienen similitud de secuencias

con el clon C996a —ligado al acr— y con el gen Pnexs (respectivamente; Pupilli et al.,

2004; Podio, 2013). En esta Tesis, ambos genes de arroz fueron identificados por presentar

homología con secuencias de transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo

apomíctico de P. notatum. Otro gen documentado como diferencialmente expresado es el

Pntgs1-like, cuyos transcriptos fueron encontrados en cuantías significativamente ma-

yores en espiguillas de genotipos sexuales respecto a las apomícticas (Laspina et al., 2008;

Siena et al., 2014). Este gen es ortólogo al os03g0396900 de arroz, que en nuestro trabajo

encontramos asociado un transcripto codificante diferencial sobrexpresado en el genoti-

po apomíctico, de forma contraria a lo documentado. Esta diferencia podría deberse a la
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forma en la que hemos promediado las bases de expresión de los cuatro estadíos florales

(premeiosis, meiosis, posmeiosis y antesis), ya que la diferencia de expresión documen-

tada por Siena et al. (2014) se presenta únicamente en el último de los estadios florales.

Respecto al gen de P. simplex Psorc3b, con expresión diferencial en tejidos reproducti-

vos del genotipo sexual, no hemos encontrado transcriptos diferenciales asociados a su

ortólogo en arroz (os10g0402200).

En el análisis de la base del transcriptoma floral de P. notatum, identificamos trans-

criptos diferenciales sobrexpresados tanto en el genotipo sexual como en el apomíctico.

El bajo porcentaje de transcriptos diferenciales respecto al total (7,01 %) señala la baja

proporción de genes que se encontrarían alterados en el citotipo apomíctico durante la

reproducción. Sin embargo, este porcentaje representa una cantidad de genes imposible

de estudiar individualmente mediante validación por mapeo experimental y posterior

análisis funcional (∼ 13.000 genes). Por esta razón, y de forma semejante al mapeo in

silico realizado por Laspina et al. (2008), hemos acotado la búsqueda a genes directamen-

te vinculados con regiones de arroz asociadas al acr de P. notatum. En nuestro mapeo

identificamos 638 genes de estas regiones de arroz vinculados con transcriptos diferen-

ciales (411 del cromosoma Os2 y 227 del cromosoma Os12). Además, la categorización

previa de los transcriptos agrupándolos en codificantes y no codificantes nos permitió

conocer el paisaje de transcriptos con potencial rol regulatorio.

Los transcriptos no codificantes (arnnc, por arn no codifcante) integran una familia

de moléculas que regulan la expresión génica tanto a nivel transcripcional como pos-

transcripcional (Zaratiegui et al., 2007), y por lo tanto forman parte de la regulación fina

de diferentes procesos biológicos incluidos los reproductivos (Li et al., 2015). Los reportes

en continuo crecimiento de diferentes arnnc largos indican que existen de forma ubicua

en el reino vegetal con funciones conservadas (Zhang y Chen, 2013). En especies mo-

delos como A. thaliana y arroz se detectaron transcriptos no codificantes relacionados

con el tiempo a floración (Yamaguchi y Abe, 2012), y con el desarrollo de las estructuras

florales y su fertilidad (Zhang et al., 2014).

En P. notatum se reportaron dos casos de este tipo de transcriptos vinculados con el

carácter apomíctico: el gen Pnlnc_qgj (Mancini et al., 2018) y el Pnlnc_n13 (Ochogavía

et al., 2018). En el primer caso, los autores identificaron dos transcriptos de P. notatum con

homología a un gen que codifica para una quinasa activada por mitógenos (map3k). Uno

de ellos, denominado qui-gon jinn (qgj), codifica para la proteína funcional. El otro,

denominado Pnlnc_qgj, se encuentra localizado en el acr y corresponde a un trans-
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cripto no codificante que podría estar regulando la expresión del primero. La proteina

map3k está implicada en la cascada de señalización del ácido abscísico (aba) y el armado

del citoesqueleto, y que es esencial en diferentes procesos del desarrollo vegetal como,

por ejemplo, la transición desde el desarrollo vegetativo al reproductivo (Matsuoka et

al., 2018). En individuos apomícticos de P. notatum, qgj se expresa en la nucela de los

ovarios apospóricos y cuando su expresión es inhibida, los fenotipos evidencian reduc-

ciones significativas en la proporción de sacos sea. El trabajo de Mancini et al. (2018)

identificó como potencial ortólogo del qgj al gen de arroz os11g0207200 (e-value = 0,0),

que en nuestros análisis se encontró asociado a transcriptos no diferenciales. No obs-

tante, también señalaron como potencial ortólogo al gen de arroz os02g0666300 (e-value

= 3e-58), que se encuentra localizado en la región asociada al acr del Os2, y que, en el

presente trabajo, se halló vinculado con un transcripto codificante diferencial sobrexpre-

sado en el genotipo apomíctico, de forma concordante con lo detallado en la publicación

mencionada (Mancini et al., 2018).

El otro caso mencionado de genes no codificantes de P. notatum es el gen Pnlnc_n13,

que Laspina et al. (2008) encontraron expresado diferencialmente entre plantas sexuales

y apomícticas. Posteriormente, Ochogavía et al. (2018) identificaron que un fragmento

de este gen se transcribe en un arnnc con homología parcial a un gen response regu-

lator 6 de Z. mays (GenBank®: bt068773). En arroz, la secuencia Pnlnc_n13 presenta

homología con el gen os12g0139400, localizado por fuera de la región de estudio que de-

finimos para el cromosoma Os12, y que no encontramos diferencial entre los genotipos

sexual y apomíctico. Ochogavía et al. (2018) también describieron otros miembros de la

familia del Pnlnc_n13 que mostraron homología parcial con los genes f-box de Z. mays

(GenBank®: xm_008674592), una dead-box atp-dependent rna helicase 52c de O. sa-

tiva (GenBank®: xm_015762339), y una ppi con dominio fkbp12 de Z. mays (GenBank®:

eu959401), ortólogo al gen de arroz os02g0760300. En nuestro mapeo transcriptómico

de la Sección 4.3, tres genes ppi del Os2 fueron asociados a transcriptos codificantes so-

brexpresados en el genotipo apomíctico: os02g0117600, os02g0491400 y os02g0761100,

estando este último localizado en la región de estudio sinténica al acr.

Aunque la cantidad de transcriptos codificantes de P. notatum sobrexpresados en el

genotipo apomíctico resultó mayor respecto a los transcriptos codificantes sobrexpre-

sados en la base sexual (Figura 4.23), el mapeo de los mismos sobre los cromosomas

de arroz no evidenció un patrón distintivo entre ellos (Figura 4.25). Respecto a los no

codificantes sí se observó localizaciones contrastantes, particularmente en las regiones

centroméricas y subcentroméricas de los cromosomas, donde la cantidad de transcriptos
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sobrexpresados en la base sexual fue nula o escasa. Esto se acentuó más en los cromo-

somas Os2 y Os12, donde se encuentran las regiones sinténicas al acr (Figura 4.28). Lo

anterior permite corroborar la Hipótesis 2, que postula que «genes localizados en el acr

de P. notatum presentan expresión diferencial entre individuos sexuales y apomícticos».

En la Sección 4.4.1, concerniente a la caracterización de la región asociada al acr

en el genoma diploide, se analizaron en detalle diez scaffolds conteniendo secuencias li-

gadas al acr del citotipo tetraploide. En este estudio, se pudieron realizar estudios de

sintenía usando como referencia a los cromosomas Os2 y Os12 de arroz y detectar va-

rios genes asociados a transcriptos con expresión diferencial entre el citotipo sexual y

apomíctico de P. notatum. Considerando aquellos genes predichos de P. notatum en los

que encontramos homología con secuencias de genes de arroz, podemos aseverar que

hay una alta conservación de la microcolinearidad génica. En un estudio sinténico com-

parando el acr de P. simplex con el cromosoma Os12, Galla et al. (2019) encontraron que

el gen os12g0616400 (localizado entre el os12g0616200 y el os12g0616500), se encuentra

reemplazado por siete genes en P. simplex cuyos ortólogos en arroz no forman parte del

mismo bloque sinténico. En nuestro caso, el gen de arroz os12g0616400 está reempla-

zado en P. notatum por una secuencia con homología al locus loc112873752 de P. hallii.

Curiosamente, este gen es ortólogo al os02g0776900 de arroz, un activador transcripcio-

nal inducido por giberelinas, que está localizado en el brazo largo del cromosoma, a solo

0,32 Mpb de la región de estudio definida en este trabajo. Este rearreglo génico puntual

encontrado entre arroz, P. simplex y P. notatum resulta interesante porque evidencia una

vez más la inestabilidad de las regiones que controlan la apomixis en ambas especies de

Paspalum.

Basados en estudios de marcadores moleculares in vivo en P. notatum, Stein et al.

(2007) estimaron que el acr estaría conformado por una región cromosómica de al me-

nos 36 Mpb. Por lo tanto, los scaffolds analizados en este estudio (2,92 Mpb en total)

corresponden aproximadamente solo una porción (8,1 % de la longitud total) del acr.

Considerando el reducido tamaño de los ensamblados preliminares con los que contába-

mos (0,58Mpb el de mayor longitud) y el bajo número que seleccionamos para el análisis,

no fue posible corroborar o descartar la Hipótesis 3 de este trabajo, que plantea que «la

estructura genética del acr de P. notatum es específica de la especie y se encuentra pre-

sente también al nivel diploide».

A pesar de lo anterior, debido a que en los scaffolds estudiados hemos encontrado

homología con secuencias de marcadores del acr, y a su vez hemos identificado una
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cantidad contundente de secuencias con homologías a genes de arroz localizadas en las

regiones sinténicas al acr tetraploide, podemos suponer que los mismos pertenecen a

regiones cromosómicas conservadas en ambos citotipos. Además, uno de los scaffolds

estudiados presentó homología tanto con el Os2 como con el Os12, y conformaría una

evidencia en este estudio de que a nivel diploide la estructura híbrida del acr estaría con-

servada. A pesar de que el arroz sea considerado como modelo de estudio y referencia

para la mayoría de los estudios en especies gramíneas, existen otras especies filogené-

ticamente más relacionadas con el género Paspalum (Soreng et al., 2015). Proponemos,

por lo tanto, repetir este análisis cuando se disponga de los scaffolds completamente en-

samblados e incluir como referencia al genoma de S. italica, que al estar más relacionada

filogenéticamente con P. notatum podría esclarecer las relaciones sinténicas halladas con

arroz.

Finalmente, en la Figura 5.1 se esquematizan los genes mencionados en esta Tesis

y su rol en los difrentes eventos durante el desarrollo reproductivo en plantas. A partir

de los resultados obtenidos en este estudio se identificaron varios genes localizados en

las regiones conservadas del acr y/o diferencialmente expresados durante el desarrollo

sexual y apomíctico que presentan homología a secuencias de interés. Algunos de los

genes fueron identificados en más de un análisis, como se detalla en la Tabla a.9. De

los mismos destacamos cinco genes de potencial importancia en futuros estudios de la

apomixis:

1. El transcripto apomíctico ppi qim de P. notatum presenta homología con secuen-

cias del gen ppi de tipo fkbp de arroz (os02g0760300). Este gen ya había sido iden-

tificado por Podio et al. (2012a) por presentar homologías con marcador C932 li-

gado al acr de P. notatum. Adicionalmente, en la caracterización de los scaffolds

del genotipo diploide de P. notatum asociados al acr (Sección 4.4.2), se detectó

una secuencia genómica codificante homóloga al gen de arroz os02g0760300. Estas

evidencias indican que el gen ppi no solo se encontraría dentro del acr sino que se

expresa de forma diferencial entre los genotipos sexual y apomíctico debido a la

presencia de un transcripto quimérico específico para la reproducción apomíctica.

Este transcripto podría estar controlando la expresión del gen ppi funcional afec-

tando la reproducción sexual o desencadenando el desarrollo apomíctico. Otro gen

ppi identificado en esta Tesis por su relación con la apomixis fue el os02g0761100.

Esta ppi de tipo ciclofilina se localiza en el Os2 a 27,9 kb corriente abajo del gen

os02g0760300. Una secuencia homóloga al gen de arroz fue encontrada en los scaf-

folds estudiados del citotipo R1, y a su vez se detectaron transcriptos no codifican-
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Figura 5.1: Genes asociados al desarrollo reproductivo de angiospermas
mencionados en esta Tesis. Los círculos representan las diferentes etapas del
proceso reproductivo. Se indican con flechas los procesos en donde actúan los
genes. En flechas violetas se indican los genes asociados a componentes de la
apomixis en sistemas modelo y/o especies apomícticas naturales (ver Tabla
1.1). Se señalan en rojo los genes postulados para futuros estudios del carác-
ter. El gen ppiasa no fue incorporado a la figura debido que hasta el momento
se desconoce su rol en el desarrollo reproductivo.

tes con expresión diferencial con homología al mismo. En el análisis de relaciones

funcionales de la Sección 4.4.4 se encontró un gen ortólogo deA. thaliana (sqn) en

un grupo de genes vinculados a la regulación postranscripcional, todos ellos per-

tenecientes a las regiones de arroz sinténicas al acr. Ambos genes ppi descriptos

se encuentran de esta manera asociados a transcriptos diferenciales no codifican-

tes que se expresan únicamente en el genotipo apomíctico de P. notatum. Genes

ppis han sido encontrados diferencialmente expresados entre plantas sexuales y

apomícticas de Boechera sp. (Amiteye et al., 2011), y entre plantas fértiles y ma-

choestériles de C. reticulata Qiu (2011). Así mismo, en mamíferos los genes ppis

participan en una cascada de señales vinculadas con la esterilidad masculina (Sun-

notel et al., 2010). Dado la relación de estos genes con los procesos reproductivos

consideramos de interés que los estudios futuros referidos a la apomixis puedan

enfocarse en estas isomerasas.

