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RESUMEN 

Paspalum notatum es una gramínea forrajera nativa de las praderas naturales de 

las regiones subtropicales de América. Los citotipos diploides son de reproducción 

sexual y los poliploides, en su mayoría tetraploides, son apomícticos de tipo apospórico. 

La manipulación de la apomixis, reproducción asexual por semillas, puede tener un gran 

impacto en la agricultura, principalmente porque su introducción en especies de gran 

cultivo permitiría la propagación indefinida de genotipos híbridos en forma clonal. En 

P. notatum, la aposporía, un componente de la apomixis, está controlada por un locus 

complejo localizado en un fragmento cromosómico de gran tamaño, que presenta 

supresión de la recombinación y apareamiento preferencial de cromosomas con uno de 

los cuatro homólogos del grupo. Los análisis de secuencias de marcadores moleculares 

100 % asociados al carácter mostraron homologías con elementos repetitivos, genes 

gag/pol de maíz y sectores no codificantes. El objetivo general de este trabajo fue llevar 

a cabo un análisis de los factores genéticos y epigenéticos asociados a la aposporía en la 

especie. En este estudio se analizaron las frecuencias, los patrones y la variación en la 

metilación de citosinas del ADN, en genotipos diploides y tetraploides. La técnica 

utilizada (MSAP) (“Methylation Sensitive Amplification Polymorphism”) está basada en 

la técnica de AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) incluyendo en la 

etapa de digestión del ADN dos enzimas de restricción diferencialmente sensibles a la 

metilación. Las proporciones de los sitios CCGG metilados variaron entre 40 - 42 % y 

31 - 41 % en diploides y tetraploides, respectivamente. al analizar el número total de 

sitios blanco metilados y no metilados se obtuvo diferencia significativa entre grupos. 

Los análisis de similitud basados en los polimorfismos sensibles a metilación mostraron 

que los tetraploides fueron significativamente más diversos que los diploides. Se 

encontró una correlación significativa entre la variación epigenética y no epigenética en 
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ambos grupos. Varios marcadores mostraron estados de metilación diferentes en los 

distintos niveles de ploidía. El agrupamiento basado en las similitudes en cuanto a la 

metilación de citosinas, incluyendo todos los genotipos mostró que los cuatro diploides 

y uno de los tetraploides experimentales de reproducción sexual conforman un solo 

grupo indicando una estructura epigenética común. Varios marcadores MSAP que 

mostraron polimorfismos en cuanto a su estado de metilación entre los individuos 

Q4188 y Q4117 fueron ensayados en una población segregante F1 derivada de ambos. 

Este análisis demostró que varios de estos sitios se transmiten a la descendencia en 

forma mendeliana como alelos en dosis simple. Un análisis similar que se llevó a cabo 

con el citotipo diploide C4-2x y su autotetraploide derivado C4-4x (ambos de origen 

experimental) mostró que las dos plantas son muy similares tanto a nivel epigenético 

como genético aunque se detectaron polimorfismos asociados al nivel de ploidía. Las 

secuencias derivadas de algunos marcadores MSAP presentaron homología con 

secuencias codificantes, transposones/retrotransposones y secuencias no codificantes. 

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo indican que aunque la proporción de 

sitios metilados entre los dos niveles de ploidía es comparable, el patrón y la variación 

de los mismos difieren entre los citotipos. Más aun, luego de la tetraploidización se 

observó la generación de nuevos “epialelos” en la especie.  

Análisis de RFLP con clones que mapean en el locus responsable de la aposporía en 

combinación con enzimas sensibles a metilación mostraron que la región genómica se 

encuentra metilada e incluso se observan diferencias en el estado de metilación de 

algunos loci entre los genotipos sexuales y apomícticos.  

Se desarrolló un marcador específico de secuencia ligado completamente a la aposporía. 

La disponibilidad de este marcador simplificará y acelerará la identificación de 

individuos apomícticos en poblaciones segregantes y permitirá el escrutinio de 
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bibliotecas genómicas en futuras estrategias de clonado de los genes relacionados. Otra 

importante cualidad de este marcador fue su consistencia en diferentes fondos genéticos. 

Este marcador fue ensayado en citotipos diploides de la especie derivados de una 

población natural y se encontró que su frecuencia en la población es del 0.17. Por otro 

lado, se aislaron secuencias adyacentes a los marcadores de AFLP 100 % ligados a la 

aposporía mediante estrategias de caminata cromosomal. Se aislaron secuencias con 

homología a genes relacionados con la síntesis proteica, metilación de especies de ARN, 

retrotransposones y proteínas de tipo quinasa. Asimismo, se identificó un nuevo 

marcador ligado completamente a la aposporía en la especie cuya secuencia 

corresponde a una proteína con repeticiones de anquirina. Los resultados presentados en 

esta tesis muestran que tanto factores genéticos como epigenéticos están asociados a la 

apomixis en Paspalum. En particular el carácter aposporía estaría controlado por un 

locus complejo que incluye secuencias codificantes y no codificantes, elementos 

repetitivos y metilación de citosinas. 
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ABSTRACT 

Paspalum notatum is a forage grass native to the subtropical regions of America. 

Diploid cytotypes reproduce by sexuality and polyploid, mostly tetraploids, through 

apomixis. Manipulation of apomixis, an asexual reproduction by seeds, can have a 

major impact on agriculture, mainly because its introduction in crop species will allow 

the indefinite propagation of hybrid genotypes by seeds. In P. notatum, apospory, a 

component of apomixis, is controlled by a complex locus located on a large 

chromosome segment, which have suppression of recombination and preferential 

chromosomes pairing. Sequence analysis of molecular markers 100 % linked to the 

character showed homology with repetitive elements, genes gag/pol of corn and non-

coding regions. The overall objective of this study was to conduct an analysis of genetic 

and epigenetic factors associated with apospory in the species. Because the expression 

of apospory is almost always associated with polyploidy and chromosomal duplication 

of sexual diploids can generate aposporous tetraploids, a possible relationship between 

methylation and the expression/repression of apospory in P. notatum is worthy of 

investigation. This study analyzed the frequency, patterns and variation in cytosine 

methylation of diploid and tetraploid genotypes. The technique used (MSAP) 

(Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) is based on the AFLP technique 

(Amplified Fragment Length Polymorphism) but including two restriction enzymes that 

differ in their sensitivity to DNA methylation. The proportions of methylated CCGG 

sites ranged from 40-42 % and 31-41 % in diploid and tetraploid, respectively. There 

were significant differences between the levels of methylated sites between groups. The 

similarity analysis showed that tetraploids were epigenetically more diverse than 

diploids. There was a significant correlation between epigenetics and non-epigenetic 

variation in both groups. Several markers showed different methylation states at the 
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different levels of ploidy. The clustering based on epigenetic similarities including all 

genotypes showed that the four diploid and one experimental sexual tetraploid form a 

single group, indicating a common epigenetic structure. Several MSAP markers that 

showed polymorphisms in terms of methylation status between individuals Q4188 and 

Q4117 were tested in an F1 segregating population derived from both. This analysis 

showed that several of these sites are transmitted to offspring in Mendelian fashion as 

alleles in single dose. A similar analysis carried out with the diploid cytotype C4-2x and 

its autotetraploid derivative C4-4x showed that both plants were very similar at both 

epigenetic level and genetic level, although polymorphisms associated with th ploidy 

level were detected. Sequences derived from MSAP markers showed homology with 

coding and non-coding sequences and transposons/retrotransposons elements. Results 

obtained in this part of the study indicate that although proportions of methylated sites 

between the two ploidy levels were comparable, the pattern and variation differ between 

the cytotypes. Moreover, new epialeles were generated after tetraploidización.  

RFLP analysis with clones that map within the locus responsible for apospory, in 

combination with methylation-sensitive restriction enzymes showed that the genomic 

aposporous region is methylated. Moreover, differences in the methylation status of 

some loci in sexual and apomictic genotypes were detected. Based on AFLP, two 

sequence specific markers (SCARs) completely linked to apospory were developed. The 

availability of these markers will simplify the identification of apomictic individuals in 

segregating populations and will allow the screening of genomic libraries for cloning 

related genes. Another important feature of this marker was its consistency in different 

genetic backgrounds. SCAR markers were tested in diploid cytotypes of the species 

derived from a natural population and found that their frequency in the population is 

0.17. In addition, adjacent sequences to the AFLP markers 100 % linked to apospory 
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were isolated by chromosomal walking. The sequences had homology to genes involved 

in protein synthesis, methylation of RNA species, retrotransposons and protein kinase. 

Also, we identified a new marker completely linked to apospory in species whose 

sequence corresponds to a protein with ankyrin repeats. The results presented here 

showed that both genetic and epigenetic factors are associated with apomixis in 

Paspalum. In particular, apsospory, would be controlled by a complex locus comprising 

coding and non-coding sequences, repetitive elements and methylation of cytosines. 
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I INTRODUCCION 

I.1 El género Paspalum 

I.1.1 Características generales 

Paspalum L. (Poaceae: Panicoideae: Paniceae) es un género perteneciente a la 

familia de las gramíneas ampliamente distribuido en regiones tropicales, subtropicales y 

templado-cálidas de América. En el centro y sur de Brasil, este de Paraguay y noreste de 

Argentina se encuentra uno de los centros de diversificación específica más importante 

de este género (Chase 1929, Burton 1974). El mismo comprende aproximadamente 330 

especies (Zuloaga y Morrone 2005) con una notable variabilidad morfológica y genética 

que ha hecho posible su adaptación a distintas condiciones ambientales, aspecto que 

resultó de gran interés para estudios aplicados sobre la domesticación de especies 

forrajeras nativas (Caponio y Quarin 1993). Según Bennett y Bashaw (1966) “toda 

característica deseable para una planta forrajera puede ser encontrada en alguna de las 

especies de Paspalum”. 

La poliploidía está presente en aproximadamente el 80 % de las especies del 

género, existiendo una gran variación en el nivel de ploidía que va desde 3x (Quarin y 

Lombardo 1986) hasta excepcionalmente 16x en Paspalum floridanum Michx. (Burton 

1940). A pesar de esta gran variabilidad en el nivel de ploidía se considera que la mitad 

de las especies son tetraploides (Quarin 1992). En cuanto a la forma de reproducción, el 

género está conformado por especies diploides de reproducción sexual alógamas por 

autoincompatibilidad y poliploides sexuales o apomícticos autofértiles (Quarin y 

Norrmann 1987, Quarin 1992). En general, los citotipos tetraploides conforman las 

poblaciones encontradas con mayor frecuencia y de mayor distribución, mientras que 

los citotipos diploides se encuentran restringidos en áreas más pequeñas (Quarin y 
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Lombardo 1986). 

Hasta el momento se ha logrado la domesticación de algunas especies del género 

mediante de la selección de genotipos naturales a partir de grandes colecciones de 

germoplasma. En base a características agronómicas como productividad de biomasa, 

calidad de forraje, adaptabilidad a distintos ambientes, capacidad de producción de 

semilla y persistencia al pastoreo se han seleccionado cultivares de P. notatum, P. 

dilatatum, P. plicatulum, P. atratum. En el sur de los Estados Unidos se han 

popularizado algunas variedades tetraploides apomícticas de P. notatum como 

Argentine, Paraguay, Paraguay 22, Wilmington y Tifton 7. También se cultivan algunas 

variedades apomícticas de pasto miel (Dallisgrass) (P. dilatatum) seleccionadas de la 

misma manera. En nuestro país se cultivaron durante mucho tiempo dos variedades 

apomícticas de P. guenoarum: el Pasto Rojas y el Pasto Ramírez, seleccionadas en 

Paraguay (revisado en Ortiz et al. 2004). También se han inscripto y se cultivan en el 

noroeste de Argentina, dos variedades seleccionadas en la Facultad de Ciencias Agrarias 

de la Universidad Nacional del Nordeste: el cultivar Cambá de P. atratum y el cultivar 

Chané de P. guenoarum, que se caracterizan por una importante producción de forraje y 

un buen valor nutritivo (Pessino y Ortiz 2009). Sin embargo, existe una gran variación 

genética que aún no ha sido explorada en muchas de las especies del género. Las 

mismas podrían mejorase para aumentar su potencial agronómico si se genera 

información básica sobre su nivel de ploidía, modo de reproducción y características 

asociadas a la calidad forrajera (Quarin, comunicación personal). 

I.1.2 Paspalum notatum  

Paspalum notatum Flügge, de nombre vulgar “Bahiagrass” (EEUU), “Pasto 

horqueta” (Argentina), “Capii cabayu” (Paraguay) o “Grama batatais” (Brasil) es una 

gramínea forrajera rizomatosa perenne ampliamente distribuida en regiones tropicales y 
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subtropicales de América (Chase 1929, Gates et al. 2004). Se extiende desde México 

hasta Argentina siendo uno de los principales constituyentes de los campos naturales del 

sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y noreste de Argentina. Esta especie se caracteriza por 

una gran persistencia, elevada tolerancia a plagas y condiciones adversas (bajos niveles 

de nutrientes, pH y sequía). Es muy utilizada como forraje en pastoreo directo, rotación 

de cultivos y ornamentación de jardines y pistas de turf (Gates et al. 2004).  

El numero básico de la especie es x = 10 y presenta varios niveles de ploidía, 

donde los citotipos diploides (2n = 2x = 20) se reproducen sexualmente y son 

autoincompatibles y los poliploides son apomícticos, pseudógamos y autocompatibles 

(Quarin 1992). La forma diploide (P. notatum var. saurae Parodi) se encuentra 

naturalmente en un área muy limitada de América del Sur (Burton 1946, 1955, 1967, 

Daurelio et al. 2004). En Argentina, las poblaciones diploides están restringidas en 

suelos sueltos de los márgenes de los ríos Uruguay, Paraná y sus afluentes. A principios 

del siglo XX la forma diploide fue introducida accidentalmente en el estado de 

Pensacola, Florida (Estados Unidos) (Burton 1946). Luego de programas de 

mejoramiento tradicional “Pensacola bahiagrass” constituye hoy una de las principales 

gramíneas forrajeras cultivadas del sur de Estados Unidos y debido a su mayor 

resistencia al frío se encuentra más ampliamente distribuida que las poblaciones 

tetraploides. Los citotipos diploides son originarios de las provincias de Corrientes, 

Santa Fé y Entre Ríos (Gates et al. 2004). El Dr. Glenn Burton descubrió una gran 

población natural diploide en la isla Berduc sobre el río Paraná (Santa Fé) con toda la 

variabilidad genética observada en Estados Unidos para la especie cultivada. Por otro 

lado en la ciudad de Cayastá (Santa Fé) se encontró otra población diploide en cercanía 

a las ruinas del sitio donde se fundó originalmente la ciudad. La ubicación de estas dos 

poblaciones, sumada a la gran variabilidad genética observada y al posible origen 
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autotetraploide de “Bahiagrass” (pasto horqueta tetraploide), hizo que esta región sea 

considerada el centro de origen de la especie (Burton 1967, Gates et al. 2004). 

Desde el primer reporte de reproducción apomíctica en la especie una amplia 

bibliografía demuestra que el citotipo tetraploide (2n = 4x = 40) predomina 

ampliamente en la naturaleza. A partir del análisis de 23 accesiones de P. notatum, en 

las cuales determinaron el rango de variación para diferentes indicadores de tolerancia a 

sequía y a elevadas temperaturas,  Tischler y Burson (1995) identificaron 17 (74 %) 

tetraploides, 4 (17 %) diploides, un triploide y un pentaploide. Luego, Pozzobon y Valls 

(1997), tras examinar 127 accesiones naturales encontraron que el 91 % de las mismas 

eran tetraploides. Experimentalmente, como producto de la fecundación de gametas 

femeninas no reducidas (2n, sacos embrionarios apospóricos) con gametas masculinas 

reducidas (n) de plantas diploides y tetraploides, se obtuvieron plantas pentaploides (2n 

= 5x = 50) y hexaploides (2n = 6x = 60), respectivamente (Burton 1948, Martínez et al. 

1994).  

Hasta el momento no se han encontrado citotipos tetraploides completamente 

sexuales en la naturaleza. Sin embargo, plantas tetraploides de reproducción sexual han 

sido obtenidas experimentalmente tras la duplicación cromosómica por tratamientos con 

colchicina de un individuo diploide (Quarin et al. 2001) o bien a partir de cruzamientos 

entre dos individuos apomícticos, siendo el parental femenino apomíctico facultativo 

(Martínez et al. 2001). La obtención de estas plantas tetraploides “sexuales” es un 

requisito importante para estudios básicos del sistema reproductivo como así también 

para iniciar programas de mejoramiento genético, ya que los análisis de segregación 

genética requieren contar con progenies obtenidas del cruzamiento entre individuos 

sexuales y apomícticos con el mismo nivel de ploidía. En 1961, Forbes y Burton (1961) 

obtuvieron plantas de P. notatum tetraploides mediante el tratamiento con colchicina, y 
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a través de pruebas de progenie basadas en características morfológicas demostraron 

que las mismas eran sexuales. Quarin et al. (2001) indujeron la duplicación 

cromosómica en tres plantas de P. notatum individuales pertenecientes a una población 

natural diploide. Los estudios embriológicos demostraron que uno de estos nuevos 

autotetraploides presentaba reproducción sexual, mientras que los otros dos resultaron 

apomícticos facultativos. Un genotipo de P. notatum inducido se considera sexual si 

luego del análisis citológico de al menos 200-500 óvulos no existe evidencia de 

aposporía. Esto es muy importante ya que existe evidencia de que algunos diploides 

poseen la capacidad, aunque en baja frecuencia, de formación de sacos embrionarios 

apospóricos, y que los tetraploides derivados de estos diploides pueden resultar 

apomícticos (Quarin et al. 2001). En la actualidad se dispone de un número importante 

de individuos tetraploides sexuales derivados de proyectos científicos que emplearon 

estas primeras plantas para estudios genéticos y moleculares. Estos individuos están 

siendo utilizados en programas de mejoramiento tradicional de selección e 

incorporación de caracteres de interés agronómico para la generación de nuevos 

cultivares.  

El análisis del apareamiento cromosómico durante la meiosis de distintas plantas 

tetraploides (sexuales inducidas, apomícticas naturales o híbridos provenientes del 

cruzamiento sexual x apomíctico) indicaron que las razas tetraploides apomícticas son 

de origen autotetraploide (Forbes y Burton 1961). Quarin et al. (1984) identificaron una 

homología completa entre el juego de cromosomas de una planta diploide con los dos 

juegos de cromosomas de otra tetraploide, confirmando así la hipótesis de que P. 

notatum forma un complejo agámico con diversos niveles de ploidía originados por 

autopoliploidización (Gates et al. 2004).  

Además de la gran diferencia en cuanto a la distribución geográfica y el modo de 
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reproducción entre los citotipos diploides y tetraploides existen otras características 

morfológicas y fisiológicas distintivas. En general, los citotipos diploides se propagan 

más rápido y presentan tallos más altos, con hojas mas largas y angostas. Los rizomas 

de los tetraploides son anchos con entrenudos cortos, mientras que los diploides se 

caracterizan por rizomas delgados. Las inflorescencias de los tetraploides son más 

anchas y rígidas con dos racimos de espiguillas, mientras que en los diploides además 

de ser mas delgadas y flexibles, pueden tener de 2 a 3 racimos por inflorescencia (Gates 

et al. 2004). 

I.1.3 Variabilidad en poblaciones de P. notatum  

Según Nogler (1984) apomixis (en sentido restringido) hace referencia a una 

forma de reproducción asexual por semillas que genera progenies genéticamente 

idénticas a la planta madre (ver detalles mas adelante). Debido a esta forma de 

reproducción, por mucho tiempo se pensó que las poblaciones de especies apomícticas 

presentarían una muy baja variabilidad genética (revisado en Asker y Jerling 1992).  