2. El gen huellenlos, es también relevante ya que ha aparecido repetidas veces en

nuestros análisis representado por diferentes genes de arroz. El gen os12g0616200,

del cromosomaOs12, codifica para la subunidad L14 de la subunidad ribosomal 50S
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mitocondrial, involucrado en el control del crecimiento de los integumentos y en

el desarrollo del saco embrionario (Schneitz et al., 1998). Los mutantes para es-

te gen se caracterizan por la degeneración de la ovocélula y por la detención en

el desarrollo del óvulo durante la formación de los integumentos (Skadsen et al.,

2000). El gen presenta homología con la secuencia del marcador C996a del acr de

P. notatum y una secuencia homóloga al mismo pudo ser identificada en la carac-

terización de los scaffolds estudiados del citotipo diploide de P. notatum. Ambos

hechos señalan que muy probablemente una copia de este gen está emplazada en

el acr de la especie. Interesantemente, transcriptos no codificantes con expresión

diferencial entre los genotipos sexual y apomíctico de P. notatum fueron identifi-

cados por presentar homología con secuencias del gen os12g0616200. Esto indica

que el transcripto del gen no codificaría para una proteína funcional (de forma

semejante al gen ppi qim) sino que podría estar actuando en mecanismos de la

regulación fina asociada al desarrollo apomíctico.

3. El gen exs (os12g0595000) es un receptor de quinasas que regula la cantidad de

células iniciadoras de los microsporocitos y el tamaño celular del embrión en A.

thaliana (Canales et al., 2002), La familia exs que incluye proteínas que llevan tres

dominios: erd1, xpr1 y syg1. Erd1 participa en la localización en el retículo endo-

plásmico endógeno, xpr1 está asociado con los receptores del virus de la leucemia

murina9, y syg1 está relacionado con la transducción de señales en Saccharomyces

cerevisiae. Aunque la función de la proteína exs en plantas aún se desconoce, una

forma truncada del dominio syg1 se ha asociado con la proliferación en células de

levadura que de otro modo se detienen, una función que se asemeja a la apospo-

ría, uno de los componentes de la apomixis (Spain et al., 1995). Además, el análisis

de secuencia de un bac ligado a apomixis en P. simplex identificó dos proteínas

con homología a la familia exs (Psexs) y al dominio quinasa (Pspkd; Pupilli et al.,

2004). De forma similar a los casos anteriores, encontramos una secuencia génica

homóloga al exs de arroz en los scaffolds del genotipo diploide de P. notatum. Ade-

más, identificamos un transcripto no codificante con expresión diferencial entre el

genotipo sexual y apomíctico de que presentó homologías con este gen.

4. El gen transparent testa glabra (ttg1) conforma, con otros ocho genes, el blo-

que de sintenía B5 que, en los estudios de la Sección 4.2.3, encontramos transloca-

do entre el cromosoma 2 de arroz y el 12 deO. nivara. Estemismo gen (os02g0682500)

presentó homología con la secuencia de un transcripto codificante sobrexpresado

en el genotipo apomíctico en los estudios de la Sección 4.3. La proteína que codi-

fica ttg1 tiene una repetición wd40 (Walker et al., 1999), las cuales tienen un rol
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central en los procesos biológicos, ya que actúan como andamiaje en la interacción

entre proteínas, péptidos y ácidos nucléicos (Stirnimann et al., 2010). La cubierta

seminal externa (testa) de los mutantes para ttg1 no acumula proantocianinas du-

rante su desarrollo, por lo que se generan semillas amarillas (Koorrnneef, 1981).

Por otro lado, en estas mutantes se altera la activación de los tricomas presentando

hojas y tallos glabros (Galway et al., 1994; Zhao et al., 2008; Brueggemann et al.,

2010; Sun et al., 2020), y se acelera el cambio del estadio vegetativo al reproducti-

vo (Paffendorf et al., 2019). Recientemente, se ha determinado el rol de ttg1 en la

regulación de la biosíntesis de cutina mediante el control de la expresión de dife-

rentes genes (Li et al., 2020a), entre ellos el citocromo P450, el cual ha sido asociado

varias veces a la apomixis (Laspina et al., 2008; Ochogavía et al., 2011; Okada et al.,

2013; Rabiger et al., 2016; Zühl et al., 2019).

5. El gen mt-a70 codifica para una N6-adenosina-metiltransferasa, que en arroz está

localizado en la región del Os2 sinténica al acr (os02g0672600). La metilación de

adenosinas (m6A) es una modificación epigenética común en los arnm que no

alteran su capacidad de codificación a proteína (Li et al., 2019). La modificación es

catalizada por metiltransferasas con dominiomt-a70 que en conjunto con enzimas

desmetilasas, controlan de forma dinámica el estado de las marcas m6A (Balacco

y Soller, 2019). La expresión de este gen está asociada a tejidos en división activa

de órganos reproductivos y meristemas de tallos y raíces (Zhong et al., 2008), y su

alteración generan fallas en el desarrollo del embrión luego de su estadio globular,

generando semillas deficientes en marcas m6A de su arnm, pérdida de dominancia

apical y defectos en el número y tamaño de los órganos florales en A. thaliana

(Zhong et al., 2008; Bodi et al., 2012; Wu et al., 2018). Una secuencia codificante

con homología a este gen fue identificada en los scaffolds del citotipo R1. Además,

un transcripto codificante con homología al mt-a70 fue detectado como diferencial

entre los genotipos sexual y apomíctico.

Nuestros resultados refinan las hipótesis previas relacionadas con la maquinaria de

regulación génica que se asocia al desarrollo reproductivo, ya que varios genes presentes

en el acr están, a su vez, diferencialmente expresados entre ambos modos reproductivos,

y además se asocian a transcriptos no codificantes para proteínas. La importancia de

estos últimos viene dada por su implicancia en el control fino de la expresión de otros

genes.
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Los estudios realizados en este trabajo de Tesis se enfocaron en profundizar el co-

nocimiento de las relaciones de sintenía de las regiones de arroz asociadas al acr de P.

notatum en diferentes especies de gramíneas. Los resultados experimentales sobre la ca-

racterización del material vegetal y la validación de genes ligados al acr (Sección 4.1)

nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1. Se confirmó el modo reproductivo de todas las plantas que se utilizaron durante

el trabajo de Tesis. El genotipo Q3664, con muy baja expresividad de la aposporía,

fue el único que no presentó el marcador scar spna2 y tampoco amplificó la banda

Bi. Este genotipo sería un recombinante de la región acr.

2. Se identificaron ocho transcriptos similares a la ppi de arroz que se expresan en el

transcriptoma floral de P. notatum.

3. Se validó la asociación del segmento del cromosoma 2 de arroz con el acr a partir

del mapeo de secuencias homólogas a ppis.

4. Se determinó que la secuencia de la ppi presente en el acr (ppi qim) se transcribe

como un gen quimérico en el cual se encuentran los dominios fkbp_c y dnaj.

5. El transcripto ppi qim tiene una expresión exclusiva en el genotipo apomíctico

durante el desarrollo reproductivo.

6. El marcador Bi detectado puede implementarse como herramienta para la clasi-

ficación de las plantas según su modo reproductivo. Su detección es más sencilla

que la del marcador scar spna2 ya que puede visualizarse en geles de agarosa.

A partir de los resultados obtenidos en los estudios de sintenía entre las regiones de

arroz vinculadas con el acr de P. notatum y sus correspondientes homologías en diferen-

tes especies de gramíneas (Sección 4.2), es posible arribar a las siguientes conclusiones:
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1. Las regiones de los cromosomas Os2 y Os12 de arroz asociadas al acr de P. no-

tatum presentan rearreglos cromosómicos en varias de las especies de gramíneas

analizadas, por lo cual, es probable que hayan sufrido cambios durante la especia-

ción.

2. La presencia de rearreglos cromosómicos (inversiones y translocaciones) entre los

cromosomas Os2 y Os12 de arroz y sus homólogos en S. bicolor, S. italica y B.

distachyon, y, particularmente, los bloques de sintenía encontrados en O. nivara

que involucran translocaciones semejantes a las hallados en el acr de P. notatum,

respalda las evidencias previas que indican que el acr de P. notatum está asociado

a regiones cromosómicas inestables.

3. En S. bicolor, especie donde se ha documentado a la apomixis, se registra una in-

versión de 6 Mpb confinada dentro de la región ligada al acr, lo cual indica una

posible asociación entre la estructura y función de la región.

Los resultados provenientes de los análisis de las bases de transcriptos florales de P.

notatum y su mapeo en los cromosomas de arroz (Sección 4.3), nos permite concluir lo

siguiente:

1. La mayoría de los transcriptos diferenciales son secuencias codificantes sobrex-

presadas en el genotipo apomíctico.

2. Los cromosomas de arroz que presentan las mayores proporciones de transcriptos

diferenciales codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico son el Os2 y

Os12, mientras que el cromosoma que presenta la mayor proporción de transcrip-

tos diferenciales no codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico es el

Os12.

3. En particular, este estudio revela que muchos de los transcriptos que mapean en

la región del cromosoma Os12 de arroz sinténica al acr de P. notatum, se encuen-

tran sobrexpresados en el genotipo apomíctico y corresponden a secuencias no

codificantes.

Los estudios realizados sobre los ensamblados crudos de la secuenciación del citotipo

diploide R1-Cayastá mediante el mapeo de marcadores y secuencias génicas ligadas a la

apomixis, así como de transcriptos florales de los citotipos tetraploides C4-4× (sexual) y

Q4117 (apomíctico) —Sección 4.4—, nos permiten afirmar lo siguiente:
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1. Se identificaron scaffolds conteniendomarcadores específicos del acr de la especie.

Varios de ellos contienenmás de unmarcador ligado, lo cual refuerza su asociación

física con el carácter.

2. Los scaffolds que presentan homología a secuencias del acr contienen genes pre-

dichos con homología a genes de arroz localizados en las regiones sinténicas al

acr (cromosomas Os2 y Os12).

3. Los genes identificados en los scaffolds del genotipo diploide de P. notatum pre-

sentan una alta conservación del ordenamiento lineal respecto a sus homólogos

en arroz.

4. Uno de los scaffolds estudiados (utg001125l) contiene genes predichos homólogos

a genes de arroz de las regiones sinténicas al acr de los cromosomas Os2 y Os12

de forma simultánea.

5. El genoma del citotipo diploide de P. notatum contiene, al menos parcialmente, el

acr encontrado en los citotipos tetraploides.

6. La mayor parte de los genes con expresión diferencial identificados en los scaf-

folds diploides de P. notatum sinténicos al acr se encuentran sobrexpresados en el

genotipo apomíctico.

7. Los genes asociados a transcriptos no codificantes identificados en los scaffolds

diploides sinténicos al acr se localizan de forma colinear formando islas de se-

cuencias sin potencial para traducirse a proteínas.
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CDS
Clon C932
Intrón
UTR

ACCACTGATCATACTAGCACAGAGCGCCGCCGCCGAGGAGAGTCCAATCGAGAAGAAGGGAGGAGAGGCAAGCGGAGAGG

AAGAAGAAGAAGAAGAGAGGATGGGCTTCGAGAAGACGATCCTGAAAGCCGGCACCGGTCCCAAGCCCGTCAAGGGCCAG

AAGGTCACCGTCCACTGCACCGGCTTCGGTTCGCCGCTTTCCTCCCTCCCTATCTCCCCCAGAACATTTCCTTTCATGCT

TTTTCTTTTCTTGGATCCGTGCGTGTGCTTAGCTGAATCAACCTGAGCGGTAAGAACAAGGTGGTTCGTTCCCAGATCCA

TTTCTTGTTGGATCTCATGTTTGATGCCAGGATTGTCTTTTGGATAGATGGTTTAGATTCAAATCGCAGCTGCTAGTTTA

CCTCTGTCCGGTTTGTGGATAGATTTCTGAGTTTCTGTTTTGGAGTAGTTAAGCCTAACTTGGTTTCCTTGCCATGCTGC

TTTCTTTTCTGCAGGGAAAGATAATGATCTCGCTAAGAAGTTTTGGAGGTACAAAAACTATCCTTTTTCTTTTCTTGTTC

TGTTGTAACTTGGATGGCGCGTCGCGTGGCGTTGGTTCAGCCAATGCTGTGTATTTGTTGTTTATGGGTAGAAAATTTAT

CGTTAGACCTCACAAATCAAAATTCTTGGAGGTAATTTTGGATAAAGTTATTTTCCCCCAAAAATATTCAGACAAGATAG

AAATTTCATCTGATGTTGTGTCCTTTGTTTCTCTCAGCACAAAGGACGCAGGCCAGGAGCCATTCAGTTTCAATATAGGC

CAGGGTTCGGTGATCAAAGGTAATCTCATCTCAAATAACTATTCAATTCATACACAATGATTCTGCCAGTTGGTAATCGG

TGCATATGTTCCTAGATTCTGTGGTTACATGGTGGAAACAAAAAAAAAGTTGTTATCTCATCAAGGGATTAATCATCTAG

TTATCCCGATTGCCAATTTCATTTTATTTCACGAAAGTAGTTCCTCGCATTGACTAATGATGAATAAGAACATGAGATCA

CTGCTGTTTGTGATTTTTTTTCAATTGTACAGTTGAGATTATCTAATCAGATTTATGATATAGCTAGAAAGGTGCACTGT

TTGCCTTCACTGTTTATGTTGCATTTAGTTTGATCATAACTTGCCAGTTGTGTCTTCTCGTTATGATGACACACTCTCAT

GTATCCTTGATTTATTCTGGTTGCTATATAAACTGGTGTAAGGCATATTCGAACTGCAATACTGTATTTCTGTTGCTGTA

TAAACTTGTACTATTATTTTAGAAGTTCACCATACATTTCCAAGAACCAATCAAAGTCATATCACATCCCAAGCATTGAC

AAATCAAGTTGACTCTTTCGATTGAGGTATAACACTACTCTCTTGCTTATAGGATGGGACGAGGGAGTTATGACCATGCA

AGTGGGTGAAGTTGCTCGTATTCAGGTATGCAGCGCTTGGGTTTCACACGTGTCTAAATTAATGTCTGCAAGTTTGTTTC

TGGTTTGTTTTAGCGTCTATGTGTCTGCAAGTTTGTTTTAGCGCGATAAATCCTTTGCTGATTTATTCGGCATCTACTGT

AAAATTTCCTGTTGCTTTGAAGTGCTTAAATGCCGAAGTGTTCAAATGAGCTTGAACTAAAGGGCTTTTTTACCTTTGCA

AAATGTCAAGCTGTACCTATTTCCTGAGAATCCGTCTGTATATCATACTATTGTTATATTTGCTTTGCTTTCTGGCACCT

GGCATTCTGATTGTTCTTGTTGCAGTGCACCCCGGATTATGCGTATGGAGCTAGTGGGTTTCCGGCCTGGGGAATTCGAC

CAAACTCAGTGCTGGTGTTCGAGATTGAGGTTCTTAGCGCCCAGTAAACGCATCATGTAATTCCGGATGGATCTAAAATT

CCATGAGTACTGAAATAATTGTAACGTCACAACACTGCTGCGTGCTACCGCTGGAATGTTCTATGTTATTGACCAAGTAA

CGTTACACCATCGTCTATGGACACGATAATAAGTTTCGGGCCGTACATTTTCGTATTACTTTTGCTGAATTCGTCGTC
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Figura a.1: Transcripto del gen de Oryza sativa os02g0760300. a) Secuencia
transcripta del gen ppi de arroz. Se indica en rojo la localización del dominio
fkbp y en violeta la región de hibridación con el clon C932. b) Estructura
del transcripto. Se observan los cuatro intrones del gen. El clon C932 hibrida
parcialmente en la región 5’ utr y prácticamente en la totalidad de la región
codificante. El dominio de la proteína se encuentra codificado únicamente en
los primeros dos exones del gen.
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(A)

(B)

(C)

Cromosoma Os2

Cromosoma Os12

5'- -3'

5'- -3'

Figura a.2: Análisis de conservación de la sintenía en las regiones del Os2 y
Os12 deOryza sativa ligadas al acr de Paspalum notatum respecto a diferentes
especies del género Oryza. a) Análisis en O. barthii. b) Análisis en O. brach-

yantha. c) Análisis en O. glaberrima. En negrita, se identifican los marcadores
ligados al acr.
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(A)

(B)

Cromosoma Os2

Cromosoma Os12

5'- -3'

5'- -3'

Figura a.3: Análisis de conservación de la sintenía en las regiones del Os2 y
Os12 deOryza sativa ligadas al acr de Paspalum notatum respecto a diferentes
especies del género Oryza. a) Análisis en O. glumipatula. b) Análisis en O.

punctata. En negrita, se identifican los marcadores ligados al acr.
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Tabla a.1: Localizaciones de las regiones de estudio de los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza sativa grupo Japonica y de sus segmentos
sinténicos en las gramíneas analizadas

Especie Límite 5’ Límite 3’ Localización cromosómica Longitud (Mpb)

Os2

O. sativa grupo Japonica os02g0591700 os02g0770800 2:22.882.165-32.517.155 9,63
S. bicolor sorbi_3004g198400 sorbi_3004g312500 4:54.951.290-64.943.098 9,99
S. italica setit_018309mg setit_016274mg 1:29.477.369-39.265.383 9,79
B. distachyon bradi_3g08900v3 bradi_3g57680v3 3:7.025.147-57.126.248 50,10
O. sativa grupo Indica bgiosga006144 bgiosga005531 2:24.589.270-34.620.156 10,03
O. barhii obart02g22390 obart02g34070 2:20.242.775-28.629.626 8,39
O. brachyantha ob02g29860 ob02g40940 2:16.272.446-24.284.340 8,01
O. blaberrima orgla02g0191400 orgla02g0294900 2:18.574.817-26.255.076 7,68
O. glumipatula oglum02g22760 oglum02g35230 2:23.898.637-34.493.582 10,59
O. punctata opunc02g20340 opunc02g31470 2:25.197.760-36.291.476 11,09
O. nivara oniva02g25060 oniva02g36130 2:22.740.698-31.359.979 8,62

Os12

O. sativa grupo Japonica os12g0515400 os12g0641500 12:20.005.405-27.529.682 7,52
S. bicolor sorbi_3008g112300 sorbi_3008g193300 8:51.918.409-62.671.469 10,75
S. italica setit_024403mg setit_021670mg 3:45.021.159-50.597.016 5,58
B. distachyon bradi_4g06300v3 bradi_4g00206v3 4:5.256.132-27.611 5,23
O. sativa grupo Indica bgiosga037477 bgiosga035747 12:16.245.657-23.037.434 6,79
O. barhii obart12g13740 obart12g20310 12:14.452.959-18.975.830 4,52
O. brachyantha ob12g21400 ob12g27110 12:11.039.068-15.316.620 4,28
O. blaberrima orgla12g0121000 orgla12g0176700 12:13.938.292-20.546.173 6,61
O. glumipatula oglum12g15410 oglum12g22110 12:19.982.480-26.738.595 6,76
O. punctata opunc12g12390 opunc12g18640 12:21.105.071-27.929.869 6,82
O. nivara oniva12g14180 oniva12g18990 12:15.779.284-20.065.437 4,29183
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Tabla a.2: Regiones centroméricas de los cromosomas de Oryza sativa

Cromosoma Inicio (pb) Fin (pb)

Os1 16.742.196 16.847.194
Os2 13.579.189 13.580.640
Os3 19.404.121 19.544.627
Os4 9.706.596 9.888.181
Os5 12.427.585 12.479.755
Os6 15.282.690 15.423.582
Os7 12.119.072 12.185.863
Os8 12.870.263 13.061.068
Os9 2.750.629 2.761.610
Os10 8.170.469 8.309.866
Os11 11.994.674 12.039.486
Os12 11.873.007 12.010.077

Datos obtenidos del Rice Genome Annotation Project ©(Ouyang et al., 2007)

Tabla a.3: Composición de las bases de transcriptos de Paspalum notatum

Base de transcriptos Cantidad
de transcriptos

Transcriptos con
homología a genes de
O. sativa

Transcriptos sin
homología a genes de
O. sativa

DET 13.388 9.880 3.508
Up Sex 4.076 2.586 1.490
Up Sex cod 3.137 2.360 777
Up Sex no-cod 939 226 713
Up Apo 9.312 7.294 2.018
Up Apo cod 7.166 6.599 567
Up Apo no-cod 2.146 695 1.451

DET: Transcriptos diferenciales entre los genotipos sexual y apomíctico; Up
Sex: Transcriptos sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Sex cod: Trans-
criptos codificantes sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Sex no-cod:
Transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Apo:
Transcriptos sobrexpresados en el genotipo apomíctico; Up Apo cod: Trans-
criptos codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico; Up Apo no-cod:
Transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico.
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Tabla a.4: Intervalos de confianza de las proporciones de transcriptos diferenciales mapeados por cromosoma de Oryza sativa

Crom. Genes Transcriptos Up Sex cod Transcriptos Up Apo cod Transcriptos Up Sex no-cod Transcriptos Up Apo no-cod

por
crom.

Genes
aso-
ciados

Límites
Newcombe

Prop. Genes
aso-
ciados

Límites
Newcombe

Prop. Genes
aso-
ciados

Límites
Newcombe

Prop. Genes
aso-
ciados

Límites
Newcombe

Prop.

Os1 4967 323 0,058-0,072 0,065abcd 939 0,178-0,200 0,189b 37 0,010-0,002 0,007a 90 0,014-0,022 0,018abc

Os2 3986 277 0,062-0,077 0,049bcd 918 0,217-0,243 0,23a 32 0,011-0,002 0,008a 106 0,022-0,032 0,026a

Os3 4273 351 0,074-0,090 0,057d 839 0,184-0,208 0,196b 27 0,009-0,002 0,006a 93 0,017-0,026 0,021ab

Os4 3158 209 0,058-0,075 0,076abcd 597 0,175-0,203 0,189b 18 0,009-0,002 0,005a 46 0,011-0,019 0,014bc

Os5 2860 199 0,060-0,079 0,061bcd 531 0,171-0,200 0,186b 19 0,010-0,002 0,006a 66 0,018-0,029 0,023ab

Os6 2972 169 0,049-0,065 0,066abc 515 0,160-0,187 0,173c 23 0,011-0,002 0,007a 34 0,008-0,015 0,011c

Os7 2733 179 0,056-0,075 0,057abcd 489 0,165-0,193 0,179b 13 0,008-0,001 0,004a 57 0,016-0,027 0,020ab

Os8 2440 185 0,066-0,087 0,056cd 486 0,183-0,215 0,199b 17 0,011-0,002 0,006a 44 0,013-0,024 0,018abc

Os9 1992 122 0,051-0,072 0,07abc 298 0,134-0,165 0,15cd 9 0,008-0,002 0,004a 27 0,009-0,019 0,013bc

Os10 1981 97 0,040-0,059 0,065a 266 0,120-0,150 0,134d 8 0,007-0,002 0,004a 37 0,013-0,025 0,018abc

Os11 2275 128 0,047-0,066 0,069ab 349 0,139-0,168 0,153cd 14 0,010-0,002 0,006a 40 0,013-0,023 0,017abc

Os12 2047 117 0,047-0,068 0,082abc 369 0,164-0,197 0,18c 9 0,008-0,002 0,004a 55 0,020-0,034 0,026a

Up Sex cod: Transcriptos codificantes sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Apo cod: Transcriptos codificantes sobrexpresados en el
genotipo apomíctico; Up Sex no-cod: Transcriptos no codificantes sobrexpresados en el genotipo sexual; Up Apo no-cod: Transcriptos
no codificantes sobrexpresados en el genotipo apomíctico; Genes por cromosoma: Cantidad de genes de O. sativa por cromosoma; Genes
asociados: Cantidad de genes de O. sativa asociados a transcriptos diferenciales por cromosoma; Prop.: Proporción de genes de O. sativa
asociados a transcriptos diferenciales respecto al total de genes por cromosoma. Letras diferentes indican proporciones estadísticamente
diferentes (ic no solapados).
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Tabla a.5: Resultado de la búsqueda blastn de secuencias ligadas al acr en
los scaffolds del citotipo diploide R1 de Paspalum notatum

Secuencia
problema

utg %
iden-
tidad

Long.
alin.

Inicio
(pro-
ble-
ma)

Fin
(pro-
ble-
ma)

Inicio
(utg)

Fin
(utg)

e-

value

bit

score

isotig11445 utg001669l† 90 129 596 722 287.827 287.704 4e-37 159
92 465 1.227 1.686 293.129 292.681 0 645
99 84 1.145 1.227 293.367 293.284 8e-34 148
91 179 973 1.146 293.631 293.461 1e-56 224
98 94 884 976 293.897 293.805 1e-37 161
93 165 722 880 294.235 294.075 3e-58 230
94 134 596 727 295.283 295.151 2e-49 200
94 143 373 513 295.828 295.689 4e-52 209
89 138 237 370 296.084 295.955 1e-37 161
98 136 95 229 296.299 296.166 8e-59 231
93 94 1 94 296.599 296.507 2e-29 134
85 124 725 846 323.153 323.030 5e-26 122

isotig17513 utg001669l† 81 2.408 417 2.677 462.745 460.479 0 1.633
79 362 62 412 463.198 462.874 6e-52 209

Pnmac5 utg000994l 91 97 1 94 286.680 286.776 5e-29 128
utg002367l 96 98 1 96 77.913 78.010 2e-38 159

Pnmaj7 utg002456l† 95 116 1 115 122.941 123.054 6e-44 178
utg003260l 92 118 1 115 100.877 100.988 1e-36 154

Pnma243 utg000056l 80 152 3 151 580.123 580.269 3e-22 108
utg000057l 79 288 22 303 303.193 303.467 7e-43 176
utg000090l 79 317 2 306 910.556 910.249 9e-47 189
utg000147l 79 278 2 267 502.333 502.069 6e-39 163
utg000170l 85 239 86 321 970.985 970.751 3e-62 241

77 313 2 306 1.063.2031.062.9172e-34 148
utg000190l 81 287 52 323 73.624 73.903 9e-52 206

89 80 106 185 617.819 617.743 2e-18 95
utg000367l 82 310 2 306 89.116 89.406 6e-64 246
utg000428l 79 291 2 282 38.830 39.111 3e-46 187
utg000513l 76 311 2 300 125.776 125.478 7e-33 143
utg000520l 81 207 97 299 5 200 6e-34 147

77 317 2 314 4.987 5.284 3e-36 154
80 337 2 325 375.429 375.753 4e-55 217

utg000558l 82 330 2 324 105.441 105.757 7e-68 259
utg000644l 83 292 2 287 15.010 14.731 3e-62 241
utg000706l 80 279 52 324 532.900 533.163 3e-47 191
utg000716l 84 282 48 324 667.858 667.582 3e-67 257

84 113 59 165 761.797 761.907 1e-20 102
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Tabla a.5: Resultado de la búsqueda blastn de secuencias ligadas al acr en
los scaffolds del citotipo diploide R1 de Paspalum notatum (continuación)

Secuencia
problema

Scaffold %
iden-
tidad

Long.
alin.

Inicio
(pro-
ble-
ma)

Fin
(pro-
ble-
ma)

Inicio
(utg)

Fin
(utg)

e-

value

bit

score

utg000756l 75 339 2 324 495.405 495.723 2e-28 128
utg000762l 80 289 2 283 117.156 117.439 6e-49 196
utg000891l 80 285 2 283 204.874 204.600 3e-51 204
utg001055l 81 296 2 295 351.281 351.566 3e-56 220
utg001223l 79 292 30 313 306.192 306.472 4e-45 183
utg001264l 78 319 2 310 38.947 39.243 4e-40 167
utg001311l 80 327 2 324 109.372 109.064 6e-59 230
utg001465l 80 320 2 311 115.117 115.422 2e-54 215
utg001468l 80 256 35 283 44.730 44.481 4e-45 183
utg001507l 82 120 52 163 206.604 206.486 3e-17 92
utg001712l 83 215 75 283 8.589 8.382 6e-44 180
utg001808l 83 321 2 315 497.193 497.506 3e-71 270
utg001893l 81 239 75 309 68.853 68.621 2e-43 178
utg001908l 80 234 86 310 217.049 217.269 3e-37 158
utg001994l 81 218 52 267 109.176 109.384 2e-39 165
utg002124l 80 316 2 314 136.501 136.800 9e-57 222

85 178 81 252 141.657 141.833 2e-43 178
utg002507l 80 253 59 306 38.071 37.831 3e-42 174
utg002624l 83 123 57 173 115.779 115.898 1e-20 102
utg002769l 81 266 59 310 59.132 58.875 9e-47 189
utg003199l 83 162 98 255 39.100 38.949 2e-29 132

Pnmaj5 utg000137l 80 112 66 172 152.836 152.729 4e-13 77
utg000199l 95 38 125 161 312.480 312.443 2w4e-7 58
utg000379l 83 87 77 161 346.528 346.442 4e-13 77
utg000513l 85 93 118 207 184.099 184.190 2e-17 92
utg000541l 80 142 71 207 492.754 492.619 2e-17 92
utg000594l 83 182 10 187 376.585 376.413 7e-36 152
utg001311l 96 67 131 197 29.996 30.061 5e-22 106
utg002476l 80 146 47 189 247.336 247.470 3e-19 97

Pnmt-a70 utg002297l† 93 485 2 478 148.894 149.365 0 699
96 97 474 567 149.641 149.737 8e-36 154
94 110 662 767 150.511 150.619 2e-37 159

Pnexs utg000647l 80 1.329 3 1.248 324.800 323.523 0 857
utg001670l† 95 370 1.928 2.290 13.845 13.482 1e-157 560

91 1.771 200 1.940 16.099 14.401 0 2.318
93 179 1 175 16.269 16.097 6e-66 255

utg002589l† 89 387 1.927 2.293 71.437 71.063 5e-122 442
93 1.763 200 1.940 73.701 71.987 0 2.460
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Tabla a.5: Resultado de la búsqueda blastn de secuencias ligadas al acr en
los scaffolds del citotipo diploide R1 de Paspalum notatum (continuación)

Secuencia
problema

Scaffold %
iden-
tidad

Long.
alin.