El análisis de la diversidad genética dentro o entre poblaciones naturales de P. 

notatum y la caracterización genética de los germoplasmas han constituido las bases 

fundamentales para la selección de accesiones adecuadas para realizar cruzamientos, ya 

sea para el estudio de la apomixis en la especie, como para los programas de 

mejoramiento. Se han utilizado diversos tipos de marcadores moleculares para la 

caracterización y estimación de la diversidad genética en gramíneas (Li et al. 1999, Liu 

et al. 1994; Larson et al. 2001). Daurelio et al. (2004) estudiaron la variabilidad genética 

en poblaciones naturales diploides y tetraploides de P. notatum por técnicas moleculares 

(RAPD). Los autores analizaron la diversidad genética presente en una población 

tetraploide (R4x, Corrientes) creciendo en simpatría con una diploide (R2x, Corrientes) 

y la variabilidad de otra población tetraploide creciendo en alopatría (C4x, Chaco). 
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Considerando a todos lo individuos tetraploides como apomícticos obligados, 

seleccionaron al azar 2 individuos de cada población y llevaron a cabo pruebas de 

progenie para descartar que la variabilidad observada proviniera de sexualidad residual 

o mutaciones esporádicas. Los resultados determinaron que la población R2x (población 

diploide) presentaba la máxima variación, la población R4x (tetraploide creciendo en 

simpatría con la R2x) una variación intermedia (a pesar de tratarse de una población de 

reproducción apomíctica) y la población C4x una variabilidad casi nula, ya que la 

mayoría de sus individuos eran genéticamente idénticos. Al observar una mayor 

variabilidad en la población tetraploide simpátrica en comparación con la alopátrica los 

autores sugirieron que la coexistencia de los tetraploides con los diploides impulsaría la 

generación de variabilidad en este sistema apomíctico, a través de un flujo génico entre 

diploides y tetraploides (modelo del puente triploide propuesto por Quarin (1992), ver 

mas adelante). Sin embargo, como no observaron individuos de la población simpátrica 

mezclados con los de la población diploide, postulan que los eventos de triploidización 

ocurrirían solo ocasionalmente, y en este caso todos los tetraploides podrían haber 

surgido de un único triploide que sufrió varios episodios de hibridación. Finalmente, los 

autores concluyen que los nuevos poliploides surgen no solo por que la apomixis es 

muy pocas veces completamente obligada sino también por este flujo génico que ocurre 

entre diploides y tetraploides que generaría continuamente nuevos genotipos 

tetraploides (Daurelio et al. 2004).  

Otro trabajo, que incluyó la caracterización genética de una colección completa 

de germoplasma de P. notatum mantenida en el Instituto de Botánica del Nordeste 

(IBONE), Corrientes, Argentina, estudió la variabilidad genética entre las diferentes 

accesiones y su relación al modo de reproducción de cada una de ellas (Espinoza et al. 

2006). En este trabajo se analizaron genotipos naturales y experimentales, con distintos 
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orígenes, nivel de ploidía y modo de reproducción. Luego de los estudios 

citoembriológicos los autores confirmaron la inexistencia de tetraploides completamente 

sexuales en la naturaleza, ya que la totalidad de las accesiones analizadas resultaron 

apomícticas facultativas, con un grado variable de sexualidad, o apomícticas obligadas. 

Mediante la técnica de AFLP observaron un muy bajo grado de variabilidad genética 

entre 42 accesiones de P. notatum, y postulan que sería consecuencia de que la especie 

opera como un complejo agámico, donde la gran distribución de los genotipos 

tetraploides se debe a la propagación de los mejores individuos originados a partir de 

poblaciones tetraploides en simpatría con diploides sexuales ubicados en el centro de 

origen de la especie (Daurelio et al. 2004, Espinoza et al. 2006). El trabajo de Espinoza 

et al. (2006) permitió identificar 11 marcadores presentes solo en las genotipos 

apomícticos y ausentes en los sexuales, los cuales fueron validados posteriormente 

(Rebozzio, comunicación personal). Finalmente, resaltan las ventajas de contar con este 

tipo de estudios, ya que la información derivada de ellos facilita la selección de 

genotipos parentales requeridos para generar poblaciones segregantes por el modo de 

reproducción y/u otra característica de interés. Además con ellos es posible identificar 

fácilmente plantas cuasi-isogénicas que difieren en su modo de reproducción para el 

estudio de expresión diferencial de genes. 

Mas recientemente, Cidade et al. (2008), mediante una técnica basada en SSR 

(“Simple Sequence Repeats”) denominada ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats”) 

evaluaron la diversidad genética en  aprox. 100 accesiones de P. notatum de diferentes 

lugares de América del Sur, principalmente pertenecientes al estado de Río Grande do 

Sul (Brasil) y compararon estos resultados con el nivel de ploidía y las características 

morfológicas de cada uno. A partir de 91 marcadores observaron un elevado 

polimorfismo entre las accesiones (97,8 %) y aunque remarcan que la técnica revela 
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regiones microsatélites potencialmente polimórficas (Morgante y Olivieri 1993) sus 

resultados parecen contradictorios, ya que se ha asumido que la diversificación de la 

especie es relativamente reciente y que su principal modo de reproducción es la 

apomixis. Por otro lado, los agrupamientos obtenidos resultaron contrastantes con los de 

Espinoza et al. (2006) por lo que los autores proponen que esta diferencia puede ser 

debido a la técnica utilizada y al numero de genotipos empleados. Además de la gran 

variabilidad genética y morfológica visualizada no encontraron correlación entre la 

ubicación geográfica de las accesiones y el agrupamiento obtenido con los datos 

moleculares. Al observar accesiones del norte de Brasil cercanas genéticamente a las del 

sur de Brasil y Argentina los autores postulan que debe haber habido una dispersión 

desde el sur (supuesto centro de origen de la especie) hacia le norte. Por lo que pueden 

existir genotipos genéticamente muy relacionados pero en ubicaciones muy distantes 

(Cidade et al. 2008). 

I.1.3.1 Modelos propuestos sobre el origen la variabilidad genética en poblaciones de 

especies apomícticas 

Se han propuesto diferentes modelos que intentan explicar el origen de la 

variabilidad genética y la evolución de los complejos agámicos. En primer lugar, 

Gustafsson (1947a, 1947b) definió varios aspectos de la apomixis y postuló que muchos 

individuos apomícticos mantendrían cierto grado de sexualidad que les permitiría 

generar esporádicamente nuevas combinaciones genéticas para sortear cambios 

ambientales. Posteriormente, dos modelos fueron propuestos para explicar la generación 

y evolución de los complejos agámicos en las gramíneas de subfamilia Panicoideas: de 

Wet (1968), de Wet y Harlan (1970) y Savidan y Pernès (1982), propusieron el modelo 

del “ciclo diploide-tetraploide-dihaploide” para explicar la variabilidad observada en los 

sistemas Bothriochloa-Dichanthium y Panicum máximum, respectivamente. En este 
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modelo la variabilidad genética se generaría en el nivel diploide (sexual) y sería 

transmitida a niveles superiores de ploidía a través de sucesivas hibridaciones 

ocasionales de gametas no reducidas de un diploide con polen reducido de algún 

diploide o poliploide (2n+n). Ocasionalmente, este nuevo poliploide podría generar 

dihaploides (n) de manera de llevar los genes nuevamente al nivel diploide cerrando el 

ciclo. Hasta el momento no se han observado eventos de dihaploidización en especies 

del género Paspalum y también han fallado los experimentos que intentaron la 

obtención de los mismos (Quarin, comunicación personal). Debido a esto, otro sistema 

evolutivo presentado por Quarin (1992) postula que los tetraploides en el género se 

originarían a partir de un proceso que consta de dos pasos: un ocasional saco 

embrionario apospórico (no reducido, 2n) de una planta diploide sería fecundado con un 

núcleo espermático reducido de otra planta diploide de la misma población, dando 

origen así a una planta triploide (2n+n). Este triploide (de reproducción apomíctica), 

aunque posee baja fertilidad podría producir nuevos tetraploides cuando es fecundado 

con polen de otro diploide cercano (3n+n). Esta teoría fue reforzada en P. notatum por 

el hallazgo de triploides en poblaciones naturales (Quarin et al. 1989, Tischler y Burson 

1995) y que tras su fecundación con diploides co-específicos se obtuvo un 12 % de la 

descendencia tetraploide (Quarin et al. 1989). Este mecanismo del “puente triploide” 

fue demostrado experimentalmente con razas diploides de Paspalum rufum (Siena et al. 

2008). En diferentes especies del género se han observado óvulos conteniendo un saco 

apospórico junto a un saco meiótico (Quarin y Lombardo 1986, Quarin y Norrmann 

1987, Norrmann et al. 1989 y Quarin et al. 2001). Sin embargo, no existía evidencia 

experimental acerca de la funcionalidad de los sacos apospóricos. Norrmann et al. 

(1994) plantearon la posible funcionalidad de los mismos cuando tras la fecundación de 

una planta diploide de P. rufum con polen de una tetraploide de la misma especie, 
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obtuvieron híbridos con 40 cromosomas, aunque en una muy baja proporción. En un 

trabajo reciente Siena et al. (2008) mediante análisis de progenies con marcadores 

moleculares y citometría de flujo demostraron que al menos un genotipo diploide de P. 

rufum produce sacos embrionarios apospóricos con capacidad de formar progenies por 

apomixis. Este resultado demostró la funcionalidad de la aposporía y partenogénesis al 

nivel diploide en la especie. De esta manera, comprobaron que todos los componentes 

que caracterizan la apomixis gametofítica son funcionales el nivel diploide en P. rufum 

y aportaron evidencia sobre la teoría del “puente triploide” postulado por Quarin (1992) 

como sistema que describe el flujo génico desde el nivel diploide al poliploide. 

I.1.4 Tipo de herencia en razas tetraploides de P. notatum 

La forma de segregación de las razas tetraploides es un aspecto fundamental en 

los estudios genéticos de la especie ya sea para el desarrollo de estrategias adecuadas de 

mejoramiento genético como también para la formulación de hipótesis en el estudio de 

la herencia de la apomixis. Los estudios citogenéticos realizados por Forbes y Burton, 

(1961) y Quarin et al. (1984) postularon que las razas tetraploides de P. notatum fueron 

originadas por autopoliploidía. Sin embargo, el tipo de herencia (disómica o polisómica) 

en la especie era hasta hace poco tiempo desconocido. A partir de las relaciones de 

segregación de marcadores moleculares de AFLP, Stein et al. (2004) determinaron el 

tipo de herencia, y con ello infirieron el origen de las razas tetraploides de P. notatum. 

Una relación de segregación polisómica es indicativa de un origen autopoliploide y una 

disómica de un origen alopoliploide (Qu y Hancock 1995). Como el análisis 

citogenético de los parentales de una población segregante por el modo de reproducción 

mostró una variada proporción de cromosomas formando asociaciones cuadrivalentes 

durante la meiosis, la presencia frecuente de asociaciones bivalentes y univalentes, los 

autores postularon que ambos tipos de herencia (polisómica y disómica) deben ser 
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considerados. El análisis de los datos de segregación de los marcadores moleculares 

determinó que las razas tetraploides de P. notatum presentan en general una herencia de 

tipo tetrasómica, sin embargo en algunos sectores del genoma se observaron 

segregaciones indicativas del apareamiento preferencial de cromosomas (o herencia 

disómica). Particularmente, el grupo de ligamiento donde se localiza el locus 

responsable de la aposporía muestra este tipo de segregación (ver más abajo). 

I.1.4.1 Herencia de la apomixis en Paspalum notatum 

Los primeros trabajos sobre la herencia de la apomixis en la especie fueron 

realizados por Burton y Forbes (1960). A partir de cruzamientos entre plantas 

tetraploides sexuales, obtenidas por duplicación cromosómica con colchicina de 

Pensacola Bahiagrass (P. notatum var. saurae) con plantas tetraploides naturales 

apomícticas, los autores postularon que el carácter apomixis en la especie estaría 

controlado por unos pocos genes recesivos en presencia de factores modificantes. En 

todos los cruzamientos el modo de reproducción de los genotipos parentales se 

determinó a partir del estudio de caracteres morfológicos de 10-15 plantas F2. De la 

misma manera el origen (sexual o apomíctico) de cada una de estas ultimas fue 

determinado a través del análisis de 5 progenies F3 (Burton y Forbes 1960). Si bien este 

trabajo fue un paso importante en el estudio del tipo de herencia en P. notatum, 

Martínez et al. (2001) postularon que el mismo presentó importantes limitaciones 

relacionadas con la técnica de clasificación del modo de reproducción, el bajo número 

de individuos segregantes utilizados y el posible error cometido al considerar que los 

autotetraploides inducidos eran completamente de reproducción sexual ya que se ha 

demostrado la posibilidad de obtener tetraploides apomícticos facultativos por este 

método (Quarin et al. 2001). Debido a que la reproducción apomíctica en Paspalum 

involucra al menos 3 procesos (aposporía, partenogénesis del embrión y pseudogamia) 
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los estudios de  herencia del carácter resultan sumamente complejos. Una forma de 

simplificar el análisis es estudiar cada uno de los componentes por separado. En 

particular el carácter aposporía es relativamente fácil de seguir debido a que los sacos 

embrionarios apospóricos pueden diferenciarse morfológicamente de los meióticos por 

estudios citoembriológicos (ver mas abajo). Martínez et al. (2001) estudiaron el tipo de 

herencia de la aposporía en la especie mediante técnicas embriológicas (clarificado de 

ovarios) y a través de marcadores moleculares (RAPD y RFLP). A partir del 

cruzamiento entre una planta tetraploide experimental 100 % sexual (la totalidad de los 

óvulos mostraba sacos embrionarios meióticos) y una planta tetraploide natural 

apomíctica (la totalidad de los óvulos mostraba sacos embrionarios apospóricos o 

mixtos) generaron una población de 213 individuos F1 de los cuales 157 resultaron no-

apospóricos (sexuales) y 56 apospóricos, dando una relación de segregación de 2,8:1 

no-aposopóricas vs apospóricas. Por otro lado, la autopolinización del parental 

femenino y de cuatro individuos F1, el cruzamiento de dos F1 sexuales y la retrocruza 

entre un F1 sexual con el parental sexual femenino, generaron progenies exclusivamente 

sexuales. Mientras que las progenies obtenidas del cruzamiento F1 sexual x F1 

apomíctico y de dos retrocruzas (F1 sexual x parental apomíctico y F1 apomíctico x 

parental sexual) presentaron una segregación aproximada de 3:1 sex:apo. Teniendo en 

cuenta que para la especie se demostró su origen autotetraploide (Forbes y Burton, 

1961, Quarin et al. 1984), los autores asumen como modelo genético más probable que 

la aposporía estaría controlada por un tipo de “herencia tetrasómica monogénica con 

segregación al azar de las cromátidas durante la meiosis”. Debido a que estos resultados 

no se ajustan al modelo de herencia para un factor mendeliano simple con herencia 

tetrasómica (1:1) aceptado para la herencia de la aposporía en la mayoría de las 

gramíneas estudiadas (Savidan 1981, do Valle et al. 1994, Ozias-Akins et al. 1998), los 
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autores proponen la existencia de un mecanismo de distorsión de la segregación a favor 

a las plantas sexuales. Como modelo general los autores concluyeron que la aposporía 

se comporta como un carácter dominante simple y que se transmite a la progenie de 

manera no mendeliana debido a una segregación distorsionada. La cual estaría 

relacionada con algún efecto letal pleiotrópico con penetrancia incompleta, o con la 

letalidad parcial de factores ligados que afectan a las gametas masculinas (Martínez et 

al. 2001).  

I.2 Apomixis 

I.2.1 Definición 

El término apomixis hace referencia a una forma de reproducción asexual a 

través de semillas que excluye los procesos de meiosis y fecundación de la célula 

huevo, y origina por partenogénesis progenies genéticamente idénticas a la planta 

madre (Nogler 1984). Esta supresión de la recombinación genética en algún momento 

fue considerada una “vía muerta” en la vía evolutiva (Darlington 1939). Sin embargo, 

dado que algunas de las plantas más exitosas ecológicamente y ampliamente 

distribuidas son apomícticas, el potencial evolutivo y de fitomejoramiento de este tipo 

de reproducción comenzó ha ser reconsiderado mas recientemente (revisado en Miles 

2007).  

Este tipo de reproducción fue observado por primera vez en la planta australiana 

Alchornea ilicifolia por J. Smith en 1841, cuando un ejemplar femenino de esta especie 

dioica fue llevado a Inglaterra y estando aislado en los Kew Gardens de Londres 

floreció y produjo abundantes semillas viables (Savidan 2000). Paradójicamente, los 

primeros trabajos con plantas apomícticas fueron realizados mucho antes que este tipo 

de reproducción fuera comprendido. Gregor Mendel en 1869 intentó confirmar los 
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resultados obtenidos en sus famosos estudios sobre la herencia en las arvejas de jardín 

luego de realizar cruzamientos interespecíficos de plantas del género Hieracium. La 

dificultad para realizar los cruzamientos y la falta de segregación observada en estas 

poblaciones fueron atribuidas erróneamente a una supuesta “frecuente 

autopolinización”. Hoy sabemos que esto era debido a la apomixis se encuentra 

ampliamente distribuida dentro de este género (Asker y Jerling 1992). 

La apomixis ha sido descripta en más de 300 especies de plantas pertenecientes 

a 35 familias diferentes, entre las que se destacan las Poáceas (Gramíneas), las 

Asteráceas (Compuestas), las Rosáceas y las Rutáceas (Richards 1986, Hanna y 

Bashaw 1987, Carman 1997). Existe un marcado sesgo en la distribución del carácter 

ya que el 75 % de las plantas apomícticas gametofíticas (un tipo de apomixis) 

pertenecen a muy pocas familias que en conjunto representan un 10 % de las plantas 

con flores (Bicknell y Koltunow 2004). Se ha postulado que este patrón de distribución 

podría estar reflejando la predisposición, por parte de un cierto grupo de plantas, a los 

cambios genéticos que caracterizan a la reproducción apomíctica (Grimanelli et al. 

2001). Algo de este sesgo también podría estar relacionado con la facilidad con que se 

puedan llevar a cabo los estudios embriológicos en estas especies y con la  información 

derivada de este tipo de análisis asociada al mejoramiento de cultivos (Bicknell y 

Koltunow 2004). A excepción de la manzana, los cítricos, el mango y las fresas, la 

apomixis no es común en cultivos de interés agronómico (Koltunow 1993). Debido a 

que la reproducción apomíctica involucra principalmente un cambio en el desarrollo del 

megagametofito femenino, para comprender mejor el fenómeno y determinar sus 

características generalmente se lo compara con la reproducción sexual normal de las 

angiospermas.   
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I.2.2 Reproducción sexual en angiospermas 

La sexualidad en las angiospermas comprende la alternancia cíclica entre los 

estados de esporófíto (la planta misma, 2n) y gametófito (el grano de polen y el saco 

embrionario, n). La meiosis que ocurre en las flores posibilita la recombinación y 

reducción del contenido genético, y da lugar a la formación de las esporas femeninas 

(megásporas) en el óvulo y masculinas (micrósporas) en las anteras. En la 

megasporogénesis se generan cuatro células haploides a partir de una “célula madre de 

la megáspora” que se diferencia en la nucela del óvulo. En la mayor parte de las 

angiospermas, tres de estas células haploides degeneran, mientras que la restante 

constituye la megáspora funcional. Por el proceso de megagametogénesis (serie acotada 

de mitosis ordenadas) esta célula desarrolla un megagametófito conocido como “saco 

embrionario”. El saco embrionario más común es el de tipo Polygonum que está 

formado por 8 núcleos haploides (n) contenidos en siete células, a saber: la ovocélula, 

dos sinérgidas, una célula central binucleada, y tres antípodas. Por otra parte, en las 

anteras las micrósporas desarrollan los granos de polen mediante un proceso de 

microgametogénesis. El polen maduro está típicamente integrado por tres células 

haploides (n), dos de las cuales constituyen los gametos masculinos. La otra tiene una 

función relacionada con el crecimiento del tubo polínico. La formación de la semilla 

requiere del proceso de doble fecundación: un gameto masculino (n) se fusiona con la 

ovocélula (n) para originar al cigoto (2n). A partir de este cigoto se desarrolla el 

embrión. La célula central del saco embrionario con sus dos núcleos (n + n) se fusiona 

con el otro gameto masculino para originar el endosperma. Así, la fusión de dos 

gametos haploides únicos derivados de la distribución al azar del material genético 

durante las meiosis masculina y femenina resulta en la generación de progenies 

genéticamente diversas. En resumen, en la reproducción sexual la meiosis produce la 
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recombinación genética de los caracteres de ambos progenitores y gametos haploides. 

La fecundación fusiona de manera aleatoria un gameto masculino con uno femenino 

para originar un nuevo individuo con una constitución genética única (revisado en 

Pessino y Ortiz 2009). 

I.2.3 Tipos de Apomixis 

Las tres características que definen a este tipo de reproducción son: i) una falla o 

sustracción de la meiosis previa a la formación del saco embrionario, ii) la 

partenogénesis donde el embrión se desarrolla de manera autónoma y iii) ciertas 

adaptaciones para la formación del endosperma. La apomixis y la sexualidad no son 

procesos mutuamente excluyentes, ya que pueden ocurrir simultáneamente en la misma 

planta e incluso en el mismo óvulo (Nogler 1984). Según Savidan (2000) la apomixis se 

originaría por la expresión a destiempo y fuera de lugar (ectópica) de genes que regulan 

el desarrollo del embrión. Los mismos se activarían antes de lo que ocurre en el proceso 

sexual y hasta incluso en células que normalmente no participan en el proceso 

reproductivo, y su expresión sólo resultaría en un fondo genético favorable. Se ha 

planteado que ambas formas de producción tienen en común muchos procesos y la 

diferencia entre los dos tipos de reproducción radicaría en la regulación del lugar y el 

momento en que ocurren dichos procesos (Koltunow y Grossniklaus 2003, Tucker et al. 

2003). Más recientemente, Ozias-Akins y van Dijk (2007) postularon que los genes que 

controlan la reproducción apomíctica no deben ser nuevos en cuanto a su función, sino 

que estarían alterados a nivel regulatorio en comparación con la reproducción sexual. 

Salvo algunas excepciones, la mayoría de las plantas apomícticas retienen la capacidad 

de reproducirse sexualmente por lo cual se denominan apomícticas facultativas 

(Koltunow y Grossniklaus 2003). 

El tipo de reproducción apomíctica varía según el origen de la célula que la 
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inicia el proceso y si su destino inmediato es la formación de un saco embrionario o un 

embrión. También de cómo se evita la meiosis, el grado en el que el proceso sexual 

ocurre en paralelo y el requerimiento de fecundación y adaptaciones específicas para la 

formación del endosperma. En general la apomixis puede ser iniciada en diferentes 

etapas durante el desarrollo del óvulo y la frecuencia de eventos sexuales en el mismo 

óvulo u óvulos adyacentes se utilizan como punto de referencia para tanto el inicio 

como la progresión de la apomixis (Koltunow y Grossniklaus 2003). 

Los embriones de las semillas apomícticas pueden formarse a través de una ruta 

esporofítica o gametofítica. En el primer caso, también denominada embrionía 

adventicia, se produce una embriogénesis espontánea a partir de células de la nucela o 

de los tegumentos del óvulo (Koltunow et al. 1995). El desarrollo sexual de la semillas 

se inicia normalmente en el óvulo y se produce un saco embrionario meiótico. Sin 

embargo, junto con este desarrollo sexual múltiples células somáticas (nucelares o del 

tegumento) que rodean al saco meiótico, inician un proceso de embriogénesis de 

manera espontánea. El desarrollo de estos embriones es dependiente de la fecundación 

del saco sexual, posiblemente por los nutrientes y/o señales aportados por su 

endosperma (Tucker y Koltunow 2009) por lo que es muy común la presencia de 

embriones múltiples, unos de origen sexual y otros de origen materno (apomíctico). La 

embrionía adventicia “nucelar” es la más común y es la que se encuentra presente en 

los cítricos, por lo que han representado un sistema modelo para su estudio. Las células 

nucelares destinadas a formar embriones son morfológicamente distinguibles de las 

otras células del tejido, ya que poseen un núcleo más grande y un citoplasma denso 

(Koltunow 1993). Hasta el presente se desconoce el mecanismo y el momento en el que 

células de la nucela formaran células iniciales embrionarias. La embrionía adventicia se 

ha reportado como un carácter dominante de herencia simple. El único estudio de 
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mapeo que se llevó a cabo en citrus reveló una segregación 3:1, sin embargo se observó 

un patrón mas complejo luego de un estudio de mapeo de QTLs (“Quantitative Trait 

Loci”) (Revisado en Ozias-Akins 2006). 

En la apomixis de tipo gametofítica, se forman sacos embrionarios que 

contienen ovocélulas no reducidas (apomeiosis) y se generan embriones en ausencia de 

fecundación (vía partenogénesis). A diferencia de la esporofítica, la apomixis 

gametofítica puede reemplazar por completo a la “sexualidad” en un individuo 

apomíctico obligado, aunque es poco probable que exista un individuo de este tipo 

(Asker y Jerling 1992). Según el origen de la célula que genera el saco embrionario, 

este tipo de apomixis puede clasificarse en: a) diplospórica, cuando el saco embrionario 

se genera a partir de la célula madre de la megáspora, directamente por mitosis o 

después de una falla en la meiosis y b) apospórica, cuando el saco embrionario se 

genera por mitosis a partir de células somáticas del óvulo, generalmente provenientes 

de la nucela. A diferencia de la embrionía adventicia, ambas son iniciadas en una etapa 

temprana del desarrollo del óvulo (Koltunow 1993). 

En la diplosporía, la célula madre de la megáspora sufre un cambio de la ruta 

sexual y genera un saco embrionario no reducido tras eludir la meiosis. Existen 

variaciones en el desarrollo de la célula madre de la megáspora previas a la formación 

del saco diplospórico que han llevado a clasificar a la apomixis diplospórica en 

meiótica y mitótica. En la primera, la célula madre de la megáspora se diferencia de la 

nucela y comienza la meiosis, que luego es inhibida por un mecanismo que aun se 

desconoce. El núcleo es restaurado a una forma que permite que la división curse 

mediante una mitosis (ej: tipo Taraxacum) (Koltunow 1993). Mientras que en la 

diplosporía mitótica, la célula madre de la megáspora se encuentra inhibida 

completamente para realizar meiosis, o esta inhibición ocurre en una fase muy 
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temprana indistinguible a nivel citológico (ej: tipo Antennaria) (Nogler 1984, Koltunow 

1993). En ambos casos, la célula no reducida continúa su desarrollo y resulta 

equivalente (en cuanto a desarrollo) a una megáspora, ya que puede realizar mitosis 

para formar un saco embrionario similar a un saco sexual, en cuanto a número y 

distribución de sus células pero cuyos núcleos son todos no reducidos. En el caso de la 

diplosporía, la meiosis de la célula huevo resulta completamente comprometida. 

Por otro lado, en la aposporía, la formación mitótica de un saco embrionario no 

reducido a partir de una célula somática del óvulo permite que los procesos sexual y 

apomíctico puedan ocurrir en la misma planta e incluso en el mismo ovulo de un 

apomíctico facultativo (Ozias-Akins 2006). La formación del saco apospórico tiene 

lugar cuando una o más células nucelares iniciales de la aposporía se diferencian en 

cercanía a células involucradas en la reproducción sexual (Bhat et al. 2005). A pesar de 

que la aposporía se inicia luego de la diferenciación de la célula madre de la 

megáspora, el saco apospórico se desarrolla mas rápidamente que el saco embrionario 

meiótico (Koltunow 1993). Tanto el número de sacos embrionarios apospóricos por 

óvulo, como el porcentaje de óvulos conteniendo sacos apospóricos y meióticos varían 

según la especie en estudio (Nogler 1984, Richards 1986, Asker y Jerling 1992). La 

aposporía es muy común en un gran número de gramíneas de interés forrajero 

pertenecientes a los géneros Brachiaria, Panicum, Paspalum, Pennisetum y Poa y 

puede ser de tipo Hieracium o Panicum (ver más adelante). 

Casi todos los sacos embrionarios diplospóricos (a excepción de los de 

Eragrostis) conservan la típica estructura de los sacos embrionarios de origen meiótico, 

generalmente con siete células y ocho núcleos. Sin embargo, en la aposporía los sacos 

muestran por lo general una constitución muy variable. Por ejemplo, en gramíneas 

tropicales o subtropicales, el saco apospórico se forma por dos mitosis consecutivas, 
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con permanencia de los cuatro núcleos en un solo polo celular. Así se organiza un 

megagametófito con una ovocélula flanqueada por dos sinérgidas, la ovocélula y una 

célula central con un solo núcleo polar, careciendo de antípodas. Esta estructura de saco 

apospórico fue descripta por primera vez para Panicum maximum y por esa razón a los 

megagametófitos con esta morfología se los conoce como sacos apospóricos de tipo 

Panicum. Sin embargo, en las especies apospóricas de Paspalum, existe una 

característica en la constitución de los sacos apospóricos que los diferencia netamente 

del tipo Panicum. Generalmente presentan una célula central con dos núcleos polares y 

a veces tres. Esta característica es importante porque debido a la pseudogamia, la 

relación genómica materna/paterna del endosperma es distinta en las plantas sexuales y 

en las apospóricas. En las sexuales, hay una relación 2/1 materno/paterno (madre n + n; 

padre n), mientras que en las apospóricas esa relación es generalmente 4/1 (madre 2n + 

2n; padre n). En Panicum la relación es 2/1 tanto en las sexuales como en las 

apospóricas (n + n/n en las sexuales y 2n/n en las apospóricas) (Revisado Pessino y 

Ortiz 2009). 

La apomixis gametofítica fue estudiada más profundamente que la apomixis 

esporofítica, principalmente por ser el tipo presente en las gramíneas, donde muchas 

especies con valor agronómico presentan este modo de reproducción. La mayoría de las 

plantas apomícticas gametofíticas son poliploides mientras que las apomícticas 

esporofíticas son diploides (Asker y Jerling 1992). 

En la apomixis ganetofítica el embrión se desarrolla por partenogénesis, 

proceso que excluye invariablemente una de las etapas de la doble fecundación presente 

en la reproducción sexual de las angiospermas: la unión de los gametos masculinos con 

los femeninos. Sin embargo, no necesariamente se anula la fecundación de los núcleos 

polares. Aunque existen casos en que el endosperma se puede desarrollar en forma 
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autónoma, en la mayoría de las gramíneas tropicales apomícticas es necesario que un 

gameto masculino se fusione con el o los núcleos polares de la célula central del saco 

embrionario para formar el endosperma (pseudogamia) (Chaudhury et al. 2001). 

Es importante destacar que la embrionía adventicia, la diplosporía y la aposporía 

coexisten en especies apomícticas de Beta y en algunas Rosáceas. Asimismo en algunos 

pastos apospóricos, cítricos y ciertas especies de Hieracium, coexisten la aposporía con 

la embrionía adventicia (revisado en Koltunow y Grossniklaus 2003). En P. minus se 

han observado óvulos conteniendo sacos embrionarios apospóricos y diplospóricos 

(Bonilla y Quarin 1997).  

La apomixis gametofítica se encuentra fuertemente asociada a la poliploidía. La 

mayoría de las especies con este tipo de reproducción presentan este tipo de 

constitución genética y si bien se han descripto algunos casos de apomixis al nivel 

diploide (Sharbel y Mitchell-Olds 2001, Siena et al. 2008), la completa expresión del 

carácter se produce casi invariablemente en un entorno poliploide. 

I.2.4  Importancia agronómica de la apomixis y transferencia del carácter  

Aunque desde el punto de vista del mejoramiento genético la apomixis puede 

considerarse como un sistema que restringe la variabilidad genética, esta forma de 

reproducción constituye una herramienta única para desarrollar cultivares superiores y 

preservar combinaciones híbridas indefinidamente (Pessino y Ortiz 2009). La ausencia 

de recombinación y de fecundación de la ovocélula por un gameto masculino dan lugar 

a la generación de embriones con una constitución genética idéntica a la planta madre. 

En teoría, cualquier combinación genética que lleve los factores determinantes de la 

apomixis puede ser mantenida y multiplicada como una réplica exacta por innumerables 

generaciones vía semilla.  

Dentro de las principales ventajas agronómicas de la apomixis, Bicknell y 
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Koltunow (2004) destacan la rápida generación y multiplicación vía semillas, la 

reducción de costos y tiempos de los programas de mejoramiento, la prevención de las 

complicaciones asociadas con la reproducción sexual (polinizadores e incompatibilidad) 

y la prevención de transferencia viral en plantas que normalmente se propagan 

vegetativamente (Hanna 1995, Jefferson y Bicknell 1995, Koltunow et al. 1995, 

Savidan 2000). Otros autores destacan como principal ventaja la posibilidad de 

multiplicación y mantenimiento de híbridos de alto potencial de rendimiento en forma 

indefinida y por semillas, sin los problemas de segregación y/o depresión por 

endogamia (Vielle-Calzada et al. 1996). La importancia o el valor de cada una de estas 

ventajas dependen del cultivo y del sistema de producción del mismo. Los agricultores 

del primer mundo esperan que el mayor beneficio sea la producción de nuevas 

variedades, con alto rendimiento para su uso en sistemas agrícolas mecanizados. 

Mientras que para los agricultores de los países en desarrollo los mayores beneficios 

que se esperan son referidos al mejoramiento de variedades, con alto rendimiento para 

condiciones ambientales locales específicas, a la seguridad en el suministro de 

alimentos y a una mayor autonomía sobre las variedades propias (Bicknell y Bicknell 

1999). 

I.3 Poliploidía y Poliploidización 

La poliploidía, definida como la propiedad de poseer tres o más juegos 

completos de cromosomas, es una característica muy importante en la evolución de 

muchos organismos eucariotas. A diferencia de los animales donde es menos frecuente, 

salvo algunos casos de poliploidización ancestral en insectos, peces, anfibios y reptiles 

(Otto y Whitton 2000), se ha estimado que alrededor del 70 % de las angiospermas y el 

95 % de los helechos sufrieron un proceso de poliploidización al menos una vez durante 

su evolución (Leitch y Bennett 1997). A partir de la secuenciación completa de los 
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genomas de Arabidopsis y arroz, considerados típicos diploides, se observó que ambas 

especies son paleopoliploides (poliploides ancestrales). Con esto, es razonable asumir 

que la mayoría de las plantas superiores, consideradas como diploides por su 

comportamiento genético y citogenético, son paleopoliploides que sufrieron un proceso 

de diploidización (Levy y Feldman 2002).   

El término poliploidía fue introducido en 1916 por Winkler, y en 1917, Winge 

advirtió sobre la importancia de la misma al especular que la especiación podría haber 

ocurrido a través de hibridación interespecífica seguida de duplicación cromosómica 

(revisado en Comai 2000). Como este autor pensaba que la hibridación entre especies 

muy distantes daría lugar a progenies estériles debido a un desequilibrio cromosomal, 

razonó que al duplicar los genomas esto dejaría de ocurrir. En 1937, Blakeslee y Avery, 

generaron las primeras plantas poliploides “sintéticas” mediante el tratamiento de 

plantas diploides con colchicina, un inhibidor químico de la polimerización de los 

microtúbulos durante las divisiones celulares. Estos poliploides sintéticos constituyen 

un excelente material para llevar a cabo análisis comparativos, ya que se conocen 

exactamente sus progenitores, mientras que a excepción de los poliploides naturales de 

Spartina, Tragopogon y Senecio, la mayoría de los progenitores no se conocen o no 

están disponibles (Chen y Ni 2006). 

La clasificación de los poliploides ha sido motivo de controversia durante mucho 

tiempo. La mayoría de los autores, basándose en el origen de los genomas que los 

componen, los clasifican en autopoliploides (misma especie) y alopoliploides (especies 

diferentes). Grant (1981) en su libro de especiación de las plantas se refirió a los auto y 

alopoliploides como los “miembros de una serie gradual de poliploides” e incluyó a los 

alopoliploides segmentales como una clase de alopoliploides. Por otro lado, Stebins 

(1971) coincidió en que la clasificación de los poliploides en dos categorías bien 
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discretas confunde en lugar de aclarar este sistema complejo de interrelaciones.  

Los autopoliploides pueden ser originados por duplicación genómica o por 

fusión de gametas no reducidas (poliploidización sexual). La duplicación somática 

puede ocurrir en el zigoto o en embriones jóvenes, generando un esporofito 

completamente poliploide. Mientras que la ausencia de reducción gamética ocurre 

durante la micro y la megasporogénesis, y de esta forma se pueden generar embriones 

con diferentes niveles de ploidía ya que las gametas no reducidas pueden unirse tanto a 

gametas no reducidas como reducidas. De la misma manera, los alopoliploides se 

originan por duplicación genómica, pero en este caso de híbridos inter-específicos o por 

poliploidización sexual, donde se produce la fusión de dos gametas no reducidas de 

especies diferentes. Además, los alopoliploides pueden ser generados directamente por 

cruzamiento entre autotetraploides de diferentes especies (Hegarty y Hiscock 2008). 

El comportamiento de los cromosomas durante la meiosis es muy diferente en 

los distintos tipos de poliploides. En los autopoliploides, al tratarse de cromosomas 

homólogos, más de dos cromosomas pueden aparearse en las mismas zonas originando 

así diferentes configuraciones de multivalentes (herencia polisómica). Ramsey y 

Schermske (1998) definen como “diploidización” al proceso en el cual los neo-

poliploides (recientemente formados) se van estabilizando (perdida masiva de genes y 

reorganización genómica) durante su evolución, y en ellos se observa una segregación 

de tipo “diploide”. Una evidencia de este proceso sería cuando en un autopoliploide se 

observan sectores del genoma que tienden a presentar un apareamiento preferencial de 

cromosomas homólogos donde un par de ellos se aparean como bivalentes con mayor 

frecuencia que el resto. En el caso de los alopoliploides, el comportamiento de los 

cromosomas se encuentra relacionado con la divergencia entre los genomas de las 

especies que lo conforman. Aquí, sólo se forman asociaciones bivalentes debido a que 
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el apareamiento meiótico ocurre entre cromosomas homólogos (herencia disómica). Si 

ocurre algún apareamiento entre cromosomas homeólogos, por la existencia de 

homología entre ellos, se observan además asociaciones multivalentes y se denominan 

alopoliploides segmentales (Grant 1981). 

I.3.1 Ventajas de los poliploides 

Una de las principales ventajas de los alopoliploides es la heterosis generada por 

la combinación de genes homeólogos (Allard et al. 1993). Stebbins (1971) y Grant 

(1981) postularon que los alopoliploides son mucho mas frecuentes que los 

autopoliploides, en parte debido a la heterosis y homeostásis conferida por el 

“permanente” estado híbrido de los alopoliploides (revisado en Ramsey y Schemske, 

1998). Mientras que en una progenie F1 diploide, la heterocigocis decae (en cada 

generación la mitad de los loci heterocigótas se vuelven homocigótas), el apareamiento 

“forzado” de los cromosomas homólogos de un alopoliploide, previene las 

recombinaciones entre genomas, manteniendo el mismo nivel de heterocigocis a través 

de las generaciones y con ello la fijación de los genomas parentales divergentes (Comai 

2005). En comparación con sus contrapartes diploides, los autopoliploides mantienen 

una elevada heterocigocis debido a que son autocompatibles, con herencia polisómica y 

poseen múltiples alelos por locus (Osborn et al. 2003). Esta heterosis y características 

derivadas como mayor tolerancia a sequía, apomixis, resistencia a enfermedades, 

variación en los tiempos de floración y tamaño de los órganos, han permitido que los 

poliploides colonicen nuevos nichos o mejoren su adaptabilidad (Chen 2007). En 

general, en comparación con los diploides, los poliploides sobreviven mejor en 

condiciones y ambientes más extremos (Grant 1981). Otra ventaja importante de los 

poliploides, conferida mediante la redundancia génica, es el efecto de enmascaramiento 

de mutaciones recesivas deletéreas o letales a través de alelos dominantes “wild-type” 
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(Comai 2005). Por otro lado, esta redundancia de los genes les permite diversificar 

funciones alterando alguna de las copias, produciendo así una “experimentación 

evolucional” (Adams y Wendel 2005). Por último, los poliploides pueden afectar la 

sexualidad de manera de proporcionar ventajas selectivas muy importantes, ya sea 

modificando los sistemas de autoincompatibilidad y permitiendo las autofecundaciones, 

o bien favoreciendo a la reproducción asexual (apomixis) (Comai 2005). 

La poliploidización es el proceso más común y probablemente el único que da 

lugar a una nueva especie en un solo paso (Levy y Feldman 2002). Este proceso ha sido 

considerado como un “shock genómico” (McClintock 1984) ya que los nuevos 

poliploides necesitan solucionar problemas como el dosaje génico, el aumento del 

contenido de ADN en el núcleo, la replicación de múltiples y/o diferentes genomas, 

asegurarse del apareamiento entre homólogos y evitarlo entre homeólogos. Su gran 

éxito y las evidencias de que se trata de un proceso que sigue funcionando, sugieren que 

las plantas se encuentran preadaptadas para enfrentarse a los desafíos de la poliploidía 

(Levy y Feldman 2002).  