Inicio
(pro-
ble-
ma)

Fin
(pro-
ble-
ma)

Inicio
(utg)

Fin
(utg)

e-

value

bit

score

92 179 1 175 73.874 73.699 4e-63 246

Pnppi_Bi utg000441l† 85 549 1 536 84.773 84.262 5e-141 503
utg002007l† 93 58 1 536 84.773 84.262 5e-141 503

Psorc3 utg002034l† 83 2.224 2 2.164 120.112 118.011 0 1.888

Pnspna1 utg000222l 85 143 39 179 63.337 63.200 2e-31 137
utg000700l 90 146 37 181 522.273 522.132 2e-45 183
utg000705l† 89 84 37 120 70.326 70.407 2e-21 104
utg000725l 87 142 42 181 218.359 218.222 2e-36 154
utg000894l 84 148 37 181 192.247 192.389 4e-33 143
utg001842l 83 150 37 182 47.835 47.695 5e-27 122
utg002163l 88 82 45 125 393.887 393.807 1e-18 95
utg003131l 82 147 37 181 174.253 174.114 8e-25 115
utg003392l 88 145 37 181 50.029 50.168 8e-40 165

Pnmau16 utg000479l 92 116 62 176 875.174 875.287 1e-38 161
utg000774l 90 104 72 175 291.989 292.090 6e-31 135
utg001130l 87 127 50 175 214.864 214.983 4e-32 139
utg001131l 86 128 51 176 178.113 178.234 3e-29 130
utg001356l 89 117 62 176 267.096 266.984 4e-32 139
utg001568l 86 115 64 176 338.728 338.838 6e-26 119
utg001788l 89 125 48 170 480.836 480.955 3e-34 147

Pnlnc_qgj - - - - - - - -
Pnma764 - - - - - - - -
Pnmai3 - - - - - - - -
Pnmam3 - - - - - - - -
Pnman1 - - - - - - - -

†utgs seleccionados para realizar la caracterización y el análisis de sintenía
con los cromosomas Os2 y Os12 de Oryza sativa
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

utg000441l 6.620–7.469 loc112898565Ph os02g0767700 Dedo de zinc ring/fyve/phd
20.220–21.441 loc112890627Ph os02g0759500 Dominio de repetición pentatricopetídico
29.466–31.906 loc101762209Si os02g0614400 Proteína con repetición rico en leucina
38.928–40.787 loc112890441Ph os02g0770100 Similar a proteína de unión a GAMYB
63.494–66.501 loc110434674Sb os02g0773200 Proteína con dominio UspA
72.145–79.100 loc112889980Ph os02g0770600 Proteína de función desconocida duf1644
82.212–86.534 loc112889990Ph os02g0760300 Peptidil-prolil cis/trans isomerasa fkbp
87.313–89.951 loc8078905Sb os02g0773500 Proteína de función desconocida duf3464
122.134–126.220 loc8078906Sb os02g0761100 Similar a ciclofilina 40
128.434–130.036 loc8075188Sb os02g0774500 Similar a adn-3-metiladenina glicosilasa
134.347–143.081 loc101767636Si os02g0614400 Similar a ATPREP2
145.141–147.770 loc112889154Ph os02g0771100 Proteína hipotética conservada
153.640–157.750 loc101769932Si os10g0400800 Similar a sintetasa de cadena α fenilalanina de arnt
161.599–162.144 loc100193637Zm os02g0762300 Proteína de biosíntesis de arnt 2-tiocitidina
169.110–169.523 loc112892456Ph os02g0775200 Inhibidor cdk del desarrollo seminal
179.746–183.500 loc101771532Si os12g0597000 Proteína relacionada con sg1
186.901–195.499 loc112899624Ph os02g0775300 Unión a ato, adn y helicasa
199.356–200.047 loc8078916Sb os02g0763000 Proteína de función desconocida rica en cisteína
203.615–206.536 loc101773702Si os02g0760500 Similar a galactosidasa 2-α-L-fucosyltransferasa
214.258–218.532 loc112890914Ph os02g0776900 Activaros d ella transcripción inducido por Giberelinas
222.412–228.055 loc112875080Ph os02g0777400 Similar a xiloglucan fucosiltransferasa
229.047–230.591 loc112885421Ph os02g0764400 Similar a galactosidasa 2-α-L-fucosyltransferasa
239.272–240.359 loc100283908Zm os02g0765400 Similar a alfa-amilasa
253.296–254.245 loc113463576Pd os04g0540600 Ferredoxina-nitrato reductasa
272.905–273.231 loc8078922Sb os02g0778600 Proteína de función desconocida duf1685

189



A
n
exo

s

Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

274.444–275.517 loc112879445Ph os02g0783100 Prot. relacionada con el factor de terminación de la transcripción
mitocondrial

299.297–299.886 loc8078923Sb os03g0851300 Proteína con dominio de unión a adn represora de la hélice
305.998–308.889 loc8078924Sb os02g0767000 Proteína con dominio C-terminal Remorin
313.532–319.424 loc112882351Ph os02g0767100 Similar a proteína inducida por frío
319.899–322.398 loc8075202Sb os02g0767200 Lipasa clase 3
327.214–327.845 loc8078926Sb os04g0527900 Similar a flavonol sintasa/flavonona 3-hidrolasa
331.053–333.588 loc101780983Si os02g0767500 Transportadora mitocondrial de fosfato
347.099–347.740 loc101781794Si os12g0596600 Proteína hipotética conservada
348.787–355.892 loc112878919Ph os12g0595800 YbaK/aminoacil arnt sintetasa

utg000705l 24.104–24.379 loc103627409Zm os02g0614100 Transportador de nucleótido-azucar del aparato de Golgi
26.563–30.224 loc8059683Sb os02g0614300 Similar a proteína ant
36.327–37.722 loc101756528Si os02g0614400 Proteína con dominio aspártico peptidasa
40.443–41.826 loc110432997Sb os02g0761100 Similar a ciclofilina 40
47.490–49.680 loc8072462Sb os02g0767000 Proteína de función desconocida duf869
52.433–54.336 loc101758003Si os02g0618200 Proteína con dominio b30.2/spry
103.149–107.593 loc100278954Zm os02g0617100 Similar a proteína osigba0157a06.2
113.485–118.499 loc8059685Sb os02g0767200 Proteína hipotética conservada
126.898–131.185 loc101762743Si os02g0616100 Similar a proteína de unión a proteínas
139.433–139.753 loc8064172Sb — —
164.283–164.792 loc8059688Sb os02g0617700 Proteína de unión a ácidos nucléicos
180.449–180.787 loc101766271Si os02g0672600 Similar a N6-adenosina-metiltransferasa mt-a70
201.690–208.594 loc101756541Si os02g0743700 Proteína de unión a ácidos nucléicos190
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

utg001125l 64.980–67.139 loc8082678Sb os02g0778600 Similar a cellulase 5
117.181–118.126 loc112878784Ph os06g0661700 Proteína de función desconocida duf1644
123.060–132.080 loc8064003Sb os12g0629300 Proteína C50 peptidasa
130.281–133.777 loc112901794Ph os12g0595800 Similar al clon de adnc J023098M23
136.979–137.527 loc112878605Ph os12g0595800 Similar a nitrato reductasa
147.861–149.999 loc101777359Si os02g0770500 Reguladora del cambio de fases vegetativa-reproductiva y tiempo a

floración
157.841–158.243 loc112882974Ph os12g0595800 Similar al clon de adnc j023098m23
162.757–172.788 loc112882964Ph os12g0596600 Proteína hipotética conservada
176.596–178.531 loc112892413Ph — —
190.964–192.512 loc112899338Ph os12g0596600 Similar a proteína predicha
211.874–214.140 loc8078948Sb os02g0771600 Similar a oxidasa 1-carboxilasa-1amonociclopropano
219.037–220.588 loc101757219Si os02g0771700 Glocosido hidrolasa
229.055–230.567 loc112874908Ph os07g0102000 Similar a proteína roc8
239.402–246.022 loc101759103Si os04g0527700 Proteína con dominio chch
254.231–256.594 loc8075215Sb os02g0772300 Proteína con dominio Acyl-CoA N-acyltransferasa
267.201–269.456 hdziv14_ocl14Zm — —
286.858–287.742 loc101761143Si os12g0615400 Gen hipotético conservado
304.719–306.448 loc8075220Sb os04g0530500 Dedo de zinc ring/fyve/phd
309.661–310.056 loc101763021Si os12g0595800 Similar al clon de adnc j023098m23
328.445–328.666 loc8081920Sb os02g0773500 Proteína de función desconocida duf3464
337.926–342.390 loc8081922Sb os02g0773732 Gen hipotético conservado
354.726–360.630 loc8081924Sb os02g0774500 Similar a adn-3-metiladenina glicosilasa
360.843–361.746 loc8055345Sb os03g0851300 Proteína con dominio de unión a adn represora de la hélice
370.779–376.432 loc112878925Ph os02g0775200 Transportadora de manganeso
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

377.767–378.270 loc112900759Ph os12g0597500 Proteína hipotética conservada
388.353–388.353 loc101767502Si os02g0775400 Similar a proteína kinesín de cadena larga
399.164–399.391 loc101767903Si os02g0775600 Dedo de zinc C2H2
431.124–434.364 loc101768309Si os12g0597700 Similar a wrky2

472.517–473.593 loc8081932Sb os04g0534500 Similar a proteína OSIGBa0159I10.11
483.548–485.623 loc112880833Ph os02g0776800 Proteína de reparación del adn meiótica y somática
490.883–492.116 loc112873752Ph os12g0616400 Activaros d ella transcripción inducido por Giberelinas
506.367–514.180 loc8081936Sb os04g0538000 Proteína con dominio denn
525.967–530.657 loc112899328Ph os12g0616500 Similar a intercambiadora de cationes/protones

utg001669l 144.274–146.388 loc8070109Sb — —
154.380–158.560 loc103640570Zm os12g0601000 Similar a proteína con repeticiones ricas en leucina
170.092–170.721 loc8076644Sb os12g0600701 Proteína hipotética conservada
205.092–208.197 loc101760124Si os12g0616200 Similar a huellenlos
279.173–280.181 loc101760950Si — —
284.515–289.043 loc101760124Si os12g0616200 Similar a huellenlos
293.112–301.130 loc101760533Si os07g0622100 Similar a proteína ribosomal s6 RPS-2
307.105–308.835 loc8070103Sb — —
406.366–407.155 loc101761071Si os12g0597700 Factor de transcripción wrky de tolerancia al frío
411.448–412.516 loc101760669Si os04g0544100 Similar a proteína con dominio kh
432.303–435.589 loc112886869Ph os04g0533300 Similar a Remorín
464.919–465.641 pco113091Zm — —
473.628–476.903 loc112886502Ph os04g0533000 Similar a arn helicasa
510.755–511.183 loc8067150Sb — —
516.735–517.424 loc4352700Os os02g0762400 Inhibidor cdk del desarrollo seminal
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

549.679–550.095 loc101752682Si os11g0609600 Similar a proteína 14-3-3
555.984–560.796 loc112898654Ph os04g0538166 Similar a nucleolina
563.268–564.149 loc100277629Zm os12g0596300 Proteína con dominio dc1
567.677–567.677 loc101786031Si os02g0672500 Similar a la subunidad tim23 de la translocasa importadora de la

membrana mitocondrial interna
573.778–574.209 loc112885767Ph os04g0527800 Carrier de sustrato mitocondrial

utg001670l 6.261–11.290 loc8069730Sb os12g0594300 Gen hipotético conservado
12.370–12.690 loc8076626Sb os12g0595000 Similar a exs C-terminal
28.079–28.730 loc101784693Si os12g0595800 Proteína con dominio relacionado con serina/threonina
60.459–63.575 loc112885767Ph os04g0527800 Similar al clon de adnc j023098m23
69.010–69.886 loc101786031Si os02g0672500 Similar a la subunidad tim23 de la translocasa importadora de la

membrana mitocondrial interna
73.502–74.341 loc8076629Sb os12g0596300 Proteína con dominio dc1
87.132–87.789 loc100824560Bd os02g0672800 Similar a proteína quinasa
89.501–90.475 loc112885910Ph os04g0529700 Dominio dxd glicosiltransferasa
91.927–93.208 loc112885911Ph os04g0532100 Dominio sdr desidrogenasa/reductasa de cadena corta
96.153–98.132 pco156068(373Zm — —

utg002007l 4.369–10.278 loc8068590Sb os02g0743500 Similar a edr1
24.548–27.041 loc103627719Zm os02g0743900 Similar a proteína de membrana integral tigr01569
37.679–42.724 loc8066441Sb os02g0767500 Metiltransferasa tipo 11
44.777–46.254 loc112893211Ph os02g0767200 Α-expansina Osexpa5
55.156–58.997 loc101785561Si os02g0767600 Similar a la isoforma zstsii-2 Starch sintasa
111.610–113.532 loc8075186Sb os02g0773400 Dominio de unión a nucleótidos cíclicos
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

141.367–141.872 loc112884095Ph os04g0535400 Dominio tríada histidina
194.473–194.745 loc101784083Si os02g0743700 ATPasa

utg002034l 14.767–16.191 loc101757284Si os04g0550600 Similar a proteína predicha
28.435–30.155 bif2-47330Zm — —
47.267–48.907 loc101781590Si os05g0271900 Dominio de repetición pentatricopetídico
54.340–57.664 loc101777419Si os12g0615000 Similar a proteína quinasa
85.341–87.273 loc101777009Si os12g0597700 Similar a wrky2
93.147–95.396 loc111256608Si os12g0615600 Gen hipotético conservado
97.638–98.669 loc4352793Os os02g0762800 Similar a Atrad54/chr25
116.494–117.237 orc3bPs — —
120.868–124.148 loc8071473Sb os12g0616000 Similar a proteína kinesín kifc3
132.524–133.600 loc101774295Si os12g0629300 Similar a Thaumatin
161.210–161.873 loc112884845Ph os04g0538166 Similar al factor de elongación G

utg002297l 9.729–12.910 loc101759654Si os02g0771700 Glocosido hidrolasa
16.058–17.214 loc112886623Ph os02g0764200 Similar a xiloglucan fucosiltransferasa
23.557–25.241 loc101778437Si os02g0670900 Similar a transportadora de aminoácidos
48.422–49.648 loc112877547Ph os02g0764400 Proteína de función desconocida duf295
82.891–84.434 loc112886302Ph os02g0766700 Factor de transcripción bzip
98.635–100.589 loc112899730Ph os04g0545100 Proteína con dominio relacionado con serina/threonina
138.120–142.846 loc101780722Si — —
143.691–144.155 loc8073913Sb os02g0672500 Similar a la subunidad tim23 de la translocasa importadora de la

membrana mitocondrial interna
148.898–151.843 loc101781789Si os02g0672600 Similar a N6-adenosina-metiltransferasa mt-a70
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Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

156.990–157.319 loc107276940Os os02g0760200 Proteína hipotética conservada
162.925–163.455 loc112899320Ph os02g0767100 Similar a proteína quinasa
165.024–167.969 loc103627532Zm os02g0673100 Transportadora de malato activada por aluminio

utg002456l 463–3.938 zm_bfc0169a07Zm — —
29.284–31.170 loc101759707Si os12g0626400 Similar a fitoene sintasa 1
52.433–59.780 loc112884994Ph os04g0540300 Similar al clon de arnm rafl24-07-b09
61.774–63.244 loc8086110Sb os12g0626200 Proteína de respuesta a Auxinas saur
88.521–88.856 loc107764493Nt os02g0759400 Dedo de zinc ring/fyve/phd
109.147–114.624 loc101754326Si os04g0545100 Proteína no caracterizada de la familia upf0120
116.405–117.108 loc110430498Sb os06g0212900 Proteína de shock térmico hsp70
138.174–142.696 loc112902381Ph os04g0532100 Dominio sdr desidrogenasa/reductasa de cadena corta
161.893–162.272 loc101764711Si os12g0597000 Similar a proteína calceurina b
172.537–173.055 loc8081620Sb os12g0629300 Similar a precursora de Thaumatin relacionada con la patogénesis
187.929–188.246 loc8081619Sb os12g0629300 Similar a Thaumatin

utg002589l 33.886–34.929 loc112886087Ph os12g0594000 Proteína con repetición wd40
38.096–51.845 loc101782669Si os12g0594200 Gen hipotético conservado
60.376–68.267 loc8069730Sb os05g0489900 Gen hipotético conservado
70.440–75.313 loc8076626Sb os12g0595000 Similar a exs C-terminal
84.186–88.369 loc101784693Si os12g0595800 Proteína de función desconocida duf26
122.239–122.661 loc112885767Ph os04g0527800 Carrier de sustrato mitocondrial
127.596–128.701 loc101784693Si os12g0595800 Proteína con dominio relacionado con serina/threonina
130.361–131.022 loc112885767Ph os04g0527800 Similar al clon de adnc j023098m23
135.958–137.371 loc101786031Si os02g0672500 Dedo de zinc ring/fyve/phd

195



A
n
exo

s

Tabla a.6: Genes predichos en los diez scaffolds del citotipo diploide de Paspalum notatum vinculados con el acr y su homología más
cercana en las bases génicas públicas (continuación)

Scaffold Posición en el scaffold Homología con
genes de especies
vegetales

Ortología en O. sa-

tiva

Anotación funcional en O. sativa

140.825–141.646 loc100277629Zm os12g0596300 Proteína con dominio dc1
144.965–146.174 pco140565Zm — —
153.525–153.683 loc100824560Bd os02g0672800 Similar a proteína quinasa

Los id de la columna «Homología con genes de especies vegetales» llevan superíndices que se corresponden con las siguientes especies:
Bd: Brachypodium distachyon; Nt: Nicotiana tabacum; Os: Oryza sativa; Pd: Phoenix dactylifera; Ph: Panicum hallii; Ps: Paspalum simplex;
Sb: Sorghum bicolor ; Si: Setaria italica; Zm: Zea mays.
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Tablaa.7: Mapeo de transcriptos diferenciales codificantes y no codificantes de Paspalum notatum sobre los scaffolds del citotipo diploide
R1

scaffold Transcripto Posición en el scaffold
Anotación funcional del ortólogo en
O. sativa

Log2FC Sobreexpresión Codificación

utg000441l TRA_DN19628_c0_g1_i1 19.171-19.710 Proteína conservada 7,25 Up Apo Cod

TRA_DN24940_c0_g1_i1 170.092-170.721 Proteína conservada 7,92 Up Apo Cod

TRA_DN29792_c0_g1_i3 617-1.488 Proteína conservada -5,94 Up Sex No-cod

TRA_DN36951_c0_g1_i1 38.096-51.845 Gen hipotético conservado 7,09 Up Apo Cod

TRA_DN36951_c0_g1_i2 174.705-175.375 Gen hipotético conservado 7,95 Up Apo Cod

TRA_DN37630_c0_g1_i1 29.466-31.906 Repetición rica en leucina 2 6,49 Up Apo Cod

TRA_DN46306_c0_g1_i2 4.369-10.278 Similar a edr1 9,55 Up Apo Cod

TRA_DN48155_c0_g1_i1 555.984-560.796 Similar a nucleolina 6,61 Up Apo Cod

TRS_DN3946_c0_g1_i1 55.156-58.997
Similar a la isoforma zstsii-2 Starch
sintasa

7,62 Up Apo Cod

utg000705l TRA_DN32160_c0_g1_i1 242.237-248.015 duf1618 9,68 Up Apo Cod

TRA_DN39978_c1_g2_i2 148.449-148.990 Peptidasa de la familia M24 8,13 Up Apo Cod

TRS_DN35544_c0_g1_i1 17.006-18.691 Similar a proteína atl1q 3,69 Up Apo Cod

TRS_DN38496_c1_g1_i2 21.976-22.619
Similar a proteína asociada a la
senescencia

11,36 Up Apo Cod

TRS_DN38496_c1_g1_i2 21.136-21.828
Similar a proteína asociada a la
senescencia

9,50 Up Apo Cod

utg001125l TRA_DN25535_c0_g1_i1 145.141-147.770 Proteína conservada 8,92 Up Apo Cod

TRA_DN32729_c0_g1_i1 377.411-380.363 Proteína homóloga a cer1 -2,17 Up Sex Cod

TRA_DN37159_c0_g1_i5 124.634-125.179 Gen hipotético conservado -6,36 Up Sex Cod

TRA_DN46165_c0_g1_i1 482.242-482.739 Similar a proteína Calceurina B 2,42 Up Apo Cod

TRA_DN46165_c0_g1_i1 483.400-487.853 Similar a proteína Calceurina B 2,05 Up Apo No-cod

TRS_DN34695_c0_g1_i3 174.295-179.186 Similar a quinasa piridoxal 10,37 Up Apo Cod197
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Tabla a.7: Tabla A.7: Mapeo de transcriptos diferenciales codificantes y no codificantes de Paspalum notatum sobre los scaffolds del
citotipo diploide R1 (continuación)

scaffold Transcripto Posición en el scaffold
Anotación funcional del ortólogo en
O. sativa

Log2FC Sobreexpresión Codificación

utg001669l TRA_DN31535_c0_g2_i1 506.367-514.180 Proteína con dominio denn 21,49 Up Apo Cod

TRA_DN39345_c1_g1_i1 341.256-341.839 Transportador mitocondrial de fosfato 8,32 Up Apo Cod

TRA_DN46505_c0_g1_i3 70.440-75.313 Similar a exs C-terminal 2,36 Up Apo Cod

TRA_DN46588_c0_g1_i3 38.928-40.787 Similar a proteína de unión a gamyb 11,30 Up Apo Cod

TRA_DN47406_c1_g1_i2 388.353-388.353
Similar a proteína kinesín de cadena
larga

4,30 Up Apo Cod

TRA_DN47457_c0_g1_i3 377.970-381.206
Similar a proteína kinesín de cadena
larga

4,30 Up Apo Cod

TRA_DN47498_c0_g1_i4 17.183-18.237
Similar a proteína con dominio
nb-arc

3,82 Up Apo Cod

TRS_DN22780_c0_g1_i1 406.366-407.155
Factor de transcripción wrky de
tolerancia al frío

7,21 Up Apo Cod

TRS_DN34383_c0_g1_i1 54.340-57.664 Similar a proteína quinasa 7,64 Up Apo No-cod

TRS_DN38997_c2_g1_i2 78.777-79.439
Similar a proteína asociada a la
senescencia

9,50 Up Apo Cod

utg001670l TRA_DN38331_c0_g1_i1 28.260-28.730 Repetición rica en leucina 2 -3,60 Up Sex Cod

TRA_DN38331_c1_g2_i1 173.138-174.784 Dominio gdsl lipasa 3,46 Up Apo Cod

utg002007l TRA_DN32660_c0_g1_i3 381.659-382.018 Proteína homóloga a cer1 -2,17 Up Sex Cod

TRA_DN44702_c0_g1_i1 530.767-531.776 quinasa receptora -8,37 Up Sex Cod

TRA_DN46246_c3_g1_i1 122.134-126.220 Similar a ciclofilina 40 10,07 Up Apo Cod

TRA_DN46690_c4_g2_i1 17.325-17.813 Similar a hmgc1 13,67 Up Apo Cod
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Tabla a.7: Tabla A.7: Mapeo de transcriptos diferenciales codificantes y no codificantes de Paspalum notatum sobre los scaffolds del
citotipo diploide R1 (continuación)

scaffold Transcripto Posición en el scaffold
Anotación funcional del ortólogo en
O. sativa

Log2FC Sobreexpresión Codificación

utg002034l TRA_DN9721_c0_g2_i1 330.805-331.472
Similar a proteína inhibidora de
pectinesterasa

-5,94 Up Sex No-cod

utg002297l TRA_DN32633_c0_g1_i1 179.573-180.398 Glicosil hidrolasa 9,29 Up Apo Cod

TRA_DN4552_c0_g1_i1 179.746-183.500 Proteína relacionada con SG1 10,58 Up Apo Cod

utg002589l TRA_DN38331_c1_g2_i1 345.165-345.586 Transportador mitocondrial de fosfato 11,35 Up Apo Cod

TRA_DN44695_c1_g1_i5 48.422-49.648 duf295 9,52 Up Apo Cod

TRA_DN45364_c0_g1_i1 483.548-485.623 Proteína de replicación A 70 kDa 3,12 Up Apo Cod

TRS_DN33884_c0_g2_i3 388.387-389.106 Zinc finger, ring/fyve/phd-type -6,50 Up Sex Cod

Cod: transcripto codificante; No-cod: transcripto no codificante
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr. Estos genes de O. sativa se localizan en las regiones del Os2 y Os12 sinténicas al acr, y a su vez
presentan homología con las secuencias de transcriptos de P. notatum diferencialmente expresados durante el desarrollo floral.

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

CC Complejo protéico GO:0032991
at2g20450, at3g12810, at3g13300, at3g13340, at3g20230, at3g22300, at3g23890, at3g24440, at3g24800, at3g27740,
at3g54670, at4g15950, at4g17560, at5g44200, at5g46160, at5g46630, at5g49510, at5g53480, at5g54200, at5g63880,
at1g09430, at1g13180, at1g03090, at1g18730, at1g30120, at1g65030

CC
−→ Componente de la
membrana

GO:0044425 at3g13340, at3g47700, at4g12650, at4g25960, at5g19200, at5g35730, at5g46630, at5g54200, at5g63880, at5g65290,
at1g10030, at1g18730, at1g65030

CC −→ Componente de organelas GO:0044422

at2g20450, at2g43090, at2g45180, at3g04380, at3g11950, at3g12810, at3g15360, at3g22300, at3g22330, at3g23890,
at3g24440, at3g27740, at3g27820, at3g46560, at3g47700, at3g52640, at3g54670, at3g58140, at3g63410, at4g09650,
at4g10760, at4g11440, at4g12650, at4g15950, at4g17560, at4g02060, at4g26570, at4g28025, at4g29060, at4g32720,
at4g38100, at4g39710, at5g10350, at5g13490, at5g14040, at5g17230, at5g17710, at5g17920, at5g19200, at5g26820,
at5g41480, at5g45130, at5g45170, at5g46630, at5g46860, at5g53480, at5g56550, at5g57120, at5g63310, at5g63880,
at1g02130, at1g05940, at1g10290, at1g13180, at1g17070, at1g18730, at1g20696, at1g23860, at1g27450, at1g30120,
at1g54690, at1g58030, at1g65030, at1g67700, at1g68070, at1g75330, at1g77180, at1g79280

CC Confluencia celular GO:0030054 at2g20450, at2g26510, at2g37170, at2g42910, at3g04380, at3g03140, at4g12650, at4g23400, at5g17920, at5g22060,
at5g35980, at5g62890, at1g10290, at1g15420, at1g15940, at1g63000, at1g78060, at1g79280

CC −→ Lumen de membrana GO:0031974 at3g04380, at3g12810, at3g22300, at3g22330, at3g23890, at3g24440, at3g46560, at4g10760, at4g02060, at4g32720,
at5g41480, at5g56550, at5g57120, at1g17070, at1g23860, at1g54690, at1g65030, at1g77180, at1g79280

CC Membrana GO:0016020

at2g01680, at2g01830, at2g02100, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g21300, at2g21620, at2g26510, at2g27210,
at2g33470, at2g37170, at2g42910, at2g45180, at2g46710, at2g47710, at3g09470, at3g13340, at3g15360, at3g03060,
at3g01100, at3g19553, at3g27820, at3g27960, at3g28850, at3g29180, at3g46560, at3g47090, at3g47700, at3g52640,
at3g58140, at3g62270, at3g63410, at4g09650, at4g11440, at4g11600, at4g12650, at4g16070, at4g17560, at4g19185,
at4g21160, at4g23400, at4g25960, at4g26570, at4g28025, at4g33565, at4g38100, at4g39710, at5g10350, at5g13490,
at5g14040, at5g17920, at5g03300, at5g19200, at5g22060, at5g22300, at5g26820, at5g35525, at5g35730, at5g39990,
at5g45130, at5g46630, at5g46860, at5g51740, at5g54200, at5g54440, at5g62670, at5g62880, at5g62890, at5g63880,
at5g64930, at5g65290, at1g02130, at1g05940, at1g09580, at1g10030, at1g10290, at1g15740, at1g18730, at1g21270,
at1g22050, at1g02110, at1g01050, at1g27450, at1g30440, at1g31830, at1g45207, at1g55620, at1g55850, at1g58030,
at1g62740, at1g63000, at1g65030, at1g68070, at1g70300, at1g80050
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