La ocurrencia de los nuevos fenotipos presentes en los poliploides involucra 

modificaciones en la expresión génica, que pueden ser causados, entre otras cosas, por 

cambios genéticos y epigenéticos de los genomas parentales (Osborn et al. 2003). La 

exacta contribución de estos cambios resultaba difícil de estudiar ya que normalmente 

no se conocen los genomas que dan origen a los poliploides naturales o han 

evolucionado desde la formación del mismo. Afortunadamente, análogos de estos 

poliploides naturales pueden ser sintetizados a partir de progenitores diploides de 

manera de poder comparar exactamente eventos genéticos y epigenéticos tempranos que 

ocurren durante la duplicación genómica (Adams y Wendel 2005).  

Los efectos de poliploidización sobre la regulación y expresión de genes siguen 
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siendo poco claros. Osborn et al. (2003) presentan tres ideas de cómo se pueden generar 

variaciones en la expresión génica tras la poliploidización. La primera está relacionada  

con el aumento del número de copias de genes regulados por “dosaje génico”. Esto 

podría introducir variaciones en la expresión génica y conducir a la expresión de nuevos 

genes en las progenies poliploides en comparación con sus progenitores. Guo et al. 

(1996) fueron los primeros en estudiar los efectos de la ploidía en la regulación génica, 

midiendo los niveles de ARNm de 18 genes en una serie euploide de maíz (1x, 2x, 3x y 

4x). Encontraron que la expresión de la mayoría aumentaba de manera proporcional con 

el dosaje conferido por nivel de ploidía, y que un 10 % de los genes presentaban 

respuesta a las ploidías impares (1x y 3x) (revisado en Comai 2005). Mediante esta 

hipótesis se podría explicar el elevado nivel de retención de los genes duplicados en 

poliploides ya establecidos. La segunda fuente de variación presentada por Osborn et al. 

(2003) se basa en la compleja regulación de la mayoría de los genes (por ejemplo 

mediada por factores de transcripción) ya que en los poliploides la regulación 

dependería de la interacción entre los factores reguladores de cada progenitor divergente 

(alopoliploides) o entre los distintos reguladores de cada alelo (autopoliplides). Y por 

último Osborn et al. (2003) postula que los nuevos poliploides son muy propensos a 

cambios rápidos, genéticos y epigenéticos, variando así la expresión génica a lo largo de 

todo el genoma.  

I.3.1.1 Cambios genéticos  

Song et al. (1995) observaron cambios rápidos en la organización genómica de 

alotetraploides sintéticos de Brassica. Los poliploides que utilizaron eran derivados de 

hibridaciones interespecíficas recíprocas entre tres especies diploides diferentes. En 

todos los casos detectaron una herencia no aditiva de los fragmentos genómicos, 

ausencia de fragmentos genómicos de los parentales o presencia de nuevos fragmentos 
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en los poliploides. A partir de estos resultados postularon que la frecuencia de los 

cambios estaba relacionada con la divergencia entre los genomas diploides parentales 

que provocaba re-arreglos cromosomales como ser la recombinación entre los dos 

genomas (no homólogos). En todas las generaciones estudiadas (F2 a F5) observaron 

gran cantidad de meiosis aberrantes con puentes de cromatina, cromosomas retrazados y 

asociaciones multivalentes indicativos de una asociación entre genomas y posterior 

segregación de cromosomas recombinantes o fragmentados. Comai et al. (2000) 

describen este tipo de cambio como consecuencia de una disminución en la función del 

sistema de reparación de “mismatch” que daría lugar a la “recombinación homeóloga”.  

Estudios en alopoliploides sintéticos de trigo revelaron resultados similares a los 

de Song et al. (1995). En general, observaron que las modificaciones ocurrían a través 

de la eliminación de secuencias de ADN en baja copia y en etapas tempranas de la 

formación del poliploide (Feldman et al. 1997). A partir de diferentes combinaciones 

interespecíficas e intergenéricas entre híbridos y poliploides (Aegilopus-Triticum) se 

observó que la eliminación de secuencias ocurre de una manera reproducible y que 

puede involucrar hasta un 15 % de ADN genómico (Ozkan et al. 2001, Shaked et al. 

2001). El hecho de que las eliminaciones no sean al azar, provocaría un aumento de la 

divergencia física entre los cromosomas homeólogos de manera de suprimir la 

recombinación (revisado en Levy y Feldman 2002). 

En alopoliploides sintéticos de algodón (Liu et al. 2001) y Spartina (Salmon et 

al. 2005) no observaron ningún tipo de cambio genómico por lo que se puede pensar 

que estas especies presentan un mayor nivel de tolerancia a la hibridación 

interespecífica y a la duplicación genómica.   

Los cambios genómicos y cromosomales observados en alotetraploides 

sintéticos de Arabidopsis no fueron tantos como los de trigo ni tan pocos como los de 
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algodón. Mediante estudios moleculares y citogenéticos, Madlung et al. (2005) 

detectaron re-arreglos cromosomales y anormalidades que involucraban puentes de 

cromatina y ruptura de cromosomas, y concluyeron que esta inestabilidad genómica 

provendría de la inestabilidad de unos pocos loci específicos. 

A diferencia de lo que ocurre con los alopoliploides, la presencia de cambios 

genómicos en autopoliploides sintéticos no ha sido muy estudiada. Mecchia et al. 

(2007) analizaron la estructura genómica de una serie euploide de Eragrostis curvula, 

que consistía en un tetraploide natural, su dihapliode derivado y dos tetraploides 

obtenidos por tratamiento con colchicina del dihaploide. Luego de la identificación de 

un 28 % de polimorfismos en los eventos de poliploidización y la observación de que 

muchos de estos marcadores polimórficos revertían tras los sucesivos cambios de 

ploidía, postularon que las alteraciones genéticas eran específicas y conferirían una 

estructura característica para cada nivel de ploidía. Martelotto et al. (2007) estudiaron 

las variaciones en secuencias genómicas luego de la autotetraploidización en dos 

especies del genero Paspalum. El incremento del nivel de ploidía fue llevado a cabo por 

hibridación de gametas no reducidas (P. rufum) y por tratamiento con colchicina (P. 

notatum). En el primer caso, observaron un 15-23 % de polimorfismo genómico 

mientras que para P. notatum un 9,55 % de los loci detectados cambiaron con el 

aumento de la ploidía. En ambos casos la frecuencia de pérdida de bandas de los 

progenitores (83 %) fue mayor que la aparición de nuevas bandas (17 %). Con esto, los 

autores postularon que las modificaciones genómicas en estas especies, involucrarían 

principalmente la eliminación de secuencias. Otra explicación sería que la pérdida 

frecuente de bandas se debe a la inserción de elementos repetitivos movilizados luego 

de la hibridación y duplicación genómica. Finalmente, concluyen que un incremento en 

el nivel de ploidía da lugar a alteraciones en la secuencia de ADN que involucran 
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diferentes mecanismos según la especie en estudio. A diferencia de los observado en 

estas gramíneas, Ozkan et al. (2006) no identificaron cambios genéticos asociados a la 

autopoliploidía en Arabidopsis. Mediante la técnica de AFLP compararon los patrones 

de híbridos F1 con los de sus respectivos parentales autotetraploides y observaron una 

perfecta aditividad en los híbridos.  

Un mecanismo que puede causar cambios genómicos en la formación de los 

poliploides es la activación de elementos repetitivos (retrotransposones y transposones 

de ADN). Estos elementos representan entre el 50-80 % del genoma de las plantas y 

aunque la mayoría se encuentran inactivos pueden ser activados en respuesta a algún 

tipo de estrés (revisado en Chen y Ni 2006) como por ejemplo la combinación de dos 

genomas divergentes evolutivamente. Kashkush et al. (2003) observaron que la 

activación de retrotransposones LTRs (“Long Terminal Repeats”) en alopoliploides de 

trigo daba lugar a la activación o silenciamiento de los genes adyacentes a el (revisado 

en Levy y Feldman 2004). Madlung et al. (2005), mediante microarreglos genómicos 

analizaron una región heterocromática de Arabidopsis conteniendo muchos 

transposones e identificaron que un transposón de la familia Suf (“Sunfish”) se 

encontraba activado en un alopoliploide híbrido de Arabidopsis en comparación con sus 

parentales autotetraploides. Estos y otros estudios demuestran que la alopoliploidización 

promueve la activación de los elementos repetitivos y con ello una posible mutagénesis 

insercional con cambios en el fenotipo y/o regulación de la expresión génica (Adams y 

Wendel 2005). 

I.3.1.2 Estudios masivos de expresión génica sobre poliploides 

Con el advenimiento de estudios transcriptómicos a gran escala y mediante el 

uso de micromatrices de ADN en diferentes especies de plantas poliploides se ha 

confirmado que existe un cambio radical en la expresión génica debida a la 
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poliploidización. Los efectos varían en función de la especie en estudio, pero existe 

información suficiente como para hacer algunas generalizaciones, sobre todo referidas a 

los alopoliploides. Sorprendentemente, una gran proporción de estos cambios no son 

aditivos, el nivel de expresión del alopoliploide no es simplemente una mezcla de los 

niveles de expresión de los parentales, representando esto una explicación a los 

fenotipos no intermedios presente en los poliploides  (revisado en Hegarty y Hiscock 

2008). Wang et al. (2006) observaron una regulación génica no aditiva en 

alotetraploides sintéticos de Arabidopsis. Además, al no identificar ningún cambio en la 

expresión génica tras la comparación del autotetraploide sintético (A. thaliana) con el 

alotetraploide (A. suecica) concluyeron que la hibridación interespecífica es la causa 

primaria de las alteraciones observadas y no la poliploidización propiamente dicha. 

Además para evitar confusión de los efectos de la hibridación y la duplicación, los 

autores incluyeron el análisis de expresión diferencial entre un diploide y su tetraploide 

isogénico. Al observar muy pocas diferencias postularon que en la formación de los 

autotetraploides prevalecen los mecanismos regulatorios debidos a efectos de dosaje. En 

papa, Stupar et al. (2007) identificaron que un 10 % de 9000 genes analizados, 

presentaban expresión diferencial entre diploides y autotetraploides sintéticos. También 

observaron diferencias fenotípicas. Sin embargo caracterizaron a estas diferencias en la 

expresión como “muy sutiles” (revisado en Doyle et al. 2008). 

En algodón, Flagel et al. (2008) compararon las contribuciones de dos genomas 

(A y D) al transcriptoma, en híbridos sintéticos diploides F1 y en individuos 

alopoliploides naturales. Mediante esta comparación los autores determinaron que un 24 

% de los genes con patrones de expresión sesgados eran consecuencia de la unión de los 

genomas, mientras que el resto (76 %) sería el resultado de transformaciones evolutivas 

de los genes duplicados a largo plazo, como la neofuncionalización y la 
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subfuncionalización. 

Otro estudio donde fue posible estudiar los efectos de los eventos de hibridación 

y duplicación por separado se llevó a cabo en Senecio cambrensis (6x) por Hegarty et 

al. (2005, 2006). S. cambrensis es el producto de la combinación entre un tetraploide 

natural (S. vulgaris) y un diploide (S. squalidus) donde primeramente se forma un 

triploide estéril (S. baxteri) que por la unión de gametas no reducidas da lugar a este 

hexaploide fértil. Al observar que los niveles de expresión génica estaban más 

perturbados en el triploide que en el hexaploide, sugirieron que la duplicación genómica 

tendría un efecto de “atenuador” del gran efecto provocado por la hibridación (revisado 

en Hegarty y Hiscock 2008). 

I.3.2 Apomixis y Poliploidía 

La observación de que todas las especies que presentan apomixis del tipo 

gametofítica son poliploides y altamente heterocigótas ha hecho sugerir que la 

hibridación y poliploidización han tenido un papel muy importante en la evolución de 

este carácter (Tucker y Koltunow 2009). Aunque han sido informados algunos ejemplos 

de plantas diploides apomícticas gametofíticas (Asker y Jerling 1992, Koltunow y 

Grossniklaus 2003, Sharbel et al. 2009) las mismas presentaban una escasa proporción 

de producción asexual de semillas, por lo que se postuló que la poliploidía 

incrementaría aunque no aseguraría la expresión de la apomixis (revisado en Bath et al. 

2005). En gramíneas, una baja expresión de aposporía se encontró en diploides naturales 

de Brachiaria decumbens (Naumova et al. 1999) y en algunas especies de Paspalum 

(Quarin et al. 1982, Quarin y Norrmann 1987, Norrmann et al. 1989).  

Muchos autores han propuesto que la apomixis estaría expresada en los 

individuos diploides, pero que los alelos responsables de la apomixis no pueden ser 

transmitidos a través de gametas monoploides o son letales en progenies diploides 
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(Grimanelli et al. 1998b, Bicknell et al. 2000, Martínez et al. 2007), sugiriendo una 

relación estructural entre la apomixis y la poliploidía. En Ranunculus auricomus, 

Nogler (1982) demostró la obtención de individuos diploides apomícticos a partir del 

desarrollo partenogenético de ovocélulas reducidas de tetraploides apomícticos o por 

cultivo de anteras (dihaploides). Sin embargo, nunca observó reproducción apomíctica 

en diploides cigóticos obtenidos por fusión de gametas haploides. Estos resultados 

llevaron a Nogler a proponer la existencia de un alelo dominante de la apomixis (A) en 

esta especie que no puede ser transmitido a través de gametas haploides.   

Por otro lado, existen evidencias que sugieren un rol funcional de la poliploidía 

sobre la expresión de la apomixis. En P. notatum, existe evidencia experimental que el 

aumento del nivel de ploidía desde diploides sexuales induce la expresión de la 

apomixis en los autotetraploides (Quarin et al. 2001). Esto puede deberse tanto a la 

influencia de la ploidía en el locus que controla el carácter o a través de un locus 

secundario que requiere mayor dosis alélica para así afectar la expresión de la apomixis 

(Quarin et al. 2001). Sin embargo, la primera hipótesis puede ser descartada debido a 

que estudios genéticos en la especie determinaron que un solo locus es el responsable 

del carácter y que el mismo tendría una constitución genética de simple dosis para un 

alelo A dominante para la aposporía (Martínez et al. 2001, Stein et al. 2004, Stein et al. 

2007). A diferencia de este modelo de “regulación por ploidía”, Carman et al. (1997) 

propuso un modelo de “regulación por asincronía” donde la hibridación de dos especies 

relacionadas con caracteres reproductivos divergentes generaría un alopoliploide de 

reproducción apomíctica. La expresión asincrónica de los genes duplicados relacionados 

con el desarrollo del saco embrionario, provocaría la superposición de los programas de 

desarrollo como por ejemplo la omisión de la meiosis si se afecta la megasporogénesis 

(revisado en Tucker y Koltunow 2009). Roche et al. (2001b) modificaron la teoría de 
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Carman, sugiriendo que los genes responsables de la apomixis se encontrarían en 

regiones heterocromáticas similares a los bloques presentes en los cromosomas 

supernumerarios. Dentro de los argumentos postulados por los autores se destaca la 

presencia de este tipo de cromatina en muchas especies apomícticas, el modo de 

herencia no mendeliana de los mismos (segregación distorsionada) y la falta de 

recombinación alrededor del locus que controla la apomixis en Tripsacum (Grimanelli 

et al. 1998a), en Pennisetum squamulatum y Cenchrus ciliaris (Ozias-Akins et al. 1998, 

Roche et al. 2001a, 2001b) y P. notatum (Martínez et al. 2003, Stein et al. 2004 y Stein 

et al. 2007). 

I.4 Epigenética 

Uno de los principios centrales del proceso evolutivo es la disponibilidad de 

variación genética sobre la cual puede actuar la presión de selección. Esta noción 

fundamental neo-darwiniana impregnó todo el pensamiento biológico y probablemente, 

la mayoría de los biólogos asumen que el poder de la selección natural depende de la 

existencia, cantidad y estructuración de la variación genética. Sin embargo, en los 

últimos años se ha puesto de manifiesto cómo la variación hereditaria no 

necesariamente debe estar basada en secuencias nucleotídicas, sino que por el contrario 

se observan nuevos cambios en los patrones de expresión espaciales y temporales, 

provocados por un conjunto de mecanismos en ausencia completa de variabilidad 

genética (Rapp y Wendel 2005). El término epigenética hace referencia a estos 

mecanismos o eventos moleculares heredables que no implican cambios en la secuencia 

de ADN (Bender 2002). En la década pasada muchos estudios revelaron la importancia 

de estos mecanismos epigenéticos en la regulación transcripcional que afectan 

directamente las propiedades estructurales de la cromatina. Berger et al. (2009) postulan 

que estos eventos se han desarrollado para proporcionar un control más preciso y 
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estable de la expresión génica a través de múltiples generaciones. Estos mecanismos 

incluyen: i) la metilación de la citosinas del ADN, ii) las modificaciones covalentes de 

las histonas, y iii) ciertos aspectos del ARN de interferencia (ARNi) (Zhang 2008). 

I.4.1 Metilación del ADN 

Uno de los mecanismos epigenéticos mas frecuentes es la hipermetilación del 

ADN o marca predominante de motivos GpC, CpNpNp y CpNpG (Finnegan et al. 

1998). Esta modificación covalente post-replicativa, que involucra la incorporación de 

un grupo metilo en la posición 5´ del anillo de citosina, es uno de los mecanismos 

epigenéticos mas ampliamente estudiado tanto en plantas como en animales. 

Generalmente se asocia a la condensación de la cromatina y represión de la 

transcripción. El descubrimiento de su papel en el silenciamiento de secuencias 

repetitivas, virales y transgenes sugiere que este mecanismo evolucionó para asegurar la 

estabilidad genómica (revisado en Rodrigues y Koltunow 2005). El donante del grupo 

metilo, exclusivo de todos los eucariotas, la S-adenosilmetionina (Chiang et al. 1996) 

proporciona el grupo metilo a enzimas esenciales de Arabidopsis thaliana como 

“CHROMOMETHYLASE 3” (CMT3) y “DOMAINS REARRANGED METHYLASE 

2” (DRM2), responsables de marcar motivos CpNpG y CpNpN respectivamente, y 

“METHYLTRANSFERASA 1” (MET1), marcador de las islas CpG y encargada 

principalmente del mantenimiento de la metilación (Kankel et al. 2003). La metilación 

no sólo promueve el silenciamiento de los genes, sino también el de los transposones 

que de otra manera proliferarían, como lo demuestran los doble “knockouts” de los loci 

CMT3 y MET1, en los que se liberó de la supresión a la familia CACTA de elementos 

transponibles (Kato et al. 2003). En animales se ha descripto una enzima con capacidad 

desmetilante, pero su homólogo no se ha descubierto en plantas (revisado en Rapp y 

Wendel 2005). 
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La frecuencia de metilación de residuos de citosinas varía considerablemente a 

lo largo de los genomas vegetales y participa en la regulación de la expresión génica 

tanto a nivel local, de una secuencia nucleotídica única (gen) como a nivel de grandes 

regiones cromosomales que involucran a varios genes. Todos estos sistemas exhiben 

efectos epigenéticos sobre la expresión génica por medio del cual secuencias 

nucleotídicas idénticas son utilizadas diferencialmente. Como en las plantas el estado de 

metilación puede ser mantenido durante la replicación, MET1 utiliza como molde la 

cadena madre de ADN para remetilar la recién sintetizada, estos patrones de expresión 

diferencial son transmitidos a la descendencia en forma clonal durante la división 

celular. Los cambios en los patrones de metilación pueden ocurrir ya sea por una nueva 

metilación ("de novo") o por una demetilación pasiva debido a una falla en el 

mantenimiento de la metilación durante la replicación. 

I.4.2 Modificación de Histonas 

La modificación covalente de proteínas histonas es otro mecanismo epigenético 

importante del control de la expresión génica. Las histonas constituyen una familia de 

proteínas globulares altamente conservadas cuyas colas N-terminal están ubicadas en la 

superficie del nucleosoma y expuestas a modificaciones químicas. Estas proteínas 

constituyen el primer nivel de empaquetamiento del ADN cromosomal en los 

eucariotas, con cada histona se empaquetan ~146 pb de ADN para formar los 

nucleosomas, estructurados a partir de dos copias de cada una de cuatro subunidades 

diferentes: H2A, H2B, H3 y H4 (Luger et al. 1997). 

La cromatina se puede encontrar en forma compacta, condensada, inaccesible a 

los factores de transcripción y a la ARN polimerasa, transcripcionalmente silenciada   

(heterocromatina) o en un estado menos condensado asociado a la actividad 

transcripcional (eucromatina). Este grado de condensación depende del ADN y de las 
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modificaciones que pueden sufrir las histonas. La variedad de modificaciones de las 

histonas es tan grande que los investigadores han propuesto un “código de histonas” 

capaz de especificar el estado de la cromatina y con ello el estado transcripcional de los 

genes (Turner 2000). 