CC Organela GO:0043226

at2g01440, at2g01830, at2g02870, at2g16400, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g18900, at2g20450, at2g22780,
at2g23740, at2g26510, at2g26580, at2g27210, at2g27230, at2g28350, at2g30590, at2g31380, at2g31400, at2g31810,
at2g32850, at2g35585, at2g37170, at2g39580, at2g40116, at2g43090, at2g45180, at2g45650, at2g47710, at3g04130,
at3g04380, at3g04650, at3g04730, at3g07650, at3g08020, at3g01180, at3g11950, at3g12120, at3g12810, at3g13300,
at3g13490, at3g15360, at3g15390, at3g16890, at3g17450, at3g17590, at3g03140, at3g01100, at3g03490, at3g03380,
at3g01040, at3g20230, at3g21400, at3g22300, at3g22330, at3g23890, at3g24440, at3g24506, at3g27260, at3g27740,
at3g27820, at3g28850, at3g46560, at3g46710, at3g47090, at3g47700, at3g49590, at3g50780, at3g50910, at3g51000,
at3g52640, at3g54670, at3g54750, at3g58140, at3g59640, at3g60530, at3g60580, at3g61150, at3g62580, at3g63410,
at4g07950, at4g08280, at4g08950, at4g09650, at4g10760, at4g11440, at4g11600, at4g12650, at4g14340, at4g14770,
at4g15950, at4g16800, at4g16820, at4g17510, at4g17560, at4g17670, at4g19110, at4g19185, at4g19670, at4g21160,
at4g02060, at4g02820, at4g00150, at4g01320, at4g21670, at4g24690, at4g25800, at4g25960, at4g26570, at4g26610,
at4g26620, at4g28025, at4g29060, at4g31050, at4g32720, at4g33380, at4g33565, at4g33890, at4g33945, at4g33950,
at4g34340, at4g35320, at4g37040, at4g38100, at4g39620, at4g39710, at4g39795, at5g08040, at5g10350, at5g13490,
at5g14040, at5g14580, at5g15740, at5g17230, at5g17300, at5g17440, at5g17710, at5g17920, at5g18590, at5g18650,
at5g19200, at5g24520, at5g25760, at5g26820, at5g27740, at5g27830, at5g27920, at5g35730, at5g39990, at5g41480,
at5g41970, at5g42400, at5g42920, at5g43080, at5g43130, at5g45130, at5g45170, at5g46160, at5g46630, at5g46850,
at5g46860, at5g46910, at5g49470, at5g49555, at5g49980, at5g51460, at5g51740, at5g51990, at5g52020, at5g52510,
at5g52660, at5g53480, at5g56550, at5g57120, at5g57580, at5g57870, at5g60850, at5g61670, at5g62880, at5g62890,
at5g62940, at5g63310, at5g63880, at5g64160, at5g64930, at5g65120, at5g65290, at5g66450, at5g66800, at1g02130,
at1g05940, at1g08580, at1g09310, at1g10030, at1g10290, at1g10820, at1g11290, at1g13180, at1g14530, at1g15340,
at1g15420, at1g15940, at1g16810, at1g17070, at1g17450, at1g17760, at1g03090, at1g18560, at1g18730, at1g18900,
at1g19310, at1g20370, at1g20696, at1g22170, at1g22360, at1g23800, at1g23860, at1g24120, at1g02110, at1g01030,
at1g03030, at1g01050, at1g27450, at1g29400, at1g30120, at1g30300, at1g30330, at1g31650, at1g31920, at1g32700,
at1g33390, at1g36310, at1g45207, at1g49950, at1g52520, at1g54580, at1g54690, at1g55620, at1g55690, at1g55850,
at1g58030, at1g60010, at1g60860, at1g61040, at1g62740, at1g65030, at1g65540, at1g67580, at1g67700, at1g68070,
at1g68140, at1g69640, at1g70090, at1g70680, at1g72570, at1g73240, at1g73660, at1g74520, at1g75330, at1g75670,
at1g77180, at1g78060, at1g78080, at1g79230, at1g79280, at1g80050, at3g26782, at1g65032, at4g17905, at3g23440

CC Región extracelular GO:0005576
at2g02100, at2g44850, at2g45180, at3g16570, at3g52640, at3g54420, at4g08950, at4g11600, at4g19230, at4g19420,
at4g39710, at5g07830, at5g09640, at5g10770, at5g17920, at5g27830, at5g33370, at5g62880, at1g09310, at1g10090,
at1g12570, at1g32540, at1g60060, at1g63000, at1g78060

CC Simplasto GO:0055044 at2g20450, at2g26510, at2g37170, at2g42910, at3g04380, at3g03140, at4g12650, at4g23400, at5g17920, at5g22060,
at5g35980, at5g62890, at1g10290, at1g15420, at1g15940, at1g63000, at1g78060, at1g79280

FM Actividad antioxidante GO:0016209 at4g11600
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

FM Actividad catalítica GO:0003824

at2g01440, at2g01830, at2g15790, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g21300, at2g22780, at2g27210, at2g32850,
at2g34770, at2g37040, at2g40116, at2g41880, at2g42910, at2g43090, at2g44660, at3g04380, at3g04600, at3g04810,
at3g01180, at3g11950, at3g12120, at3g12810, at3g13490, at3g03060, at3g03380, at3g01040, at3g19050, at3g22330,
at3g23890, at3g24800, at3g25570, at3g27740, at3g27820, at3g47090, at3g51000, at3g54420, at3g58140, at3g63250,
at3g63410, at4g07950, at4g10760, at4g11600, at4g14340, at4g16070, at4g16800, at4g16820, at4g19110, at4g19230,
at4g00660, at4g02120, at4g02060, at4g01320, at4g21670, at4g25960, at4g26610, at4g31050, at4g31180, at4g33950,
at4g36610, at4g37040, at4g39710, at5g07830, at5g07920, at5g09640, at5g14580, at5g15740, at5g17230, at5g17920,
at5g02890, at5g03300, at5g18650, at5g19200, at5g22300, at5g25760, at5g27000, at5g27920, at5g35980, at5g37850,
at5g39990, at5g40760, at5g41480, at5g49470, at5g49980, at5g50180, at5g51460, at5g51740, at5g62670, at5g63310,
at5g66450, at1g09430, at1g10290, at1g02205, at1g11290, at1g12570, at1g03090, at1g20370, at1g21270, at1g22170,
at1g22360, at1g22400, at1g23800, at1g03030, at1g01050, at1g27450, at1g27520, at1g30120, at1g33390, at1g36310,
at1g55850, at1g63000, at1g63700, at1g67580, at1g69640, at1g70090, at1g73660, at1g73980, at1g75330, at1g78060,
at1g79230, at1g80050

FM
Actividad de traducción
molecular

GO:0060089 at2g01830

FM −→ Actividad isomerasa GO:0016853 at2g15790, at3g23890, at4g39710, at1g20370, at1g63000

FM Actividad molecular estructural GO:0005198 at2g20450, at3g20230, at3g22300, at4g17560, at5g46160, at1g13180, at1g20696

FM −→ Actividad transferasa GO:0016740

at2g01830, at2g17290, at2g32850, at2g41880, at2g42910, at2g44660, at3g04380, at3g04810, at3g01180, at3g11950,
at3g01040, at3g24800, at3g47090, at3g63250, at3g63410, at4g07950, at4g10760, at4g14340, at4g19110, at4g26610,
at4g31050, at4g33950, at5g07920, at5g09640, at5g14580, at5g15740, at5g17230, at5g17920, at5g02890, at5g03300,
at5g18650, at5g25760, at5g27920, at5g35980, at5g37850, at5g39990, at5g49470, at5g49980, at5g50180, at5g63310,
at1g09430, at1g21270, at1g22360, at1g22400, at1g03030, at1g27450, at1g36310, at1g55850, at1g63700, at1g67580,
at1g70090, at1g73660, at1g73980, at1g75330, at1g79230, at1g80050

FM Actividad transportadora GO:0005215 at2g26510, at2g37170, at3g19553, at3g46560, at3g54670, at3g62270, at4g23400, at4g25960, at5g13490, at5g26820,
at5g53480, at5g62890, at1g09580, at1g31830, at1g55620, at1g55690, at1g70300, at1g80050

FM
−→ Actividad transportadora
molecular

GO:0140104 at1g54580

202



A
n
exo

s

Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

FM
Regulación de las funciones
moleculares

GO:0098772 at2g02100, at3g07880, at3g15360, at5g43080, at1g31650

FM Unión GO:0005488

at2g01830, at2g16400, at2g17290, at2g18900, at2g23740, at2g27230, at2g28350, at2g30590, at2g31380, at2g31400,
at2g32850, at2g37040, at2g45180, at2g45650, at3g04600, at3g04730, at3g07650, at3g07880, at3g12810, at3g13300,
at3g13490, at3g17590, at3g03060, at3g03490, at3g20930, at3g23890, at3g24440, at3g26100, at3g27260, at3g46710,
at3g47090, at3g54670, at3g58140, at3g60580, at3g61150, at4g07950, at4g10760, at4g19230, at4g21160, at4g02060,
at4g00150, at4g21670, at4g24690, at4g25800, at4g26570, at4g26610, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g33565,
at4g33945, at4g33950, at4g39710, at5g07920, at5g10230, at5g10350, at5g10770, at5g13490, at5g14580, at5g17300,
at5g17710, at5g17920, at5g03300, at5g18650, at5g24520, at5g25760, at5g27000, at5g37680, at5g43080, at5g44200,
at5g45130, at5g46860, at5g49555, at5g51990, at5g52020, at5g52660, at5g53480, at5g57580, at5g57870, at5g60850,
at5g62880, at5g62940, at5g63310, at5g63880, at1g02130, at1g08410, at1g12090, at1g14530, at1g15340, at1g17070,
at1g17760, at1g03090, at1g18560, at1g19310, at1g20696, at1g23860, at1g04170, at1g03030, at1g29400, at1g30330,
at1g31650, at1g32540, at1g33390, at1g49950, at1g54580, at1g54690, at1g63840, at1g65030, at1g65540, at1g67580,
at1g68070, at1g70680, at1g72570, at1g73980, at1g74410, at1g75330, at1g77180, at1g78080, at1g79280

FM −→ Unión a adn GO:0003700
at2g16400, at2g18280, at2g23740, at2g26580, at2g27230, at2g28350, at2g30590, at2g31380, at2g45650, at3g04730,
at3g07650, at3g60530, at3g60580, at3g61150, at4g07950, at4g14770, at4g00150, at5g17300, at5g46910, at5g51990,
at5g52020, at5g52510, at5g52660, at5g60850, at5g62940, at1g20696, at1g01030, at1g30330, at1g49950, at1g72570,
at1g78080

FM
−→ Unión a compuestos
orgánicos cíclicos

GO:0097159

at2g16400, at2g18900, at2g23740, at2g28350, at2g31400, at2g32850, at2g45650, at3g04600, at3g12810, at3g13300,
at3g13490, at3g20930, at3g23890, at3g27260, at3g47090, at3g54670, at3g58140, at3g60580, at3g61150, at4g07950,
at4g02060, at4g21670, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g39710, at5g10350, at5g10770, at5g14580, at5g17300,
at5g24520, at5g37680, at5g44200, at5g45130, at5g51990, at5g52020, at5g52660, at5g57870, at5g60850, at5g62880,
at5g62940, at5g63310, at1g02130, at1g08410, at1g15340, at1g17070, at1g17760, at1g18560, at1g20696, at1g04170,
at1g03030, at1g29400, at1g32540, at1g33390, at1g49950, at1g54690, at1g65030, at1g72570, at1g73980, at1g78080

FM −→ Unión a cromatina GO:0003682 at3g17590, at1g20696
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

FM −→ Unión a proteína GO:0005515

at2g01830, at2g17290, at2g27230, at2g30590, at2g31380, at2g37040, at2g45650, at3g04730, at3g07880, at3g12810,
at3g13300, at3g17590, at3g03490, at3g24440, at3g26100, at3g46710, at4g10760, at4g02060, at4g00150, at4g24690,
at4g25800, at4g26570, at4g26610, at4g33945, at4g33950, at4g39710, at5g10350, at5g13490, at5g18650, at5g24520,
at5g25760, at5g27000, at5g43080, at5g44200, at5g45130, at5g46860, at5g53480, at5g57580, at5g62880, at5g63310,
at5g63880, at1g17760, at1g23860, at1g30330, at1g31650, at1g49950, at1g65030, at1g67580, at1g77180, at1g78080,
at1g79280

PB Adhesión biológica GO:0022610 at3g12810, at1g63700

PB
Biogénesis de componentes
celulares

GO:0071840

at2g18330, at2g20450, at2g22780, at2g23740, at2g26580, at2g27230, at2g31810, at2g33470, at2g43090, at2g44270,
at2g44660, at2g46710, at3g07880, at3g12810, at3g13490, at3g15360, at3g03490, at3g01040, at3g20930, at3g23890,
at3g24440, at3g27960, at3g46560, at3g54670, at3g54750, at3g58140, at3g62270, at3g63250, at4g08280, at4g09650,
at4g11600, at4g17560, at4g21160, at4g03100, at4g02060, at4g00150, at4g23400, at4g24690, at4g29060, at4g31180,
at4g32720, at4g35320, at5g06590, at5g07830, at5g13490, at5g25760, at5g37680, at5g38720, at5g41970, at5g42400,
at5g46860, at5g50180, at5g53480, at5g54440, at5g61670, at5g62880, at5g64930, at1g05940, at1g12090, at1g13180,
at1g15420, at1g15940, at1g18730, at1g20370, at1g20696, at1g21270, at1g02110, at1g29400, at1g31650, at1g49950,
at1g55850, at1g58030, at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g67580, at1g67700, at1g75670, at1g79280

PB Ciclo celular GO:0007049 at2g44270, at3g12810, at3g23890, at3g54670, at4g03100, at5g37680, at5g43080, at5g46860, at5g54440, at1g17760,
at1g23860, at1g27520, at1g29400, at1g49950

PB −→ Ciclo meiótico celular GO:0051321 at3g23890, at5g37680, at5g46860, at1g29400

PB Crecimento GO:0040007 at2g28350, at3g07880, at3g16570, at3g01040, at3g27960, at4g14770, at4g21160, at4g00150, at4g33950, at5g07830,
at5g39990, at5g46860, at1g12090, at1g13180, at1g21270, at1g29400, at1g31650, at1g31920, at1g78060

PB Crecimento celular GO:0016049 at3g07880, at3g01040, at3g27960, at4g21160, at4g00150, at5g07830, at5g39990, at5g46860, at1g12090, at1g13180,
at1g21270, at1g31650

PB −→ Crecimiento del desarrollo GO:0048589 at2g28350, at3g07880, at3g01040, at3g27960, at4g14770, at4g00150, at5g07830, at1g12090, at1g21270, at1g31650,
at1g31920, at1g78060
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB
−→ Desarrollo de procesos
involucrados en la
reproducción

GO:0003006

at2g15790, at2g18330, at2g27230, at2g28350, at2g44270, at2g45650, at3g07650, at3g12810, at3g13300, at3g13490,
at3g01040, at3g23890, at3g24440, at3g24715, at3g27960, at3g28850, at3g46560, at3g54420, at3g58140, at3g61150,
at4g10760, at4g19230, at4g02820, at4g25960, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g39620, at5g06590, at5g17300,
at5g17710, at5g27740, at5g38720, at5g41480, at5g42400, at5g46860, at5g49980, at5g62940, at5g64930, at1g21270,
at1g23800, at1g23860, at1g01030, at1g30330, at1g31650, at1g55690, at1g58030, at1g60860, at1g61040, at1g63700,
at1g73660, at1g75330, at1g77180, at1g79230, at1g79280, at3g23440

PB
−−−−→ Desarrollo
post-embrionario

GO:0009791

at2g01830, at2g15790, at2g18330, at2g27230, at2g28350, at2g44270, at2g45650, at3g07650, at3g12810, at3g13300,
at3g13490, at3g23890, at3g24440, at3g28850, at3g46560, at3g54420, at3g58140, at3g61150, at3g63250, at4g10760,
at4g14770, at4g19230, at4g25960, at4g29060, at4g32720, at4g39620, at5g06590, at5g17300, at5g17710, at5g27740,
at5g41480, at5g42400, at5g49980, at5g62940, at5g64930, at1g15940, at1g21270, at1g23800, at1g23860, at1g02110,
at1g01030, at1g30330, at1g55690, at1g58030, at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g69640, at1g73660, at1g75330,
at1g77180, at1g79230, at1g79280, at3g23440

PB Detoxificación GO:0098754 at3g50910, at4g11600, at5g22300, at5g27920, at1g32540

PB Fases biológicas GO:0044848 at4g15950

PB −−→ Fotoperíodo y floración GO:0048573 at3g07650, at3g24440, at5g17300, at5g64930, at1g23860, at1g58030, at1g61040, at1g73660

PB −→ Germinación seminal GO:0009845 at2g01830, at3g24440

PB Localización GO:0051179

at2g01830, at2g17290, at2g18900, at2g33470, at2g34770, at2g37170, at2g43090, at2g45180, at2g46710, at3g16570,
at3g19553, at3g24315, at3g24440, at3g46560, at3g47700, at3g54420, at3g62270, at4g09650, at4g11440, at4g21160,
at4g02820, at4g01320, at4g23400, at4g25960, at4g29060, at4g32720, at4g36610, at5g13490, at5g14040, at5g18590,
at5g24520, at5g25760, at5g38720, at5g39990, at5g41970, at5g45130, at5g46630, at5g46860, at5g53480, at5g63880,
at1g02130, at1g05940, at1g09430, at1g09580, at1g09740, at1g10290, at1g12090, at1g15420, at1g18730, at1g22400,
at1g01050, at1g29400, at1g31830, at1g55620, at1g55690, at1g58030, at1g60010, at1g61040, at1g67700, at1g70300,
at1g75670, at1g79280

PB
−→ Mantenimiento de la
identidad de los órganos
florales

GO:0048497 at3g61150

PB −→ Megagametogénesis GO:0009561 at2g18330, at2g44270, at4g02820, at4g31180, at4g32720, at5g38720, at3g23440
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB −→ Metilación GO:0032259 at2g18330, at2g20450, at2g23740, at2g44270, at3g23890, at3g24440, at3g27740, at3g46560, at3g54750, at3g63250,
at4g10760, at4g15950, at4g02060, at5g06590, at5g42400, at1g15940, at1g02110, at1g54690, at1g60860

PB Muerte celular GO:0008219 at2g17290, at2g34770, at3g54420, at4g09650, at5g13490, at5g24520, at5g64930, at1g22400, at1g32540

PB Pigmentación GO:0043473 at4g25960, at1g12090

PB Plegado protéico GO:0006457 at2g44660, at5g17710, at5g22060, at5g49510, at1g24120

PB −→ Polinización GO:0009856 at3g01040, at3g24715, at3g27960, at1g31650

PB
−→ Procesos basados en
microtúbulos

GO:0007017 at2g44660, at3g23890, at4g03100, at5g50180, at1g79280

PB
−→ Procesos de la dormancia
seminal

GO:0010162 at3g24440, at4g19230

PB −→ Procesos del ciclo celular GO:0022402 at3g23890, at3g54670, at4g03100, at5g37680, at5g46860, at5g54440, at1g29400, at1g49950

PB
−−→ Procesos del ciclo
meiótico celular

GO:1903046 at3g23890, at5g37680, at5g46860, at1g29400

PB Procesos del desarrollo GO:0032502

at2g01830, at2g15790, at2g18330, at2g26580, at2g27230, at2g28350, at2g37040, at2g44270, at2g45180, at2g45650,
at2g46710, at3g07650, at3g07880, at3g12810, at3g13300, at3g13490, at3g01040, at3g23890, at3g24440, at3g24715,
at3g27960, at3g28850, at3g46560, at3g54420, at3g54670, at3g58140, at3g61150, at3g62270, at3g63250, at4g10760,
at4g14770, at4g19230, at4g21160, at4g02820, at4g00150, at4g25960, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g33950,
at4g39620, at5g06590, at5g07830, at5g17300, at5g17710, at5g24520, at5g27740, at5g37850, at5g38720, at5g41480,
at5g42400, at5g46860, at5g49980, at5g62940, at5g64930, at1g02205, at1g12090, at1g13180, at1g15940, at1g17760,
at1g21270, at1g23800, at1g23860, at1g02110, at1g01030, at1g30330, at1g31650, at1g31920, at1g55690, at1g58030,
at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g67580, at1g69640, at1g72570, at1g73660, at1g75330, at1g77180, at1g78060,
at1g78080, at1g79230, at1g79280, at3g23440

PB Procesos del sistema inmune GO:0002376 at2g17290, at3g54420, at3g63250, at4g09650, at4g17560, at5g13490, at5g24520, at5g37680, at5g64930, at1g15940,
at1g19020, at1g22400, at1g32540, at1g60860
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB
−−→ Procesos de organismos
multicelulares

GO:0051704
at2g01830, at2g02870, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g21620, at2g44270, at2g47710, at3g12810, at3g01040,
at3g24715, at3g27960, at3g63250, at4g09650, at4g17560, at4g19230, at4g00660, at4g02820, at4g31180, at4g33950,
at5g18650, at5g37680, at5g38720, at5g46860, at5g49980, at5g52020, at5g64930, at1g09740, at1g02205, at1g15940,
at1g19020, at1g31650, at1g32540, at1g60860, at1g74520

PB Procesos metabólicos GO:0008152

at2g01830, at2g02870, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g20450, at2g21620, at2g22780, at2g23740, at2g26580,
at2g27230, at2g28350, at2g30590, at2g31380, at2g31810, at2g32850, at2g34770, at2g37040, at2g40116, at2g41880,
at2g42910, at2g43090, at2g44270, at2g45180, at3g04600, at3g07650, at3g01180, at3g11950, at3g13300, at3g13340,
at3g13490, at3g15360, at3g15390, at3g16890, at3g17590, at3g03380, at3g01040, at3g19553, at3g20230, at3g20930,
at3g22300, at3g22330, at3g23890, at3g24315, at3g24440, at3g24800, at3g27740, at3g27820, at3g46560, at3g47090,
at3g50910, at3g54420, at3g54670, at3g54750, at3g58140, at3g59990, at3g60580, at3g61150, at3g62270, at3g63250,
at3g63410, at4g07950, at4g08280, at4g08950, at4g09650, at4g10760, at4g11600, at4g14340, at4g14770, at4g15950,
at4g16070, at4g16800, at4g16820, at4g17510, at4g17560, at4g17790, at4g19110, at4g19230, at4g02060, at4g00150,
at4g01320, at4g21670, at4g23400, at4g29060, at4g31050, at4g31180, at4g32720, at4g33950, at4g37040, at4g39710,
at5g06590, at5g09640, at5g13490, at5g14040, at5g14580, at5g17230, at5g17300, at5g17920, at5g03300, at5g18650,
at5g19200, at5g22060, at5g22300, at5g24520, at5g24760, at5g25760, at5g27740, at5g27920, at5g37680, at5g37850,
at5g39990, at5g40760, at5g41480, at5g42400, at5g43080, at5g44200, at5g45170, at5g46160, at5g46910, at5g49555,
at5g51460, at5g51740, at5g51990, at5g52020, at5g52510, at5g52660, at5g53480, at5g57580, at5g57870, at5g60850,
at5g61670, at5g62940, at5g63310, at5g66450, at1g05940, at1g09310, at1g09430, at1g10030, at1g02205, at1g11290,
at1g12090, at1g15940, at1g17070, at1g17760, at1g03090, at1g18730, at1g20696, at1g21270, at1g22170, at1g23800,
at1g23860, at1g02110, at1g04170, at1g01030, at1g03030, at1g01050, at1g27450, at1g27520, at1g29400, at1g30120,
at1g30330, at1g31650, at1g31830, at1g31920, at1g32540, at1g36310, at1g49950, at1g54580, at1g54690, at1g55690,
at1g55850, at1g58030, at1g60860, at1g61040, at1g62740, at1g63000, at1g67580, at1g67700, at1g68070, at1g69640,
at1g70090, at1g72570, at1g73980, at1g75330, at1g77180, at1g78080, at1g79230, at1g79280, at1g80050

PB −→ Procesos multicelular GO:0032501

at2g01830, at2g15790, at2g18330, at2g26580, at2g27230, at2g28350, at2g37040, at2g44270, at2g45180, at2g45650,
at2g46710, at3g07650, at3g07880, at3g12810, at3g13300, at3g13490, at3g01040, at3g23890, at3g24440, at3g24715,
at3g27960, at3g28850, at3g46560, at3g54420, at3g54670, at3g58140, at3g61150, at3g62270, at3g63250, at4g10760,
at4g14770, at4g19230, at4g02820, at4g00150, at4g25960, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g33950, at4g39620,
at5g06590, at5g17300, at5g17710, at5g27740, at5g37850, at5g38720, at5g41480, at5g42400, at5g46860, at5g49980,
at5g62940, at5g64930, at1g02205, at1g12090, at1g15940, at1g17760, at1g21270, at1g23800, at1g23860, at1g02110,
at1g01030, at1g30330, at1g31650, at1g31920, at1g55690, at1g58030, at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g67580,
at1g69640, at1g72570, at1g73660, at1g75330, at1g77180, at1g78060, at1g79230, at1g79280, at3g23440
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB Procesos reproductivos GO:0022414

at2g15790, at2g18330, at2g27230, at2g28350, at2g44270, at2g45650, at3g07650, at3g12810, at3g13300, at3g13490,
at3g01040, at3g23890, at3g24440, at3g24715, at3g27960, at3g28850, at3g46560, at3g54420, at3g58140, at3g61150,
at4g10760, at4g19230, at4g02820, at4g25960, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g39620, at5g06590, at5g17300,
at5g17710, at5g27740, at5g37680, at5g38720, at5g41480, at5g42400, at5g46860, at5g49980, at5g62940, at5g64930,
at1g21270, at1g23800, at1g23860, at1g01030, at1g29400, at1g30330, at1g31650, at1g55690, at1g58030, at1g60860,
at1g61040, at1g63700, at1g73660, at1g75330, at1g77180, at1g79230, at1g79280, at3g23440

PB Procesos rítmicos GO:0048511 at3g07650, at4g11600, at4g00150, at5g17300, at1g17070, at1g27450, at1g77180

PB Proliferación celular GO:0008283 at3g23890, at3g54750, at3g63250, at4g14770, at4g03100, at4g02060, at5g06590, at5g65290, at1g54690, at1g61040

PB Regulación biológica GO:0065007

at2g01830, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g22780, at2g23740, at2g26580, at2g27230, at2g28350, at2g30590,
at2g31380, at2g31400, at2g34770, at2g37040, at2g40116, at2g44270, at2g45650, at2g46710, at3g07650, at3g12810,
at3g13300, at3g13340, at3g15360, at3g15390, at3g16570, at3g17590, at3g03380, at3g23890, at3g24440, at3g27960,
at3g47090, at3g54670, at3g60580, at3g61150, at3g62270, at3g63250, at4g07950, at4g09650, at4g14770, at4g15950,
at4g16820, at4g17560, at4g19110, at4g02060, at4g00150, at4g21670, at4g25960, at4g26570, at4g33950, at5g06590,
at5g07920, at5g13490, at5g17300, at5g18650, at5g24520, at5g26820, at5g37680, at5g42400, at5g43080, at5g44200,
at5g46910, at5g49980, at5g51990, at5g52020, at5g52510, at5g52660, at5g54200, at5g60850, at5g62880, at5g62940,
at5g63310, at5g64930, at5g65290, at1g09740, at1g12090, at1g13180, at1g15940, at1g17070, at1g17760, at1g18730,
at1g19020, at1g21270, at1g22400, at1g23860, at1g02110, at1g01030, at1g01050, at1g27450, at1g27520, at1g29400,
at1g30120, at1g30330, at1g31650, at1g31920, at1g32540, at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g63840, at1g67580,
at1g72570, at1g77180, at1g78060, at1g78080, at1g79280

PB
−→ Regulación de prcesos del
desarrollo

GO:0050793 at2g01830, at2g18330, at2g45650, at3g07650, at3g12810, at3g23890, at3g24440, at3g61150, at4g14770, at5g06590,
at5g42400, at1g30330, at1g31650, at1g31920, at1g61040, at1g78060, at1g78080, at1g79280
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB
−→ Regulación de procesos
biológicos