La modificación más estudiada de las histonas es la N-acetilación, donde los 

grupos ε-amino de residuos de lisina son acetilados, reduciendo así la carga positiva de 

la superficie de estas proteínas. Originalmente se postuló que esta disminución de la 

carga positiva reduce la afinidad de las histonas por el ADN, aumentando el acceso de 

la maquinaria transcripcional aunque una hipótesis sugiere que actuaría como señal para 

el silenciamiento (Jenuwein y Allis 2001). Por el contrario, la desacetilación da lugar a 

la supresión de la expresión ya que la cromatina se condensa de eucromatina a 

heterocromatina (Turner 2000). Tian et al. (2005) demostraron que la sobrexpresión de 

una desacetilasa de Arabidopsis resultó en la expresión ectópica de ciertas rutas  

y represión de otras, dependiendo del tejido, demostrando que el estado de acetilación 

sirve como elemento regulador en las distintas etapas de desarrollo (revisado en Rapp y 

Wendel 2005).  

Otra modificación de histonas identificada como marca epigenética es la 

metilación de los residuos de lisina de la H3 (H3K4me2, H3K9me2/3 y H3K27me23). 

El patrón de distribución genómico de estas modificaciones fue determinado 

recientemente en Arabidopsis mediante análisis de micromatrices con muestras 

derivadas de ChIP (“Chromatin inmunoprecipitation”) (Lippman et al. 2004, Zhang et 

al. 2007). Los resultados fueron consistentes con las funciones de estas modificaciones 

inferidas a través de estudios locus-específicos. H3K4me2 está implicada en la 

activación de genes, se ubica preferentemente en genes endógenos y no en transposones. 

Por el contrario, H3K9me2 se solapa casi exclusivamente con transposones y otras 
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repeticiones, consistente con su principal función en el silenciamiento de los mismos. 

H3K27me3 se encontró presente en un gran número de genes (~ 4400), la mayoría de 

los cuales eran altamente específicos de tejido y transcripcionalmente silenciados en los 

tejidos analizados (plántulas jóvenes) (Zhang et al. 2007, Zhang 2008). 

No está claro si la metilación del ADN da lugar a la metilación de histonas o al 

revés, o si existe una comunicación generalizada entre ellas (Jenuwein y Allis 2001). 

Estudios recientes indican enlaces interesantes entre la remodelación de la cromatina, la 

metilación de las histonas, la metilación del ADN y el ARN de interferencia (Tariq y 

Paszkowski 2004). Estos mecanismos se encuentran interconectados a nivel regulatorio 

y constituyen los mecanismos encargados de controlar el nivel de condensación de la 

cromatina (Rapp y Wendel 2005). En general, la metilación de histonas se asocia a la 

metilación del ADN y a la desacetilación de histonas. Esta combinación particular de 

modificaciones da lugar a la condensación de la cromatina por lo que se asocia al 

silenciamiento génico. Por otra parte, la acetilación y metilación de histonas también 

puede determinar un estado de cromatina mas relajado compatible con actividad 

transcripcional. La metilación de histonas está asociada a los dos estados de cromatina 

debido a que en cada caso se metilan diferentes residuos de amino ácidos. H3K9 y 

H3K27 se asocian al silenciamiento mientras que H3K4 a una cromatina activa 

(Rodrigues y Koltunow 2005). 

I.4.3 Micro ARNs y pequeños ARN de interferencia  

Para comprender la regulación epigenética de los genomas es importante 

comprender como las secuencias son identificadas “targets” para el silenciamiento. 

Existen evidencias de que los siRNA (“small interfiering RNA”) generados por la ruta 

del ARN de interferencia son los que proveen la especificidad de secuencia para llevar a 

cabo las modificaciones epigenéticas (revisado en Henderson y Jacobsen 2007). 
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Mediante esta ruta se produce el silenciamiento post-transcripcional de genes 

específicos, donde pequeñas moléculas de ARN complementarias a un ARN mensajero 

conducen habitualmente a la degradación de éste. Estos ARN pequeños de 21-24 

nucleótidos de longitud, se encuentran en todos los organismos eucariotas y se ha 

demostrado que controlan rutas homólogas conservadas. Actúan como indicadores 

moleculares de objetivos a ser silenciados: retrovirus, retrotransposones, genes 

aberrantes expresados y loci normales del desarrollo. En plantas, según su estructura, 

origen y rutas en las que participan se pueden dividir en dos clases: miRNA y siRNA 

(Rapp y Wendel 2005). Los microARN (en inglés, micro-RNA o miRNA) son 

pequeños ARN interferentes que se generan a partir de precursores específicos 

codificados en el genoma, que al transcribirse se pliegan en horquillas intramoleculares 

que contienen segmentos de complementariedad imperfecta. El procesamiento de los 

precursores ocurre generalmente en dos etapas catalizado por dos enzimas, Drosha en el 

núcleo y DICER en el citoplasma. Una de las hebras del miRNA (la hebra 'antisentido') 

se incorpora a un complejo RISC (“RNA-induced silencing complex”). Dependiendo del 

grado de complementariedad del miRNA con el ARNm, los miRNA pueden inhibir la 

traducción del ARNm o inducir su degradación. Sin embargo, a diferencia con la vía de 

los siRNA (ver mas adelante), la degradación de ARNm mediada por miRNA se inicia 

con la eliminación enzimática de la cola de poli(A) del ARNm. Los siRNA son 

moléculas de ARN bicatenario perfectamente complementarias de aproximadamente 20 

o 21 nucleótidos. Cada hebra de ARN tiene un grupo fosfato 5' y un grupo hidroxilo 3'. 

Esta estructura proviene del procesamiento llevado a cabo por DICER que corta 

moléculas largas de ARN bicatenario (dsRNA, double stranded RNA) en varios siRNA. 

Una de las hebras del siRNA (la hebra 'antisentido') se ensambla al complejo proteico 

RISC que utiliza la hebra de siRNA como guía para identificar el ARN mensajero 
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complementario. El complejo RISC cataliza el corte del ARNm complementario en dos 

mitades que son degradadas por la maquinaria celular, bloqueando así la expresión del 

gen. 

I.4.4 Técnicas para el estudio de la metilación del ADN 

El análisis de la metilación del ADN se puede llevar a cabo ya sea, estudiando el 

nivel global de citosinas metiladas o examinando la metilación de secuencias 

especificas (Riddle y Richards 2002, Cervera et al. 2002). Hasta el momento se han 

desarrollado varios métodos para la detección de los cambios de metilación de las 

citosinas tanto en animales como en plantas. En general se basan en alguna de las tres 

técnicas que se describen a continuación: la conversión con bisulfito, la digestión con 

enzimas de restricción sensibles a metilación y la purificación por afinidad del ADN 

metilado. 

I.4.4.1 Conversión con Bisulfito de Sodio 

Una citosina metilada posee las mismas características en cuanto al 

apareamiento de bases que una citosina no metilada, por lo que resultan indistinguibles 

por los métodos de secuenciación estándar. Una opción es tratar al ADN genómico con 

bisulfito de sodio (Clark et al. 1994, Clark et al. 2006) lo cual bajo condiciones 

adecuadas provoca la desaminación de las citosinas no metiladas en uracilos, dejando 

intacta las citosinas metiladas (Zilberman y Henikoff 2007). La amplificación por PCR 

de este ADN convertido reemplaza los uracilos por timinas y la comparación de las 

secuencias derivadas de los fragmentos tratados y no tratados (reemplazos de T por C, 

respectivamente) se utiliza para cuantificar el grado de metilación. Un problema 

potencial con esta técnica es que depende de la conversión completa de citosinas no 

metiladas. En el ADN de los animales, esta conversión incompleta se manifiesta con 



Introducción 

 42

una abundante metilación de citosinas que no se encuentran en dinucleótidos CG. En 

plantas, este problema puede ser más difícil de detectar, pero en general se manifiesta 

como una extensión continua de citosinas metiladas en la mayoría de las secuencias.  

I.4.4.2 Enzimas de restricción sensibles a metilación 

Las enzimas de restricción sensibles a la metilación son la herramienta clásica de 

análisis de metilación del ADN. La mayoría de estas son inhibidas por la metilación de 

su sitio de reconocimiento, mientras que algunas, como McrBC, digieren el ADN 

metilado. Las enzimas de restricción más comúnmente utilizadas son los 

isoesquizómeros HpaII y MspI. Ambas enzimas reconocen la secuencia de 5’-CCGG-3’ 

pero exhiben sensibilidad diferencial en cuanto a la metilación de alguna de las 

citosinas. HpaII es sensible a la metilación completa (ambas hebras) de alguna de las 

dos citosinas del sitio, mientras que MspI es sensible a la metilación (hemi o completa) 

de la citosina externa (McClelland et al. 1994). Además HpaII (y no MspI) puede cortar 

secuencias blanco hemimetiladas en la citosina externa. Sin embargo, la eficiencia de 

corte en este caso es inferior. Por lo tanto, para una dada muestra se pueden distinguir 

claramente entre dos estados de metilación: la full metilación de la citosina interna 

(observada en MspI y no en HpaII) y la hemi metilación de la citosina externa (presente 

solo en la digestión con HpaII). Mediante la incorporación de este par de 

isoesquizómeros a la técnica de AFLP (Vos et al. 1995) se desarrolló la técnica de 

MSAP (“Methylation Sensitive Amplified Polymorphism”) (Reyna-López et al. 1997), 

que representa un método seguro y eficiente para la detección de cambios (nivel y 

patrón) en la metilación desde una perspectiva general del genoma. Debido a que estas 

enzimas no pueden diferenciar entre algunos estados de metilación, comos ser CCGG 

no metilada, C5mCGG o 5mC5mCGG (hemi metiladas), los porcentajes de metilación 

calculados por esta técnica serán inferiores a los valores absolutos (Reyna-López et al. 
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1997, Cervera et al. 2002, Dong et al. 2006). Además, si las bandas analizadas 

contienen sitios internos CCGG full-metilados, los porcentajes serán aún más 

subestimados. Sin embargo, la capacidad de esta técnica para comparar los porcentajes 

de metilación relativos totales de los dos estados de metilación mencionados 

anteriormente ha mostrado ser técnicamente segura y eficiente (Baurens et al. 2003). 

I.4.4.3 Purificación por afinidad del ADN metilado 

Estas técnicas hacen uso de los dominios de unión a metilo (MBD) con 

capacidad de unión a sitios CG metilados. Un dominio MBD de E. coli es purificado 

por afinidad y la columna MBD se utiliza posteriormente en la purificación del ADN 

metilado. Alternativamente, se puede utilizar anticuerpos monoclonales que reconocen 

específicamente citosinas metiladas (Zhang et al. 2006) y que a diferencia del método 

MBD en el que se purifican sólo las CG metiladas, con los anticuerpos se precipita al 

ADN metilado en cualquier contexto. Todas las técnicas basadas en afinidad miden la 

densidad de metilación en una región determinada.  

I.4.5 Metilación del ADN en Poliploides 

Las alteraciones epigenéticas parecen ser especialmente prevalentes durante la 

formación de híbridos interespecíficos y poliploides (Levy y Feldman 2004, Wang et al. 

2004). Muchos fenómenos de silenciamiento/activación génicos observados en 

poliploides sintéticos se encuentran bajo un control epigenético que surgen en respuesta 

a la hibridación y duplicación genómica, especialmente debido a la presencia de copias 

de genes con funciones similares. Estos cambios epigenéticos, que no involucran 

modificaciones en la secuencia de ADN y que son potencialmente reversibles, proveen 

una forma efectiva y flexible para responder a la poliploidización o “shock genómico” 

(Chen 2007), y como se mencionó anteriormente la variación en la expresión génica se 
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puede dar a través de metilación del ADN, modificaciones de histonas y/o 

modificaciones mediadas por ARNs no codificantes (Osborn et al. 2003). 

Uno de los fenómenos epigenéticos más estudiados que regulan la expresión 

génica en poliploides, es la dominancia nucleolar o expresión preferencial de genes de 

ARNr de uno de los progenitores en un alopoliploide (Pikaard 2000). En alotetraploides 

de Arabidopsis y Brassica, el silenciamiento de genes de ARNr de uno de los 

progenitores está asociado con la hiper-metilación del ADN y la hipo-acetilación de 

histonas (Chen y Pikaard 1997).  

Song et al. (1995) en su trabajo con alotetraploides sintéticos de Brassica en el 

que observaron recombinaciones homeólogas, realizaron experimentos de metilación y 

postularon que la metilación de ADN también podría estar involucrada en estos 

cambios, pero no como un factor principal. Identificaron demetilaciones e 

hipermetilaciones de sitios CG y CNG, aparentemente al azar y en baja frecuencia.  

En trigo, Shaked et al. (2001) analizaron tres combinaciones diferentes de 

alotetraploides sintéticos, híbridos F1 y sus parentales homocigótas diploides, de manera 

de obtener una estimación cuantitativa sobre la frecuencia de las alteraciones 

epigenéticas a lo largo de todo el genoma relacionadas con la poliploidización. 

Mediante la técnica de MSAP observaron que el 13 % de los loci analizados presentaba 

un patrón de metilación diferencial entre los parentales y los alotetraploides 

(metilaciones o demetilaciones) y se afectaron tanto secuencias en baja copia como 

elementos repetitivos. Los autores observaron que las alteraciones ocurrieron a lo largo 

de todo el genoma y que diferían significativamente entre los dos genomas que 

constituyen el alopoliploide. Identificaron 11 secuencias con un cambio heredable de 

metilación (ocurrió en la hibridación y se mantuvo estable luego de la duplicación 

genómica) de las cuales la mayoría pertenecían a uno de los parentales, por lo que 
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sugirieron que los genomas difieren en su habilidad para ser modificados. Previamente 

ya se había detectado que en esta especie las alteraciones no eran al azar ya que las 

mismas ocurrían en individuos diferentes seleccionados arbitrariamente e inclusive se 

conservaban entre poliploides naturales y sintéticos (Liu et al. 1998). Una interpretación 

alternativa es que algunas de estos cambios en la metilación aparentemente “dirigidos” 

representan cambios genéticos al azar beneficiosos por lo que son seleccionados 

(Rieseberg 2001). Contrariamente, Liu et al. (2001) postularon que los cambios en la 

metilación no siempre acompañan a un proceso de alopoliploidización, ya que 

observaron aditividad de la metilación cuando compararon tetraploides y hexaploides 

sintéticos de algodón (Gossypium) con sus progenitores diploide y tetraploide, 

respectivamente. 

Con el objetivo de estudiar las consecuencias de la hibridación y duplicación 

sobre la adaptación de un genoma poliploide en el genero Spartina, Salmon et al. (2005) 

compararon la metilación de dos híbridos (Spartina × Townsendii y Spartina × 

neyrautii) con la de sus progenitores hexaploides (Spartina maritima y Spartina 

alterniflora). Mediante MSAP observaron que el genoma de los dos híbridos 

experimentó una metilación masiva. Los autores especularon que sería una 

consecuencia del origen alopoliploide de los progenitores, sumado al elevado nivel de 

ploidía de los híbridos. Vale la pena destacar que un gran porcentaje de estos 

fragmentos metilados (71,4 %) eran comunes a ambos híbridos, por lo cual postulan que 

estos cambios podrían ser “dirigidos” o al menos no estocásticos y aportan evidencia de 

que es la hibridación, mas que la duplicación, la que provoca los cambios. 

En Arabidopsis, Madlung et al. (2002) analizaron la existencia de algún 

fenómeno epigenético involucrado en el silenciamiento previamente observado por 

Comai et al. (2000) en alopoliploides sintéticos de Arabidopsis. Luego del estudio de la 
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ocurrencia y los efectos de los cambios en la metilación del ADN no observaron un 

cambio global en la metilación del mismo en los alopoliploides. Con experimentos de 

MSAP detectaron cambios (aumento y disminución) pero no una hiper o hipo 

metilación generalizada. Algo muy interesante fue que muchos de estos cambios se 

observaban en diferentes alopoliploides de la misma generación, por lo que postularon 

que algunos de estos cambios son heredados o específicos del locus. La mayoría de las 

secuencias diferencialmente metiladas no presentaban homología con secuencias de 

función conocida. Por otro lado estudiaron el estado de metilación de una región 

centromérica (heterocromática) de 180 bp (1-2 % del genoma) y encontraron que tanto 

en los parentales como en los alopoliploides esta se encontraba hiper-metilada. En base 

a estos resultados concluyeron que las diferencias fenotípicas que observaban no eran 

debidas a grandes cambios en la metilación. Mediante el tratamiento de las plantas con 

un agente demetilante (inhibidor de la ADN metiltransferasa) observaron una gran 

inestabilidad fenotípica y transcripcional (cDNA-AFLP) específica de los alopoliploides 

y concluyeron que una estructura cromatínica previamente alterada parecería mas 

susceptible. Dado que los parentales y los alopoliploides eran tetraploides, los efectos 

observados fueron debidos a la hibridación más que al cambio de ploidía, y lo que 

observaron es una incompatibilidad entre los diferentes genomas. Estos mismos autores, 

mas recientemente, observaron que la reactivación del transposón de la familia Suf (ver 

mas arriba), estaba asociado a la demetilación de las secuencias CG y CNG del 

transposón. El mismo se encuentra metilado e inactivo en el parental autotetraploide y 

se demetila y activa en el alotetraploide (Madlung et al. 2005).  

Mas evidencias de que estos cambios ocurren “dirigidos” y por lo tanto son 

repetibles en poliploidizaciones diferentes fueron encontradas en Arabidopsis (Wang et 

al. 2004). En este trabajo se crearon líneas transgénicas defectivas para dos genes 
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involucrados en la metilación del ADN y observaron que la expresión de dos genes 

previamente silenciados se activaba en estas líneas. Como no ocurría lo mismo con 

otros genes los autores postularon que la metilación del ADN sería responsable solo de 

algunos fenómenos de silenciamiento (revisado en Rapp y Wendel 2005). 

Existen aún pocos trabajos de los efectos de la metilación de citosinas en la 

expresión génica derivados de la autopoliploidización en gramíneas. Recientemente, 

Ochogavía et al. (2009) mediante la técnica de MSAP analizaron el estado global de 

metilación de una serie “tetraploide-diploide-tetraploide” de Eragrostis curvula. Los 

autores identificaron polimorfismos epigenéticos considerables durante la conversión 

entre los niveles de ploidía. Una proporción significativa de los cambios observados en 

la conversión tetraploide-diploide revertía cuando se restablecía el nivel tetraploide. 

Esta evidencia implicaría la existencia de un “epigenoma” característico de cada nivel 

de ploidía que afecta a un grupo de loci. 

Además de la metilación del ADN, existen otras modificaciones epigenéticas 

encargadas del silenciamiento de genes duplicados en circunstancias donde la actividad 

de más de una copia de un mismo gen es contraproducente. En poliploides, se han 

observado genes silenciados que no son reactivados mediante demetilación del ADN 

debido a que los mismos se encuentran regulados a través de las interacciones entre loci 

homeólogos. Este fenómeno, denominado “paramutación” genera cambios heredables 

en la expresión que son provocados por la regulación en trans de uno de los alelos por 

parte del otro y se encuentra relacionado con la regulación génica post-transcripcional 

mediada por ARN (siARN o miARN). Mittelsten Scheid et al. (1996) identificaron que 

el cambio de ploidía en Arabidopsis afectaba al silenciamiento génico ya que un dado 

transgen silenciado al nivel diploide y tetraploide, se reactivaba al nivel triploide. Los 

autores relacionan la regulación por ARNi con interacciones de tipo paramutaciones 
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como los responsables de la regulación en poliploides. Otra evidencia de este tipo de 

regulación surgió en un estudio con alotetraploides sintéticos de trigo (Kashkush et al. 

2003) donde la reactivación de transposones provocó la lectura de transcriptos 

relacionados con la regulación de genes cercanos dependiendo si los transcriptos se 

encontraban en orientación sense o anti-sense. Con la formación del poliploide, las vías 

de ARNi de los parentales se modifican (incompatibilidad entre los genomas) en cuanto 

a su biogénesis, acumulación y especificidad, por lo que se puede observar una 

regulación negativa del gen blanco de uno u otro de los genotipos parentales o de los 

dos al mismo tiempo (Chen y Ni 2006). 

I.4.6 Aspectos epigenéticos de la reproducción asexual vía semillas  

La relación entre la reproducción sexual y apomíctica puede ser explicada a 

través de dos modelos. El primero, de la “mutación génica”, postula que algún factor 

clave regulatorio de la reproducción sexual se encuentra mutado o con su función 

alterada, provocando la desregulación de la vía sexual. El segundo, “modelo de la 

epimutación”, considera que cambios reversibles en la configuración de la cromatina 

alterarían la expresión de genes regulatorios claves, temporal y espacialmente, 

disparando la vía apomíctica en diferentes momentos del desarrollo o en diferentes tipos 

de célula (Koltunow y Grossniklaus 2003). No se trata de modelos mutuamente 

excluyentes ya que una mutación en un regulador epigenético provocaría una alteración 

en la formación de la cromatina (Rodrigues y Koltunow 2005). 

Las evidencias de que la apomixis podría estar regulada epigenéticamente se 

basan principalmente en que los programas de desarrollo de la mayoría de las especies 

apomícticas no están fuertemente conservados. Presentan diferencias en el momento de 

iniciación y en las estructuras formadas en respuesta a diferentes condiciones 

ambientales. Incluso se observa variabilidad en el desarrollo apomíctico dentro de una 
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misma planta de reproducción vegetativa (Koltunow et al. 2000). Las epimutaciones son 

reversibles y pueden ser transmitidas a la progenie, por lo que es más probable que 

generen múltiples cambios en la expresión génica y así permitir el desarrollo de un 

carácter complejo como la apomixis, que ocurre simultáneamente con la reproducción 

sexual en una misma planta (Koltunow y Grossniklaus 2003).   

Los cambios epigenéticos pueden ser una consecuencia de la hibridación o el 

resultado de los cambios de ploidía en los híbridos o autopoliploides. Los cambios 

epigenéticos observados después de la poliploidización en Arabidopsis resultaron 

estables y se mantuvieron incluso después de una reducción de la ploidía (revisado en 

Koltunow y Grossniklaus 2003), como puede haber ocurrido en paleopoliploides. El 

modelo de control epigenético proporciona una solución al enigma de cómo varios 

caracteres (apomeiosis, partenogénesis y formación de endosperma) evolucionaron de 

forma coordinada para producir apomícticos funcionales. Como la ocurrencia 

simultánea de varias mutaciones es poco probable, los modelos de participación de un 

gen maestro regulador único fueron los más aceptados en el pasado. Sin embargo, 

actualmente hay evidencias de que en algunas especies apomícticas los componentes de 

la apomixis se encuentran bajo control genético independiente. Si los cambios que 

dieron lugar a la apomixis fueron epigenéticos, es posible que estas epimutaciones 

hayan ocurrido en una misma planta ancestral. A diferencia de las mutaciones, los 

cambios epigenéticos pueden ocurrir rápidamente y pueden ser particularmente 

frecuentes como resultado de la hibridación y/o la poliploidía. Esto fue demostrado 

experimentalmente por Quarin et al. (2001) donde la duplicación cromosómica de un 

diploide sexual produjo plantas tetraploides apomícticas funcionales en Paspalum 

notatum. 
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Si las modificaciones epigenéticas están involucradas en la reproducción 

apomíctica es importante pensar cómo surgen y se mantienen. Las características 

genéticas y moleculares de mutantes con ADN hipo-metilados sugieren que la 

alteración en la maquinaria de metilación de mantenimiento conduce a la acumulación 

de estados alterados de metilación que no son reformulados incluso después de restaurar 

los componentes genéticos (Kakutani et al. 1996, Jedelloh et al. 1998, Saze et al. 2003). 

En estos mutantes la hipo-metilación de loci específicos podría coexistir con los loci 

metilados generando así variación epigenética (Saze et al. 2003). 

La apomixis podría haber surgido tras la perturbación de los mecanismos de 

metilación del ADN como se observó en mutantes ddm (Jeddeloh et al. 1999), de 

manera que la acumulación de epimutaciones causaría una expresión alterada de los 

principales genes de desarrollo. Alternativamente, las epimutaciones causadas por algún 

tipo de estrés en el ambiente o hibridaciones causarían también una expresión alterada 

de los genes que controlan la vía de reproducción que conduce a la apomixis.  

Recientemente, se han asociado transposones al locus responsable de la 

reproducción apomíctica en especies de Pennisetum (Labombarda et al. 2002, Akiyama 

et al. 2004) y Paspalum notatum (Stein et al. comunicación personal) lo cual sugiere 

que la alteración en la metilación del ADN podría estar implicada en la expresión de 

genes que conduce a la manifestación de la apomixis ya que las secuencias repetitivas 

en los genomas de las plantas son blancos comunes de la metilación de citosinas 

(Rabinowicz et al. 1999). 

Sigue sin quedar claro si los niveles de actividad transposicional son de 

importancia funcional para la reproducción apomíctica. Es tentador especular que los 

transposones podrían insertarse en los principales reguladores epigenéticos de la 

reproducción sexual en las plantas apomícticas, desregulando así la expresión del 
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programa de desarrollo sexual espacial y temporalmente. Lippman et al. (2004) 

demostraron que la expresión de los transposones puede conducir a la expresión 

inadecuada de sus genes vecinos. Alternativamente, si un defecto en la maquinaria RNA 

de interferencia desregula la expresión de los genes de la reproducción sexual en plantas 

apomícticas, entonces el actividad transposicional que se observa sería mas un efecto 

que una causa de la apomixis. 

Las epimutaciones, patrones aberrantes de metilación de ADN y defectos en 

genes involucrados en la remodelación de la cromatina, han sido asociados con 

diferentes problemas en el desarrollo, transformaciones homeóticas, esterilidad, 

activación de transposones y defectos en la floración (Rodrigues y Koltunow 2005). 

Específicamente relacionado con la reproducción de las plantas, la metilación del ADN 

ha sido asociada en el control del “imprinting” genómico, fenómeno en el que los genes 

son expresados diferencialmente dependiendo del origen materno o paterno de los 

mismos (Grossniklaus et al. 2001). 

Hasta el momento no existen evidencias directas sobre la asociación entre la 

regulación epigenética y la apomixis. La formación de un embrión viable y el éxito del 

establecimiento de la plántula tras la fecundación requieren de la formación del 

endosperma. El aislamiento de diversos mutantes en Arabidopsis ha permitido estudiar 

y comprender más acerca de la formación del endosperma. Los mutantes FIS 

(“fertilization-independent seed”), MEA (Medea), fis2 y FIE (“fertilization-independent 

endosperm”) se caracterizan por su capacidad de formación de endosperma en ausencia 

de fecundación (Grossniklaus et al. 2001). Una forma de avanzar en el tema podría 

incluir el aislamiento de los genes ortólogos FIS a partir de plantas apomícticas. Por 

otro lado, si la metilación del ADN está involucrada en el control de la expresión de los 

genes implicados en el desarrollo apomíctico, la alteración de los niveles de metilación 
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en etapas clave de la reproducción apomíctica permitiría identificar las etapas en las que 

estas marcas epigenéticas son importantes. Finalmente, se podrían analizar los patrones 

de metilación del ADN de genes específicos y así identificar las posibles diferencias 

entre plantas apomícticas y sexuales durante todo el desarrollo del óvulo. 

I.5 Estudios de la aposporía en especies de Paspalum 

Entre las diferentes especies del género Paspalum, P. simplex Morong y P. 

notatum Flüge han sido las más estudiadas en cuanto a la genética molecular de la 

apomixis. Paspalum simplex Morong es una gramínea americana perteneciente al 

subgénero Anachyris (Hitchcock 1927). Esta especie presenta citotipos diploides 

sexuales y alógamos por autoincompatibilidad (Espinoza y Quarin 1997) y citotipos 

autotetraploides apomícticos, pseudógamos y autofértiles. Además, cuenta con citotipos 

triploides (2n = 3x = 30) y hexaploides (2n = 6x = 60) para los cuales se desconoce el 

sistema reproductivo y comportamiento meiótico (Caponio y Quarin 1987, Pupilli et al. 

1997). 

A pesar de ser distantes genéticamente, ambas especies comparten muchas 

características en relación a la apomixis. Un similar control genético y distorsión en la 

segregación fueron detectados en poblaciones segregantes de ambas especies (Pupilli et 

al. 2001, Martínez et al. 2001). Pupilli et al. (2001) localizaron el segmento 

cromosómico que controla la apomixis (ACL) en P. simplex. El mismo es un segmento 

relativamente grande, con fuerte represión de la recombinación y sinténico con una 

porción telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de arroz. Estos mismos autores, 

mediante mapeo comparativo, determinaron un grado parcial de sintenía entre esta 

especie y P. notatum, ya que los marcadores más distantes fueron remplazados por 

marcadores del cromosoma 2 de arroz en esta ultima especie (Pupilli et al. 2004). Por 

esto, los autores sugirieron que una translocación ocurrió entre estas dos especies. Mas 
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recientemente, a partir de marcadores de AFLP obtuvieron 33 marcadores presentes 

solo en plantas apomícticas (Calderini et al. 2006) con los que posteriormente 

confirmaron la hemicigocidad de la región (Labombarda et al. 2002) mediante la 

hibridación de los mismos con ADN genómico de plantas sexuales y apomícticas. 

También lo confirmaron citológicamente con experimentos de FISH utilizando un clon 

de BAC ligado a la apomixis (346H10). Con estos experimentos determinaron que el 

ACL se encuentra en regiones no pericentroméricas del genoma de P. simplex. La 

secuenciación de 346H10 confirmó la sintenía con el cromosoma 12 de arroz y reveló 2 

regiones que mostraron homología con los genes EXS (un receptor del tipo proteína 

quinasa rico en leucinas) y PKD (dominio de proteína quinasa). Estos genes resultaron 

similares a SERK (receptor tipo proteína quinasa de la embriogénesis somática) el cual 

fue asociado con la formación de los sacos embrionarios apospóricos en Poa (Albertini 

et al. 2005). 

Ortiz et al. (2001) construyeron el mapa genético de Paspalum notatum al nivel 

diploide a partir de marcadores moleculares de RFLP, RAPD y AFLP. La localización 

de sondas heterólogas (RFLP) de arroz, maíz y avena en diferentes regiones del 

genoma, les permitieron identificar distintas regiones sinténicas con dichas especies. 

Además, lograron identificar dos grupos de ligamiento que incluyen marcadores 

relacionados con la aposporía en Brachiaria (Pessino et al. 1998). Con el objetivo de 

identificar marcadores ligados a la aposporía en P. notatum, Martínez et al. (2003) 

generaron una población segregante por el modo de reproducción a partir del 

cruzamiento de una planta tetraploide experimental 100 % sexual y una planta 

tetraploide natural apomíctica. Luego de determinar citoembriológicamente el modo de 

reproducción de 290 individuos F1 (219 sexuales y 71 apomícticos) y realizar una 

estrategia de BSA (“Bulk segregant analysis”) identificaron 8 marcadores moleculares 
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(2 RAPD, 4 AFLP y 2 RFLP, generados con la misma sonda) completamente ligados al 

carácter. Estos presentaban la misma distorsión de la segregación observada 

previamente (Martínez et al. 2001) al compararlos con las relaciones esperadas 1:1 y 

13:15 (segregación al azar de cromosomas y de cromátidas, respectivamente), 

consideradas para el control por un único gen dominante. Stein et al. (2004) ampliaron 

estos estudios de herencia e identificaron la región responsable de la apomixis en P. 

notatum, utilizando una población F1 de 113 individuos segregante por el modo de 

reproducción, obtenida a partir de los mismos parentales empleados por Martínez et al. 

(2003). El modo de reproducción de cada individuo F1 fue determinado a través de dos 

marcadores de RAPD completamente ligados a la aposporía (Martínez et al. 2003) y 

confirmado citoembriológicamente. También observaron que el carácter presentaba una 

fuerte desviación de la relación 1:1 (sex:apo) esperada para un factor dominante simple, 

ya que identificaron 98 plantas sexuales y 15 apomícticas (6,5:1). A partir de las 

distancias de recombinación de los marcadores ligados en fase de repulsión pudo 

determinarse que el cromosoma que contiene la región responsable de la aposporía 

presenta apareamiento preferencial de cromosomas con uno de los otros tres homólogos.  

Mas recientemente, con esta misma población segregante por el modo de 

reproducción desarrollaron el mapa de ligamiento completo de Paspalum notatum a 

nivel tetraploide a partir de marcadores de AFLP y RFLP (Stein et al. 2007). El carácter 

aposporía (grupo-apo) se asoció a un solo grupo de ligamiento de los 39 que constituyen 

el mapa del parental apomíctico (Q4117) y quedó conformado por 25 loci, de los cuales 

solo 15 co-segregan estrictamente con el carácter. Algunos de estos marcadores 

presentaron homología con elementos repetitivos y coincidentemente con otras especies 

estos agentes causantes de reordenamientos estructurales parecen estar fuertemente 

asociados a la región que controla la apomixis. A partir del ligamiento completo de 
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estos marcadores con la aposporía confirmaron la supresión de la recombinación 

genética en esa región del genoma.  Los autores postulan que puede deberse a distintos 

factores como: localización pericentromérica, telomérica o heterocromática, una 

inversión o una translocación. La elevada densidad de marcadores en la región sugiere 

que puede tratarse de un fragmento cromosómico de gran tamaño (aproximadamente 36 

Mpb) que incluye varios genes relacionados por función y aislados por recombinación 

(Stein et al. 2007). 

En estudios realizados en paralelo a partir de una población segregante por el 

modo de reproducción, Pessino et al. (2001) aislaron e identificaron inicialmente 3 

transcriptos de ARNm diferencialmente expresados entre genotipos sexuales y 

apomícticos de P. notatum. Utilizaron la técnica de “differential display” y un 

procedimiento en “bulks” con el fin de reducir los falsos positivos debidos a la 

variabilidad genética. Los transcriptos presentaron una elevada homología entre ellos 

pero no mostraron una similaridad de secuencia significativa con genes conocidos. 

Posteriormente, Laspina et al. (2008) llevaron a cabo una caracterización más extensa 

del transcriptoma en la especie en la que aislaron 65 genes de expresión diferencial en 

flores de genotipos sexuales y apospóricos, de los cuales 45 pudieron ser categorizados 

funcionalmente. Los genes identificados se ubican dentro de unas pocas clases 

ontológicas: transducción de señales, proteólisis, control del ciclo celular, regulación de 

la transcripción y actividad de transposones. Cinco de estos genes resultaron con 

idéntica función a genes relacionados con la aposporía en Poa (Albertini et al. 2004; 

2005) y en ambas especies existen numerosos representantes de una cascada de 

transducción de señales de tipo ERK (“extracellular receptor kinase”). Por otro lado, 

mediante mapeo in silico sobre el genoma de arroz, se observa una mayor frecuencia de 

clones que se localizan en una de las regiones sinténicas a la región apo (brazo largo del 
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cromosoma 2 de arroz). Curiosamente, todos estos genes fueron aislados a partir del 

genotipo sexual, por lo que estarían silenciados en el genotipo apomíctico. Más aún, 

cuando algunos de estos genes silenciados fueron localizados en la propia especie, 

resultaron asociados al locus apo. Es por esto que los autores postularon que la región 

conteniendo el apo-locus en P. notatum contaría con genes determinantes para el 

desarrollo sexual que podrían estar silenciados en los genotipos apomícitcos. 

Esta tesis intenta contribuir al estudio de la apomixis en Paspalum desde esta 

perspectiva y aportar conocimientos sobre la naturaleza de las secuencias asociadas 

físicamente a la aposporía y la caracterización molecular de la región responsable de la 

misma. Asimismo se pretende realizar una evaluación de las frecuencias relativas, 

distribución y patrones de metilación de los citotipos diploides y tetraploides de la 

especie y determinar patrones comunes presentes en plantas apomícticas y sexuales. 

 

Las hipótesis que se detallan a continuación estuvieron dirigidas a iniciar 

estudios sobre los niveles de metilación del ADN en el genoma de Paspalum notatum, 

su distribución y relación con el sistema reproductivo: 

 

- Existen diferencias en los niveles de sitios CCGG metilados entre los citotipos 

diploides y tetraploides de Paspalum notatum. 

- La distribución de los sitios metilados es uniforme a lo largo del genoma de Paspalum 

notatum. 

- La región genómica responsable de la aposporía se encuentra hipo-metilada en la 

especie. 

Por otro lado se formularon hipótesis relacionadas con las secuencias de los 

marcadores moleculares de AFLP completamente ligados a la aposporía en P. notatum, 
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la búsqueda de homologías con genes conocidos y el desarrollo de herramientas 

moleculares para profundizar los estudios genéticos y moleculares del carácter: 

 

- Los marcadores completamente ligados a la región que controla la aposporía pueden 

utilizarse para la identificación de genes relacionados al carácter apomixis en 

Paspalum notatum. 

- La información de secuencias específicas de esta región puede emplearse para el 

desarrollo de marcadores alelo específicos asociados al modo de reproducción. 

- Los marcadores moleculares ligados al carácter apomixis en razas tetraploides de P. 

notatum están presentes en poblaciones de plantas diploides de la misma especie. 
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II OBJETIVOS 

II.1 Objetivo general 

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue estudiar desde una 

perspectiva global el epigenoma de las razas diploides y tetraploides de Paspalum 

notatum y su relación con la apomixis, y caracterizar a nivel molecular la región 

genómica responsable de la aposporía en la especie  

 

II.2 Objetivos específicos 

1. Determinar las proporciones relativas y variabilidad de secuencias CCGG metiladas 

en citotipos diploides y tetraploides de Paspalum notatum empleando la técnica 

de MSAP.  

2. Analizar la distribución de las regiones metiladas en el genoma de Paspalum 

mediante el mapeo de marcadores de MSAP en una población tetraploide 

segregante por el modo de reproducción. 

3. Determinar el estado de metilación de la región genómica responsable de la 

apomixis empleando clones de RFLP y AFLP completamente ligados al carácter 

en la especie y enzimas sensibles a metilación. 

4. Clonar y secuenciar marcadores de AFLP completamente ligados a la aposporía en 

P. notatum y determinar su homología con genes de funciones conocidas.  

5. Desarrollar marcadores de PCR alelo-específicos a partir de fragmentos de AFLP 

asociados al modo de reproducción y validarlos en la población segregante 



Objetivos 

 59

disponible así como en distintas accesiones apospóricas y no apospóricas de la 

especie. 

6. Aislar secuencias flanqueantes de marcadores moleculares asociados a la región que 

controla la aposporía en la especie e identificar secuencias anotadas (genes) 

asociadas al modo de reproducción. 
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III MATERIALES Y METODOS 

III.1 Material Vegetal 

El material vegetal utilizado en este trabajo pertenece a la colección de 

germoplasma de Paspalum notatum presente en el Instituto de Botánica del Nordeste 

(IBONE) – Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE, Corrientes, Argentina. Como 

citotipos diploides se emplearon: el cultivar Tifton 9, desarrollado en la estación 

experimental “Coastal Plains Station” (Georgia, EEUU) y previamente empleado como 

progenitor de una población de mapeo para desarrollar el mapa genético de la especie al 

nivel diploide (Ortiz et al. 2001); la accesión Q4175 derivada de una población natural 

ubicada a 15 Km de la ciudad de La Criolla (Santa Fé, Argentina) y 57 genotipos 

pertenecientes a una población natural localizada en el centro de la provincia de Santa 

Fé (Cayastá), de los cuales dos de ellos (3-Cay y 6-Cay) fueron utilizados en la primera 

parte de este trabajo. También se incluyó, un genotipo diploide de P. notatum (C4-2x, 

2n = 2x = 20) y su contraparte autotetraploide (C4-4x, 4n = 4x = 40) que fueron 

obtenidos previamente en forma experimental (Quarin et al. 2001). Las plantas C4-2x y 

C4-4x fueron obtenidas por Quarin et al. (2001) luego del tratamiento con colchicina de 

callos inducidos in vitro a partir de inflorescencias jóvenes de un genotipo diploide de 

P. notatum (Figura 1).  

Para este trabajo se dispuso asimismo de una población de mapeo F1 de P. 

notatum tetraploide (2n = 4x = 40) de 113 individuos, segregantes por el modo de 

reproducción. La misma fue obtenida por el Ing. Camilo L. Quarin y colaboradores en 

el IBONE (Corrientes, Argentina) a partir del cruzamiento entre una planta 

experimental tetraploide sexual como progenitor femenino, Q4188 y un genotipo 

apomíctico obligado, Q4117, colectado de una población natural del estado de Rio 

Grande do Sul, Brasil. Q4188 fue obtenida del cruzamiento entre las plantas Q3664 y la 
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accesión Q3853 (Quarin et al. 2003), siendo esta ultima tetraploide apomíctica natural 

originaria de Rio Grande do Sul, Brasil. La planta Q3664 (4x, Apo-facultativa) fue 

generada en Tifton (Georgia, EEUU) por cruzamientos controlados entre un tetraploide 

sexual inducido por colchicina (PT-2) de Pensacola Bahiagrass (P. notatum var. Saurae, 

2x) y un tetraploide apomíctico de estigmas blancos (WSB) (Figura 2). El modo de 

reproducción de los progenitores de la población fue estudiado por métodos 

citoembriológicos y moleculares, determinándose que Q4188 sólo produce sacos 

embrionarios de tipo meióticos y progenies de origen sexual (Quarin et al. 1984, Ortiz 

et al. 1997) mientras que Q4117 genera sacos embrionarios de tipo apospórico y 

progenie de tipo materno (Martínez et al. 2001, Ortiz et al. 1997). Esta población se 

encuentra establecida en terrenos del IBONE (Corrientes, Argentina) y un duplicado de 

la misma está cultivado en macetas en la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNR. 