GO:0050789

at2g01830, at2g17290, at2g18280, at2g18330, at2g22780, at2g23740, at2g26580, at2g27230, at2g28350, at2g30590,
at2g31380, at2g31400, at2g34770, at2g37040, at2g40116, at2g44270, at2g45650, at3g07650, at3g12810, at3g13300,
at3g13340, at3g15360, at3g15390, at3g16570, at3g17590, at3g03380, at3g23890, at3g24440, at3g27960, at3g47090,
at3g54670, at3g60580, at3g61150, at3g63250, at4g07950, at4g09650, at4g14770, at4g15950, at4g17560, at4g19110,
at4g02060, at4g00150, at4g21670, at4g25960, at4g26570, at4g33950, at5g06590, at5g07920, at5g13490, at5g17300,
at5g18650, at5g24520, at5g42400, at5g43080, at5g44200, at5g46910, at5g49980, at5g51990, at5g52020, at5g52510,
at5g52660, at5g54200, at5g60850, at5g62880, at5g62940, at5g63310, at5g64930, at5g65290, at1g13180, at1g15940,
at1g17070, at1g17760, at1g19020, at1g22400, at1g23860, at1g02110, at1g01030, at1g27520, at1g29400, at1g30330,
at1g31650, at1g31920, at1g32540, at1g60860, at1g61040, at1g63700, at1g63840, at1g67580, at1g72570, at1g77180,
at1g78060, at1g78080, at1g79280

PB
−−→ Regulación negativa de
procesos biológicos

GO:0048519
at2g17290, at2g23740, at2g27230, at2g34770, at3g07650, at3g12810, at3g13300, at3g13340, at3g15390, at3g16570,
at3g03380, at3g23890, at3g24440, at3g54670, at3g61150, at4g09650, at4g15950, at4g17560, at4g02060, at4g21670,
at5g13490, at5g18650, at5g44200, at5g62880, at1g15940, at1g17760, at1g19020, at1g23860, at1g30330, at1g60860,
at1g61040, at1g67580, at1g77180, at1g79280

PB
−−→ Regulación positiva de
procesos biológicos

GO:0048518
at2g26580, at2g27230, at2g37040, at2g44270, at2g45650, at3g12810, at3g24440, at3g54670, at3g63250, at4g19110,
at5g18650, at5g24520, at5g44200, at5g52020, at5g62940, at5g65290, at1g13180, at1g23860, at1g02110, at1g29400,
at1g32540, at1g61040, at1g63700, at1g67580, at1g77180

PB Respuesta a estímulos GO:0050896

at2g01830, at2g02100, at2g02870, at2g17290, at2g18280, at2g21620, at2g28350, at2g31380, at2g31400, at2g33470,
at2g37030, at2g37040, at2g37170, at2g40116, at2g43090, at2g44270, at2g44660, at2g46710, at2g47710, at3g04730,
at3g05550, at3g07650, at3g01180, at3g12810, at3g13300, at3g15360, at3g16570, at3g16890, at3g03380, at3g22330,
at3g23890, at3g24440, at3g27740, at3g27820, at3g27960, at3g46710, at3g47090, at3g50910, at3g54420, at3g54670,
at3g59990, at3g60530, at3g62270, at3g63250, at4g08950, at4g09650, at4g11600, at4g17560, at4g19230, at4g02060,
at4g21670, at4g23400, at4g25960, at4g26570, at4g26620, at4g29060, at4g31180, at4g32720, at4g33950, at4g37040,
at5g07920, at5g10230, at5g13490, at5g14040, at5g17300, at5g17920, at5g18650, at5g22060, at5g22300, at5g24520,
at5g24760, at5g27830, at5g27920, at5g35980, at5g37680, at5g37850, at5g43080, at5g43130, at5g45130, at5g46860,
at5g46910, at5g49980, at5g52020, at5g52660, at5g54200, at5g56550, at5g62880, at5g63310, at5g63880, at5g64930,
at1g02130, at1g09740, at1g02205, at1g12090, at1g15940, at1g17760, at1g03090, at1g19020, at1g21270, at1g22400,
at1g23860, at1g24120, at1g02110, at1g27450, at1g30120, at1g30330, at1g30440, at1g32540, at1g49950, at1g52520,
at1g58030, at1g60010, at1g60860, at1g61040, at1g62740, at1g63840, at1g69640, at1g73660, at1g73980, at1g74410,
at1g74520, at1g77180, at1g78080
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Tabla a.8: Clasificación go de genes de Arabidopsis thaliana ortólogos a los genes de Oryza sativa que se identificaron en los scaffolds
de Paspalum notatum asociados al acr (continuación)

Categoría
go

Subcategoría go id go Genes de A. thaliana

PB −→ Respuesta a estrés GO:0006950

at2g01830, at2g02100, at2g02870, at2g17290, at2g21620, at2g33470, at2g37040, at2g37170, at2g43090, at2g44270,
at2g44660, at3g04730, at3g05550, at3g01180, at3g12810, at3g15360, at3g16890, at3g22330, at3g24440, at3g27740,
at3g27960, at3g46710, at3g54420, at3g59990, at3g62270, at3g63250, at4g09650, at4g11600, at4g17560, at4g19230,
at4g21670, at4g23400, at4g25960, at4g26620, at4g31180, at4g33950, at5g10230, at5g13490, at5g14040, at5g17300,
at5g17920, at5g18650, at5g22060, at5g24520, at5g24760, at5g27830, at5g37680, at5g37850, at5g43080, at5g52020,
at5g52660, at5g56550, at5g63310, at5g63880, at5g64930, at1g09740, at1g02205, at1g15940, at1g19020, at1g22400,
at1g27450, at1g30120, at1g32540, at1g49950, at1g60010, at1g60860, at1g62740, at1g63840, at1g73660, at1g74520,
at1g77180, at1g78080

PB
−→ Respuesta celular a
estímulos

GO:0051716
at2g01830, at2g02870, at2g17290, at2g21620, at2g28350, at2g31400, at2g40116, at2g44660, at3g13300, at3g24440,
at3g27740, at3g47090, at3g54420, at3g62270, at4g09650, at4g02060, at4g21670, at4g25960, at4g26570, at4g33950,
at5g07920, at5g13490, at5g17300, at5g24520, at5g43080, at5g49980, at5g54200, at5g62880, at5g63310, at5g64930,
at1g09740, at1g19020, at1g22400, at1g32540, at1g63840, at1g78080

PB Segegación cromosómica GO:0007059 at3g23890, at3g54670

PB Señalización GO:0023052
at2g01830, at2g17290, at2g28350, at2g31400, at2g40116, at3g16570, at3g24440, at3g47090, at4g09650, at4g02060,
at4g21670, at4g25960, at4g26570, at4g33950, at5g07920, at5g17300, at5g49980, at5g54200, at5g62880, at5g63310,
at5g64930, at1g15940, at1g19020, at1g22400, at1g60860, at1g63840, at1g78080

PB Señalización célula a célula GO:0007267 at3g16570, at1g15940, at1g60860

PB −−−−→ Silencamiento génico GO:0016458 at2g23740, at2g27230, at3g15390, at3g23890, at3g24440, at3g54670, at4g15950, at4g17560, at4g02060, at5g44200,
at1g15940, at1g23860, at1g60860, at1g61040

PB −−→ Traducción de señales GO:0007165
at2g01830, at2g17290, at2g28350, at2g31400, at2g40116, at3g24440, at3g47090, at4g09650, at4g02060, at4g21670,
at4g25960, at4g26570, at4g33950, at5g07920, at5g17300, at5g49980, at5g54200, at5g62880, at5g63310, at5g64930,
at1g19020, at1g22400, at1g63840, at1g78080

Las clasificación GO está desarrollada al cuarto nivel. Las fechas indican la subcategoría de cada clase inmediatamente superior.
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Tabla a.9: Resumen de los genes de Oryza sativa identificados en los dife-
rentes estudios de esta Tesis

Gen de O. sativa i ii iii iv v Descripción

os12g0594200 × × × Gen conservado
os12g0595000 × × × exs, C-terminal
os12g0616200 × × × huellenlos

os02g0672600 × × × N6-adenosina-metiltransferasa
os02g0760500 × × × Proteína er6
os12g0597000 × × × Proteína sos3-like de unión a calcio
os02g0111600 × × Proteína serina/threonina relacionada con quinasas
os02g0121500 × × Proteína conservada
os02g0123600 × × cdp-diacilglicerol-inositol 3-fosfatigiltransferasa 1
os02g0126400 × × Proteína quinasa dependiente de calcio
os02g0128100 × × Gen conservado
os02g0128600 × × Factor adp-ribocilación
os02g0129900 × × Hidrolasa

os02g0131600 × ×
Subunidad tom22 de receptor de importador
mitocondrial

os02g0133800 × × NA
os02g0133900 × × Proteína de función desconocida duf829
os02g0137400 × × Proteína de la maquinaria de corte y empalme
os02g0137450 × × Proteína conservada
os02g0146600 × × Factor 4A de iniciación eucariótica
os02g0161900 × × Poliubiquitina de 7 monómeros de ubiquitina
os02g0198600 × × Proteína ddi1-like inducida por daño de adn
os02g0200900 × × Gen conservado
os02g0216300 × × -
os02g0221600 × × Proteína predicha
os02g0223700 × × Proteína de función desconocida duf3511
os02g0297600 × × Proteína de función desconocida duf707
os02g0301100 × × Proteína de activación rag1

os02g0327100 × × Proteína arl2 g
os02g0467500 × × Amonotransferasa
os02g0478600 × × Ribosoma 40S
os02g0489550 × × Tetratricopéptido tpr-1

os02g0522300 × × Proteína conservada
os02g0525900 × × Acetil-coenzima A sintetasa

os02g0560450 × ×
Proteína Cmc1-like de biogénesis de cytocromo c
oxidasa

os02g0567200 × × Fosfatasa
os02g0575500 × × Transportadora abc
os02g0580100 × × Proteína de función desconocida duf580
os02g0580300 × × Proteína 14-3-3 6
os02g0583500 × × Transposasa
os02g0596900 × × Actina-actina

os02g0612300 × ×
Subunidad 2 de proteína de unión a la caperusa
nuclear

os02g0621300 × × Hidrolasa de ácidos grasos
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Tabla a.9: Resumen de los genes de Oryza sativa identificados en los dife-
rentes estudios de esta Tesis (continuación)

Gen de O. sativa i ii iii iv v Descripción

os02g0652300 × × Dominio elm, engullimiento y motilidad celular
os02g0658900 × × Sec20
os02g0810450 × × Endorribonucleasa
os02g0828200 × × Tetratricopéptido-like
os12g0102500 × × Proteína serina/threonina relacionada con quinasas
os12g0122100 × × Proteína de función desconocida duf607
os12g0134000 × × Hidroximetilglutaril-CoA liasa
os12g0137100 × × Dominio de tipo ef-Hand
os12g0143750 × × Dedo de zinc
os12g0152700 × × Dominio act de unión a aminoácidos

os12g0183100 × ×
Subunidad alfa de alfa-keto acido deshidrogenasa de
cadena ramificada

os12g0237900 × × Dominio nb-arc

os12g0249900 × × Proteína quinasa
os12g0443101 × × Gen conservado
os12g0514400 × × Proteína de interacción a potyvirus Vpg
os12g0552500 × × Dominio Rossman-like de plegado alfa/beta/alfa
os02g0671800 × × Dominio de núcleo catalítico
os02g0740600 × × Proteína conservada
os12g0632700 × × Malato deshidrogenasa
os12g0633200 × × Erg28-like
os02g0617700 × × Unión a ácidos nucleicos
os02g0743500 × × edr1

os02g0743700 × × Proteína atl1q ring-h2

os02g0761100 × × ppi de tipo ciclofilina-40
os02g0762300 × × Proteína de biosíntesis de arnt de 2-tiocitidina
os02g0767000 × × Remorina
os02g0767100 × × Proteína de inducción al frío
os02g0767500 × × Transportadora de fosfato mitocondrial
os02g0770100 × × Dominio de repetición wd40

os02g0770600 × × Proteína de función desconocida duf1644
os02g0771100 × × cop1

os02g0771600 × × 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa
os02g0771700 × × Hidrolasa de glicósidos
os02g0775300 × × Proteína conservada
os02g0775400 × × Proteína Kinesina de cadena pesada
os02g0776800 × × Proteína de replocación y reparación del adn
os12g0597700 × × WRKY2
os12g0600701 × × Proteína conservada
os12g0615400 × × Precursor cloroplástico E37
os12g0626200 × × Proteína saur de respuesta a auxinas
os12g0594300 × × Gen conservado
os12g0626400 × × Fitoene sintasa 1
os02g0682500 × × transparent testa glabra 1

os02g0683500 × × Dominio B3 de unión a adn
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Tabla a.9: Resumen de los genes de Oryza sativa identificados en los dife-
rentes estudios de esta Tesis (continuación)

Gen de O. sativa i ii iii iv v Descripción

os02g0683900 × × Proteína de función desconocida duf1084
os02g0684000 × × Tetratricopéptido-like
os02g0684300 × × Nucleoporina
os02g0684400 × × oxs3

os12g0568800 × × na

os12g0569200 × × Proteína conservada
os12g0571900 × × Tetratricopéptido-like
os12g0572400 × × Factor de splicing Sc35-like
os12g0619700 × × Proteína conservada
os12g0620400 × × Dominio de unión al grupo Metil-CpG del adn
os12g0621100 × × Proteína yabby de flor filamentosa
os12g0621300 × × Gen conservado
os12g0621700 × × Proteína conservada
os02g0666300 × × map3ka

os12g0571200 × ×
Subunidad Tim9 de translocasa de importador de
membrana interna mitocondrial

os02g0760300 × × ppi de tipo fkbp

os02g0763000 × × Proteína de función desconocida ric en cistina
os12g0596600 × × Proteína conservada

Las cruces indican en qué análisis de esta Tesis fue identificado cada gen.
i) Gen con homología a marcadores del acr —Sección 3.6; Tabla 3.3—; ii)
Gen identificado en bloques de sintenía translocados entre el On2 y On12 —
Sección 4.2.3; Tabla 4.10—; iii) Gen identificado con homología a secuencias
codificantes en los scaffolds del R1 —Sección 4.4.2; Tabla a.6—; iv) Gen con-
tenido en las regiones de estudio del Os2 y Os12 que presenta homología a
transcriptos diferenciales codificantes —Sección 4.3—; v) Gen contenido en
las regiones de estudio del Os2 y Os12 que presenta homología a transcriptos
diferenciales no codificantes —Sección 4.3—.
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