Cada F1 fue clasificada de acuerdo a su modo de reproducción en plantas apospóricas o 

no apospóricas utilizando marcadores moleculares de RAPD (“Random Amplified 

Polymorphic DNA”), previamente detectados como ligados completamente al carácter 

aposporía (Martínez et al. 2003) y posteriormente corroborado por estudios 

embriológicos (Stein et al. 2004, Stein et al. 2007). 

Como genotipos tetraploides también fueron incluidos en este trabajo el 

genotipo apomíctico natural N160, colectado a 25 Km al norte de la ciudad Pedro Juan 

Caballero, departamento Amamabay (Paraguay), y el genotipo experimental de 

reproducción sexual Q4205, obtenido a partir de la autofecundación de la planta Q3664 

citada anteriormente (Figura 2). 
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Figura 1. Representación esquemática del procedimiento experimental utilizado para la 

generación de las líneas C4-2x y C4-4x de P. notatum (adaptado de Martelotto et al. 

2005). 
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Figura 2. Esquema de la obtención de los genotipos tetraploides sexuales y de la 

población de mapeo utilizado en este trabajo de tesis (S = sexual, AF = apomíctico 

facultativo, A = apomíctico obligado). 
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III.2 Extracción de ADN 

La extracción del ADN genómico de las plantas experimentales se realizó según 

la técnica descripta por Shagai-Maroof et al. (1984) incluyendo modificaciones 

introducidas por Ortiz et al. (1997). Brevemente, 6 g de hojas frescas fueron congeladas 

con N2 líquido, disgregadas mecánicamente con mortero hasta obtener un polvo fino y 

transferidas a tubos de polipropileno de 50 ml conteniendo 20 ml de buffer de 

extracción (Tris-HCl 100 mM pH 7,5; EDTA 50 mM pH 8,0; 2 % p/v CTAB; NaCl 700 

mM y 2-mercaptoetanol 140 mM). La preparación fue incubada a 65 ºC con agitación 

suave durante 60 minutos, y se realizaron dos extracciones sucesivas con cloroformo, 

10 ml cada vez, centrifugando a 5000 rpm y recuperando la fase acuosa. El ADN fue 

precipitado mediante el agregado de un volumen de isopropanol frío e incubado a -20 

ºC por 16 h. El ovillo de ADN fue recogido con una varilla de vidrio y lavado durante 

20 minutos en una solución de etanol 76 % y acetato de sodio 0,2 M. Luego de ser 

secado durante 20 minutos a 37 ºC fue resuspendido en 700 µl de buffer TE pH 8,0 

(Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM). Cada muestra fue incubada con 5 µl de RNAsa A (4 

mg/ml) (Biodynamics) a 37 ºC por 1 hora y posteriormente el ADN fue precipitado con 

5 % v/v de 5 M NaCl y un volumen de isopropanol frío. Finalmente, la muestra fue 

centrifugada por 20 minutos a 10.000 rpm, lavada con etanol 70 %, secada en estufa a 

37 ºC durante 1 hora y disuelta en 500 µl de agua ultra pura estéril. La cantidad y 

calidad de la muestra fueron analizadas midiendo la absorbancia a 260 nm y el índice de 

absorbancia a 260/280 (nm) respectivamente, con un espectrofotómetro Perking-Elmer 

Lambda Bio+. Por otro lado, la integridad del ADN y la ausencia de ARN contaminante 

fueron determinadas mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8 % de acuerdo a 

Sambrook et al. (1989). 
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III.3 Generación de Marcadores Moleculares 

III.3.1 Amplificación de Polimorfismos Sensibles a Metilación (MSAP) 

Los marcadores MSAPs se generaron según la técnica descripta por Xiong et al.  

(1999) con modificaciones propuestas por Xu et al. (2000). Ambos son adaptaciones del 

trabajo descripto por Reyna-López et al. (1997), quien modificó el protocolo original 

para la obtención de marcadores de AFLP (“Amplified Fragment Length 

Polymorphism”) (Vos et al. 1995) mediante la incorporación de enzimas de restricción 

sensibles a metilación. Los isoesquizómeros HpaII y MspI fueron utilizados en lugar de 

la enzima de corte frecuente MseI mientras que EcoRI se empleó como enzima de corte 

poco frecuente.  

Los marcadores MSAP se generaron llevando a cabo dos reacciones de digestión 

en paraleleo para cada muestra de ADN. En una reacción, 600 ng de ADN genómico 

fueron digeridos con 5U de EcoRI y 5U de HpaII en un volumen final de 40 µl 

conteniendo buffer OPA 1X (Tris acetato 100 mM, pH 7.5, acetato de magnesio 100 

mM y acetato de potasio 500 mM) (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, 

UK), DTT 5 mM y BSA 50 ng/µl a 37 ºC durante 3 horas. La otra reacción de digestión 

fue llevada a cabo de la misma manera, excepto que se utilizó la enzima MspI en lugar 

de HpaII. Luego, los productos de digestión fueron ligados a los adaptadores 

correspondientes, durante 3 horas a 37 ºC mediante el agregado de 10 µl de mezcla de 

ligación, conteniendo 5 pmoles de adaptador EcoRI, 50 pmoles de adaptador HpaII-

MspI, 1U de ADN ligasa T4 (Promega), ATP 1 mM, buffer OPA 1X, DTT 5 mM y 

BSA 50 ng/µl. El adaptador EcoRI fue el mismo que el utilizado en el protocolo 

original de AFLP (Vos et al. 1995) (Anexo A). El adaptador HpaII-MspI, fue diseñado 

para evitar la reconstrucción del sitio de restricción y consistió en la combinación de los 

siguientes cebadores: 
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5′-GACGATGAGTCTAGAA-3′ 

          3′-CTACTCAGATCTTGC-5′ 

Ambos adaptadores (EcoRI y HpaII-MspI) fueron preparados mezclando 

cantidades equimolares de cada cebador, manteniendo la mezcla por 10 minutos a 65 ºC 

y permitiendo el enfriamiento lento hasta temperatura ambiente. La reacción de pre-

amplificación se realizó utilizando cebadores complementarios a la secuencia de los 

adaptadores y a los sitios de reconocimiento de las enzimas de restricción. Así, el 

cebador HpaII-MspI utilizado fue: 

ADAPTADOR ENZ EXT 

5′-GATGAGTCTAGAA CGG ANN-3′ 

La misma se llevó a cabo a partir de 2 µl del producto de ligación, en un 

volumen final de 25 µl conteniendo 30 ng de cada cebador con una base selectiva en el 

extremo 3′ (EcoRI + A y HpaII-MspI + A), dNTPs 0,2 mM, 1U de Taq polimerasa 

(Promega), MgCl2 1,5 mM y buffer de PCR 1X (Promega). La reacción de 

amplificación involucró 20 ciclos de 30 s a 94 ºC, 30 s a 60 ºC, 1 min a 72 ºC y 5 min 

finales de elongación a 72 ºC. Estos productos fueron diluídos 1/10 en TE 0,1 (Tris-HCl 

10 mM y EDTA 0,1 mM) para ser utilizados como templados en la reacción de 

amplificación selectiva que se realizó en un volumen final de 25 µl conteniendo 30 ng 

de cada cebador con 3 bases selectivas en el extremo 3′ (EcoRI + 3 y HpaII-MspI + 3) 

(Anexo A), dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl2 1,5 mM y buffer de 

PCR 1X (Promega). Esta amplificación selectiva consistió en un ciclo inicial de 30 seg 

a 94 ºC, 30 s a 65 ºC, 1 min a 72 ºC, seguido de 12 ciclos iguales donde la temperatura 

de anillado fue disminuyendo 0,7 ºC por ciclo hasta llegar a 56 ºC. Finalmente, 22 

ciclos de 30 s a 94 ºC, 30 s a 56 ºC, 1 min a 72 ºC y 5 min de elongación final a 72 ºC. 

Las secuencias de todos los oligonucleótidos utilizados en la técnica de MSAP se 
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encuentran detallados en el Anexo A. Los productos de amplificación fueron 

desnaturalizados 5 min a 94 ºC  luego del agregado de 10 µl de buffer de siembra 

(formamida 95 %, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml). Alícuotas (5 µl) de 

cada muestra fueron resueltas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 5% 

(acrilamida: bisacrilamida (19:1), TBE 0,5X, Urea 7,5 M) en cuba de secuenciación 

(Gibco-BRL) a 60 Watts constantes por 2:30 h. Se utilizaron, TBE 0,5X y TBE 1X, 

como soluciones reguladoras en los reservorios superior e inferior de la cuba, 

respectivamente. Finalmente, la visualización de los fragmentos se llevó a cabo a través 

de la tinción de los geles con nitrato de plata. La misma involucró una fijación de 20 

min en ácido acético glacial 10 % v/v, tres lavados de 3 min cada uno con H2Od, tinción 

de 30 min con una solución conteniendo AgNO3 1 g/l y formaldehído 0,1 % v/v y 

previo lavado de 10 seg con H2Od revelado con solución de carbonato de sodio 

(carbonato de sodio 30 g/l, formaldehído 0,1% v/v, tiosulfato de sodio 2 mg/ml). En la 

electroforesis, los productos de amplificación de cada genotipo digerido con 

EcoRI/HpaII o EcoRI/MspI fueron sembrados uno al lado del otro de manera de 

facilitar la visualización de los fragmentos diferencialmente metilados. 

III.3.1.1 Análisis de datos 

Los isoesquizómeros utilizados en la técnica de MSAP, HpaII y MspI, 

reconocen la misma secuencia blanco (5'-CCGG-3') pero exhiben sensibilidad a la 

metilación. HpaII es inactiva cuando cualquiera de las dos citosinas de la secuencia 

blanco se encuentra metilada (en ambas hebras), mientras que MspI es sensible 

(inactiva) solo a la metilación de la citosina externa, esto es, cliva la secuencia 

C5mCGG, pero no 5mCCGG (Reyna-Lopez et al. 1997, Cervera et al. 2002) (Tabla 1). 

Además de esto, HpaII puede restringir la hebra no metilada de una secuencia blanco 

“hemi” metilada (en una sola hebra) en la citosina externa, aunque la eficiencia de corte 
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es menor (Walder et al. 1983, Tardy-Planechaud et al. 1997). Estas características hacen 

que para una dada muestra de ADN sea posible diferenciar entre dos estados principales 

de metilación de sitios CCGG, la metilación de la citosina interna (ambas hebras) y 

menos frecuentemente la hemi-metilación de la citosina externa. Las comparaciones 

entre los productos de amplificación obtenidos de las digestiones EcoRI/HpaII y 

EcoRI/MspI permiten la detección de diferencias de metilación. Un fragmento presente 

en ambas digestiones indica que el sitio CCGG correspondiente no se encuentra 

metilado. La presencia de fragmentos a partir de las digestiones EcoRI/HpaII  y 

ausencia en EcoRI/MspI es indicativo de hemi-metilaciones en la citosina externa, 

mientras que los fragmentos presentes solo a partir de las digestiones EcoRI/MspI se 

atribuyen a la metilación completa de la citosina interna. No obstante, algunos estados 

de metilación como la metilación completa de la citosina externa o de ambas citosinas 

no generan productos de amplificación en ninguna de las digestiones. 

Tabla 1. Sensibilidad a la metilación y patrones de amplificación esperados en 

experimentos de MSAP utilizando los isoesquizómeros HpaII y MspI 

Digestibilidad  
de las enzimas 

Patrón 
digestión/amplificación 

Estado de metilación 
de la secuencia 

blanco HpaII MspI EcoRI/HpaII EcoRI/MspI 
CCGG 
GGCC Activa Activa + + 

5mCCGG 
GGCC 

Parcialmente 
activa Inactiva + - 

C5mCGG 
GG5mCC Inactiva Activa - + 

5mC5mCGG 
GG5mC5mC Inactiva Inactiva - - 

“+” presencia de banda, “-” ausencia de banda 

Para la cuantificación de las secuencias CCGG metiladas y las estimaciones de 

la variabilidad entre los genotipos, los patrones de amplificación producidos por cada 

muestra a partir de ambas digestiones fueron registrados según Cervera et al. (2002). La 
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totalidad de los fragmentos obtenidos fueron cuantificados y se clasificaron de dos 

formas diferentes. Los fragmentos amplificados que diferían en cuanto a 

presencia/ausencia para una dada muestra digerida con EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI 

fueron incorporados en una matriz binaria de datos denominada “Polimorfismos 

Sensibles a Metilación” (MSP). En esta matriz, se codificó con “1” cuando el 

polimorfismo se detectó entre las dos digestiones de una dada muestra y con “0” cuando 

no se observó polimorfismo, ya sea por presentar el mismo fragmento de amplificación 

o por no detectarse amplificación. Por otro lado, los fragmentos que presentaban un 

patrón monomórfico entre las digestiones de una dada muestra, pero que exhibían 

polimorfismos entre las distintas muestras fueron utilizados para crear una matriz 

binaria de “Polimorfismos Insensibles a Metilación” (MIP), donde “1” indicaba 

presencia y “0” ausencia del fragmento amplificado. Parte de estos polimorfismos 

derivarían de diferencias genéticas entre las muestras. Se llevaron a cabo comparaciones 

de a pares con el fin de generar matrices de similitud epigenética y no-epigenética 

basadas en el coeficiente de Jaccard (Jaccard 1908) J (ij) = a / (a + b + c), donde J (ij) 

es la medida de la similaridad entre los individuos i y j, a es el numero de fragmentos 

polimórficos compartidos por los dos individuos, b es el numero de fragmentos 

presentes en i y ausentes en j y c es el numero de fragmentos ausentes en i y presentes 

en j. A partir de las matrices de similitud se establecieron las relaciones entre los 

genotipos a través de la aplicación del algoritmo UPGMA (“Unweighted Pair-Group 

Method with Arithmetic averaging”) (Michener y Sokal 1957). Los límites de confianza 

de los conglomerados de los dendrogramas fueron obtenidos por medio de análisis 

“bootstrap” con 5000 repeticiones del programa WINBOOT (Yap y Nelson 1996, 

Felsenstein 1985). Se obtuvo el porcentaje de veces que cada nodo de los dendrogramas 

se repitió en 5000 muestras bootstrap, lo que a su vez indicó la robustez de los grupos 
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formados en cada nodo. Un porcentaje cercano a 100 % sugiere que el grupo refleja la 

estructura de la población y que el error de muestreo es mínimo. Para determinar la 

correlación entre los dos tipos de matrices dentro de cada grupo se realizó la prueba de 

Mantel con 1.000 permutaciones aleatorias (Mantel 1967). Todos los análisis fueron 

llevados a cabo con los paquetes estadísticos NTSYS-PC versión 2.10e (Rohlf 2000) e 

Infostat (2001). 

III.3.1.2 Localización de marcadores MSAP en el genoma de Paspalum notatum 

Con el objetivo de determinar la distribución de los marcadores MSAP en el 

genoma de P. notatum se realizaron experimentos de mapeo utilizando los datos de 

segregación de una población segregante de tipo F1 desarrollada previamente por Stein 

et al. (2007). La estrategia utilizada para el análisis de la distribución de los sitios 

CCGG  metilados fue la misma empleada para el desarrollo del mapa de ligamiento a 

nivel tetraploide de P. notatum (Stein et al. 2007) basada en la identificación de 

marcadores presentes en dosis simple (ADS, alelos en dosis simple) segregantes de cada 

uno de los progenitores de la población de mapeo (Wu et al. 1992, Grattapaglia y 

Sederoff 1994). Los marcadores en esta situación presentan una segregación esperada 

de 1:1 (Aaaa x aaaa) en la progenie por lo es posible determinar con exactitud el 

genotipo de cada individuo de la población (Wu et al. 1992). La detección de los ADS 

se realizó confrontando los valores de segregación observados contra los valores 

esperados mediante una prueba de χ2 a un p < 0.01. Los datos de segregación de cada 

genotipo parental se analizaron independientemente y se incluyeron  en los archivos de 

datos de segregación de marcadores de AFLP de cada uno de los progenitores (Stein et 

al. 2007).  

Los marcadores segregantes fueron clasificados de dos formas diferentes. Los 

fragmentos amplificados que diferían en cuanto a presencia/ausencia en alguno de los 
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parentales digerido con EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI, fueron clasificados como 

“Polimorfismos Sensibles a Metilación” (MSP). Mientras que los fragmentos que 

presentaban un patrón monomórfico entre las digestiones de los parentales, pero que 

diferían entre ellos y segregaban en la población fueron clasificados como 

“Polimorfismos Insensibles a Metilación” (MIP) (Cervera et al. 2002). 

El análisis de ligamiento se realizó utilizando el programa de mapeo Mapmaker 

3.0 (Lander et al. 1987) codificando los datos de los marcadores ADS como del tipo “F2 

backcross” donde la presencia o ausencia de un determinado marcador indica 

heterocigosis u homocigosis respectivamente para el locus considerado. Los datos de 

segregación de los marcadores de MSAP se tomaron de una muestra de la población de 

mapeo de 20 individuos. El dato del polimorfismo en la metilación de cada genotipo 

(MSP o MIP) se agregó al final del archivo de datos preexistente de cada progenitor. 

Los mismos contenían 275 y 229 marcadores para los mapas materno y paterno, 

respectivamente. El programa MAPMAKER 3.0 permite asignar los nuevos marcadores 

a los grupos preexistentes mediante el comando “assign”. Posteriormente, la ubicación 

de cada marcador de MSAP en el grupo de ligamiento correspondiente fue determinada 

mediante el comando “try”. Las unidades de mapeo en cM derivaron de la función de 

Kosambi (1994). El análisis de ligamiento usando valores de LOD score entre 6.0 y 2.0 

un r1 (máx) = 0.33 (Wu et al. 1992). 

III.3.2 Experimentos de Southern Blot genómicos 

Los marcadores de RFLP (“Restriction fragment length polymorphism”) se 

generaron de acuerdo a lo descripto por Ortiz et al. (1997) con algunas modificaciones: 

la digestión de 30 µg ADN genómico de cada muestra se realizó durante toda la noche a 

37 ºC con 2,5 U/µg de ADN con las enzimas EcoRI, HindII, HpaII y MspI. Luego de 

confirmar la digestión completa en agarosa al 1% se inactivaron las enzimas mediante la 



Materiales y Métodos 

 71

precipitación del ADN (0,05 vol de NaCl 5M y 2,5 vol de etanol absoluto), se lavaron 

las muestras con etanol 70% v/v y se resuspendieron en 25 µl de H2O ultrapura estéril. 

Las muestras fueron sembradas en geles de agarosa al 1 % y resueltas a 80 mA por 6 h. 

La desnaturalización de los fragmentos se llevó a cabo por el método alcalino (NaOH 

0,4 N y NaCl 0,6 M) durante 30 min, seguido de 30 min de neutralización (Tris-HCl 0,5 

M pH 7,5; NaCl 1,5 M). Los fragmentos de digestión fueron transferidos a membranas 

de nylon (Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech) mediante la técnica de Southern 

(1975) y siguiendo el protocolo descripto por Sambrook et al. (1989). La solución de 

transferencia fue SSC 10X y el ADN fue fijado a la membrana mediante un tratamiento 

de 3 minutos bajo luz UV e incubación a 80 ºC por 2 horas. 

La marcación de sondas, hibridación y detección fueron realizados empleando el 

método no radioactivo del Dig Luminicent Detection Kit (Boehringer-Mannheim), que 

incluye CSPD como sustrato quimioluminiscente. La marcación de las sondas se realizó 

por PCR en un volumen final de 100 µl conteniendo dig-dUTP 2,5 µM, 50 µM [dATP, 

dGTP, dCTP], 47,5 µM dTTP, 0,2 µM de cebadores superior e inferior M13, Taq 

polimerasa 1U (Promega), 2 mM MgCl2, buffer de PCR 1X (Promega), glicerol 15 % y 

10 ng de ADN plasmídico. La incorporación del nucleótido marcado se verificó por 

electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %, mediante un retraso en la movilidad 

electroforética con respecto a los mismos fragmentos amplificados sin marcar. La 

concentración de las sondas se estimó por comparación de la intensidad de las bandas 

con un marcador de concentración conocida y por medición en fluorómetro (QubitTM, 

Invitrogen). Las sondas utilizadas se diluyeron en solución de hibridación (SSC 5X, 

SDS 0,02 %, S-lauril sarcosina 0,1 %, reactivo de bloqueo 0,5 %, pH 7,5) hasta una 

concentración de 50 ng/ml. 

Las membranas se pre-hibridaron durante 2 h y las hibridaciones se realizaron a 
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65 ºC (homólogas) o a 60 ºC (heterólogas) durante 18 h. Se lavaron dos veces durante 5 

min con SSC 2x - SDS 0,1 % a temperatura ambiente y dos veces durante 15 min con 

SSC 0,25X - SDS 0,1% a 60-65 ºC con fuerte agitación. La sensibilidad del 

experimento o control de hibridación se llevó a cabo empleando filtros conteniendo 1, 5, 

50 y 100 pg del fragmento de ADN correspondiente a la sonda previamente 

desnaturalizado. 

La detección de los fragmentos hibridados se realizó a temperatura ambiente, 

con agitación e incluyó: un lavado de 5 min en solución conteniendo ácido maleico 

0,1M, NaCl 0,15M, Tween 20, pH 7,5, 30 min en solución de bloqueo (ácido maleico 

0,1M, NaCl 0,15M, reactivo de bloqueo 1 %, pH 7,5, 30 min en solución de anticuerpo 

conjugado (anti-Dig-AP diluído 1:10.000), dos lavados de 15 min en la solución de 

lavado y 10 min en la solución de detección (Tris-HCl 0,1M pH 9,5, NaCl 0,1M, MgCl2 

0,05M). La incubación de las membranas con el sustrato quimioluminiscente (CSPD) se 

realizó por 5 min en oscuridad y con agitación. Se incubaron 10 min a 37 ºC 

(temperatura óptima de la fosfatasa alcalina) para aumentar la eficiencia de reacción y 

se expusieron a placas radiográficas X-Omat (Kodak) por 2-24 h. Finalmente, las placas 

expuestas fueron reveladas en cuarto oscuro con soluciones comerciales de revelador y 

fijador hasta la aparición de bandas. 

Se utilizaron sondas homólogas de P. notatum generadas a partir de marcadores 

de AFLP 100 % ligados a la aposporía y una sonda heteróloga de arroz (C1069) del 

New Landmarker Set del Rice Genome Research Program de Japón (Nagamura et al. 

1997). En estudios previos se determinó que esta sonda generaba fragmentos 

completamente ligados al locus de la aposporía P. notatum y P. simplex  (Pupilli et al. 

2001, Martínez et al. 2003). 
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III.3.3 AFLP (“Amplified fragment length polymorphism”) 

Los marcadores de AFLP se generaron según la técnica descripta por Vos et al. 

(1995) con las siguientes modificaciones: se digirieron 600 ng de ADN genómico de 

cada individuo con 5 U de MseI y EcoRI en un volumen final de 40 µl conteniendo 

buffer OPA 1X (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, acetato de magnesio 10 mM, acetato de 

potasio 50 mM), DTT 5mM y BSA 50 ng/µl, a 37 ºC durante 2 h. Luego de la digestión 

se agregaron a cada tubo 10 µl de una mezcla conteniendo: 5 pmoles de adaptador 

EcoRI, 50 pmoles de adaptador MseI (Key Gene) (Anexo A), 1U de ADN ligasa T4 

(promega), ATP 1 mM, buffer OPA 1X, DTT 5mM y BSA 50 ng/µl. La ligación de los 

adaptadores se realizó a 37 ºC por 3 h. La pre-amplificación de las muestras se realizó 

en un volumen final de 25 µl conteniendo 2 µl de la mezcla de ligación, 1,2 ng/µl de 

cada cebador conteniendo una base selectiva en el extremo 3´ (EcoRI+A y MseI+A) 

(Key Gene) (Anexo A), dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl2 1,5 mM 

y buffer de PCR 1X (Promega). Las reacciones de  amplificación incluyeron una etapa 

de desnaturalización inicial de 30 s a 94 ºC seguida de 20 ciclos de 30 s a 94 ºC, 30 s a 

60 ºC, 1 min a 72 ºC y 5 min finales de elongación a 72 ºC. Los productos de PCR se 

diluyeron 1/10 en un buffer compuesto por Tris-HCl 10 mM pH 8,0 y EDTA 0,1 mM 

[solución de trabajo de ADN pre-amplificado (pre-AFLP WS)]. Las amplificaciones 

selectivas se realizaron utilizando diferentes combinaciones de cebadores EcoRI - MseI, 

en un volumen final de 10 µl conteniendo 2 µl de pre-AFLP WS, 1,2 ng/µl de cada 

cebador EcoRI +3 y MseI +3 (Anexo A), dNTPS 0,2 mM, Taq polimerasa 0,5 U 

(Promega), MgCl2 1,5 mM y buffer de PCR 1X (Promega). Las condiciones de 

amplificación incluyeron una desnaturalización inicial de 30 s a 94 ºC, un ciclo de 30 s 

a 94 ºC, 30 s a 65 ºC, 1 min a 72 ºC, seguido de 12 ciclos iguales donde la temperatura 

de anillado fue disminuyendo 0,7 ºC por ciclo hasta llegar a 56 ºC y 22 ciclos  finales de 



Materiales y Métodos 

 74

30 s a 94 ºC, 30 s a 56 ºC, 1 min a 72 ºC con una elongación de 5 min a 72 ºC. Los 

productos de PCR fueron suplementados con 5 µl de buffer de siembra (formamida 95 

% p/v, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml), denaturalizados a 96 ºC por 5 

min y sembrados en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5% 

(acrilamida:bisacrilamida (19:1) 5 %, TBE 0,5X, urea 7,5 M). La electroforesis se 

realizó empleando un equipo de secuenciación Gibco-BRL modelo S2, USA a 60 W por 

2:30 h (1 h de pre-corrida y 1:30 h de corrida) usando buffers TBE 0,5X y 1X (pH 8,0) 

en los reservorios superior e inferior, respectivamente. Los geles se revelaron con 

nitrato de plata siguiendo el mismo protocolo utilizado en los experimentos de MSAP 

(III.3.1). 

III.3.4 Desarrollo de marcadores de secuencias caracterizadas (SCAR) 

Fragmentos de AFLP (I3, M3, J7, J5, U16, U14 y C5) asociados al modo de 

reproducción obtenidos previamente (Martínez et al. 2003, Stein et al. 2004, Stein et al. 

2007) fueron utilizados para el desarrollo de marcadores específicos de la región 

responsable de la aposporía. Para ello se reprodujo la reacción de amplificación a partir 

del ADN de los progenitores Q4117 (apomíctico) y Q4188 (sexual) mediante la 

utilización de los cebadores correspondientes. Los fragmentos del tamaño esperado 

fueron eluídos del gel (acetato de sodio 0,5 M, EDTA 1 mM pH 8,0) y re-amplificados 

con sus respectivos cebadores específicos. Los productos fueron clonados en un vector 

pGEM-Teasy (Promega, USA) y utilizados para transformar E. coli DH5α. Diez 

colonias de cada transformación fueron sometidas a una reacción de PCR (“colony 

PCR”) de manera de verificar la presencia del inserto según lo descripto por Sambrook 

et al. (1989). A partir del cultivo de las colonias que mostraban una reacción de 

amplificación positiva se realizaron las preparaciones de plásmido utilizando el Wizard 

Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, USA). Los plasmidos purificados 
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fueron secuenciados por Macrogen Inc., Corea. 

Los alineamientos de las secuencias obtenidas con cada uno de los fragmentos 

de AFLP se realizaron con el programa de acceso público ClustalX 

(http://innprot.weizmann.ac.il/software/ClustalX.html). Para cada secuencia consenso se 

diseñaron dos cebadores con el programa público Primer3 

(http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi.). Cada par de 

cebadores fue diseñado conservando el sitio flanqueante al corte con las enzimas de 

restricción y al menos 20 nucleótidos de la secuencia. La amplificación de los ADN 

genómicos con los cebadores SCAR inicialmente se llevó a cabo mediante una PCR 

estándar que consistió en 35 ciclos de 30 seg a 94 ºC , 40 seg a 56 ºC y 1 min a 70 ºC. 

Para cada par de cebadores específicos se llevó a cabo la optimización de las 

condiciones de amplificación empleando distintas temperaturas de anillado (46 a 57 ºC) 

y reacciones del tipo “Touchdown” (Don et al. 1991). Los productos amplificados 

fueron analizados por electroforesis en agarosa 2 % y en acrilamida 5 %, teñidos con 

EtBr y AgNO3, respectivamente. 

III.4 Clonado y secuenciación de fragmentos de interés 

Las bandas de interés correspondientes a los marcadores de AFLP ligados al 

carácter, los marcadores tipo SCAR y las pertenecientes a la validación de la extensión 

por caminata cromosomal (ver mas adelante), fueron cortadas del gel cuidadosamente 

con un bisturí. Luego de la trituración sobre un portaobjeto fueron eluídas con 50 µl de 

buffer de elusión (acetato de amonio 0,5 M; EDTA 1 mM pH 8,0) por 16 h a 37 ºC 

(Sambrook et al. 1989). El ADN obtenido en el sobrenadante (recuperado después de 

una centrifgación a 12.000 rpm durante 20 min) fue precipitado con 2,5 volúmenes de 

etanol absoluto y 5 % v/v de NaCl 5 M. Finalmente el ADN fue lavado de 5 min con 

etanol 70 %, secado en estufa a 37 ºC por una hora y disuelto en 15 µl de agua ultra 
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pura estéril.  

Cada fragmento de interés fue amplificado por PCR utilizando los cebadores y 

las condiciones de amplificación específicas de cada uno. La reacción de ligación con el 

vector comercial pGEM-T Easy (Promega) se realizó durante 16 h a 4 ºC. Las mismas 

se realizaron en un volumen final de 5 µl conteniendo 2,5 µl del buffer de ligación (2X), 

0,5 µl del vector pGEM-T Easy (50 ng) y 0,5 µl de Ligasa T4 (3 W U/ µl), la cantidad 

correspondiente (1-5 µl) de cada producto de amplificación dependiendo del tamaño y 

la concentración de los mismos. Dichas cantidades fueron calculadas según el 

procedimiento de optimización descrito en el manual del usuario 

(http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf,  Sección 6.C). La transformación de 

células E. coli DH5-α fue realizada agregando los 5 µl de mezcla de ligación a un tubo 

conteniendo 100 µl de células competentes. Se incubó en hielo por 10 min y 

posteriormente las células fueron sometidas a un shock térmico 45 seg a 42 °C. Luego 

fueron mantenidas en hielo por 5 min e incubadas con agitación a 37 °C por 1 h con 500 

µl de medio LB (peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/l pH 

7,5). Se concentraron las células por centrifugación a 5000 rpm durante 5 min y el 

sedimento fue sembrado en placas de LB agar (15 g/l)- ampicilina (100 µg/ml) - X-Gal 

(40 µg/ml) y se incubaron a 37 °C por 24 h. Fueron incluidos dos controles negativos en 

los que se sembraron las células competentes sin transformar en medio sin antibiótico 

(control de células) y en medio con antibiótico (control de selección). Como control 

positivo de transformación se empleó un vector de tipo pGEM-T conteniendo un inserto 

de tamaño conocido. La identificación de colonias conteniendo los plásmidos con los 

insertos de interés se realizó mediante la técnica de “Colony PCR” (Sambrook et al. 

1989) con los cebadores específicos o con los cebadores M13 “forward” y “reverse” 

ubicados en las posiciones 2949-2972 y 176-197 respectivamente, y que flanquean al 
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sitio de múltiple clonado (10-128) del vector, adicionando así un total de ~260 pb a los 

fragmentos clonados. Cada colonia fue disuelta en 10 µl de agua ultra pura estéril, 

calentada durante 10 min a 95 °C y dejada enfriar lentamente. Como molde de las 

reacciones de amplificación se utilizaron 2 µl de cada preparación. Los productos de 

amplificación fueron resueltos en geles de agarosa al 1,5 %. Las colonias de interés 

fueron aisladas de la placa y cultivadas en 5 ml de medio LB/ampicilina (100 µg/ml) 

por 24 h con agitación en un baño termostatizado a 37 °C. La purificación de ADN 

plasmídico se realizó mediante el juego de reactivos comercial “Wizard Plus 

Minipreps” (Promega) siguiendo con las recomendaciones de los fabricantes. 

Finalmente, luego de determinar la concentración de las preparaciones de plásmido en 

un fluorómetro QubitTM (Invitrogen), al menos tres clones obtenidos a partir de cada 

una de las transformaciones fueron secuenciados por Macrogen Inc., Corea. 

III.5 Búsqueda de homología de Secuencias 

El análisis de las secuencias se llevó a cabo con los marcadores que presentaban 

al menos un 95 % de homología entre 2-3 clones del mismo inserto. En primer lugar se 

eliminaron las secuencias del vector de clonado utilizando el programa VecScreen 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) de la base NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La homología 

entre los distintos clones de cada fragmento se determinó a través de la opción 

especializada bl2seq (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) del mismo centro y mediante 

el programa Sequencher 3.1.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) que permite el 

ensamblado secuencias de DNA. Este programa además, elimina de forma automática 

las regiones de menor calidad de cada secuencia, así como las regiones correspondientes 

al vector. Después de realizar el ensamblaje de los diversos clones, se generó una 

secuencia consenso de cada fragmento. 
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Los análisis comparativos contra las distintas bases de datos se llevaron a cabo 

mediante el algoritmo BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”)  (Altschul et al. 

1990). La primera base de datos utilizada fue la de nucleótidos del NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) con la opción blastn para realizar la comparación 

entre secuencias de ADN similares. Por otro lado se utilizaron bases de datos de 

genomas específicos: Gramene (www.gramene.org) que es una base comparativa sobre 

cereales centrada en arroz y TIGR (“The Institute for Genomic Research”) 

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/) derivada del proyecto genoma de A. thaliana.  

III.6 Validación de marcadores moleculares extendidos por caminata 

cromosomal 

Con el objetivo de aislar regiones genómicas adyacentes a los marcadores 

moleculares de AFLP que resultaron completamente ligados al carácter aposporía en P. 

notatum se desarrolló en el laboratorio una estrategia de caminata comosomal basada en 

el protocolo “Genome WalkerTM Universal Kit” (Clontech Laboratories, Inc.) (Silvina 

Felitti, comunicación personal). Brevemente, el ADN genómico del genotipo parental 

apomíctico (Q4117) fue digerido (total y parcialmente) con tres enzimas de restricción 

(EcoRV, DraI, PvuII). Posteriormente los productos de digestión fueron ligados a los 

adaptadores correspondientes de manera de obtener 6 bibliotecas no clonadas. Las 

mismas fueron utilizadas como molde en reacciones de amplificación, utilizando 

cebadores complementarios a los adaptadores y al fragmento específico identificado 

previamente. Los fragmentos amplificados a partir del adaptador 5´(o 3´) que se 

extendía hacia el ADN genómico adyacente desconocido 3´ (o 5´, respectivamente) 

fueron clonados y secuenciados. Basándose en la información de la secuencia se 

diseñaron nuevos cebadores de manera de poder revelar polimorfismos entre individuos 

sexuales y apomícticos. Luego, para cada par de cebadores se llevó a cabo la 
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optimización de las condiciones de amplificación y se verificó su co-segregación con la 

región que controla la aposporía mediante el uso de una muestra de entre 45 y 65 

individuos de la población de mapeo segregante por el modo de reproducción descripta 

previamente. 
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IV RESULTADOS 

IV.1 Estudio global de la metilación de citosinas en el genoma de Paspalum 

notatum 

IV.1.1 Estimación de las proporciones relativas de secuencias CCGG 

metiladas en citotipos diploides y tetraploides de P. notatum. 

Con el objetivo general de determinar el nivel o grado de metilación en el 

genoma de P. notatum se realizó una estimación de las proporciones relativas de 

secuencias CCGG metiladas en 4 genotipos diploides (Tifton 9, Q4175, 3-Cay y 6-Cay) 

y 4 genotipos tetraploides (Q4188, Q4117, N160 y Q4205) de la especie mediante la 

utilización de marcadores moleculares de tipo MSAP (Xiong et al. 1999). El ADN de 

cada muestra fue digerido con los pares de enzimas EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI y los 

fragmentos generados fueron ligados a adaptadores específicos. Los marcadores MSAP 

fueron generados utilizando 15 y 14 combinaciones cebadores selectivos para el grupo 

diploide y tetraploide respectivamente. 

A partir de la comparación de los patrones de amplificación generados por cada 

muestra entre ambas digestiones se determinó el nivel de metilación de citosinas para 

cada uno de los genotipos utilizados. Para una dada muestra, los fragmentos 

provenientes de la digestión EcoRI/HpaII que se ubicaron en la misma posición que 

aquellos generados por la digestión con EcoRI/MspI fueron considerados marcadores 

provenientes de sitios CCGG no metilados, situación en la que ninguna de las enzimas 

se encontraba inhibida (patrón 11). Cuando para una determinada muestra se observaron 

bandas presentes en la digestión con EcoRI/HpaII y ausentes en EcoRI/MspI (patrón 

10) fueron consideradas como originadas por la hemi-metilación de citosina externa del 

sitio de reconocimiento, mientras que las bandas ausentes en EcoRI/HpaII y presentes 
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en la digestión con EcoRI/MspI (patrón 01) fueron consideradas como provenientes de 

la metilación (completa) de la citosina interna (Figura 3). El número total de marcadores 

analizados en los genotipos diploides y tetraploides, y la proporción de secuencias 

CCGG metiladas en cada uno se muestran en la Tabla 2. 
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Figura 3. Patrones de metilación obtenidos a partir de la técnica de MSAP. E/H: 

Muestra digerida con el par de enzimas EcoRI/HpaII. E/M: Muestra digerida con el par 

de enzimas EcoRI/MspI 

En todos los genotipos analizados los polimorfismos producidos por la 

metilación de la citosina interna (bandas presentes solo en EcoRI/MspI) fueron los más 

abundantes. En los citotipos diploides, en promedio un 41,4 % de los marcadores (cuyo 

rango de variación se ubicó entre 40,0 y 42,4 %, DS = 1,14 %) revelaron sitios 

metilados. De la misma manera, el porcentaje promedio de sitios metilados en los 

tetraploides fue de 34,0 %, con un máximo de 41,2 % (Q4205) y un mínimo de 30,9 % 

(N160) (DS = 4,86 %). Cuando se analizó el número total de sitios metilados y no 

metilados en los grupos diploide y tetraploide por medio de la prueba de Ji-cuadrado, se 
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observaron diferencias significativas (χ2 = 18,58, P < 0,0001) entre ambos niveles de 

ploidía. 

Tabla 2. Proporciones relativas y porcentajes de secuencias CCGG metiladas en 

accesiones diploides y tetraploides de P. notatum 

Sitios CCGG metilados 

Genotipo 
Bandas 

Totales 

Sitios CCGG 

no metilados 

Sitios  

hemi-metilados 

(C externa) 

Sitios  

full-metilados 

(C interna) 

Total 

Tifton 9 373 215 (57,6%) 6 (1,6%) 152 (40,8%) 158 (42,4%) 

Q4175 380 228 (60,0%) 8 (2,1%) 144 (37,9%) 152 (40,0%) 

3-Cay 363 214 (59,0%) 12 (3,3%) 137 (37,7%) 149 (41,0%) 

6-Cay 333 192 (57,7%) 11 (3,3%) 130 (39,0%) 141 (42,3%) 

Q4188 408 280 (68,6%) 7 (1,7%) 121 (29,7%) 128 (31,4%) 

Q4117 377 255 (67,6%) 12 (3,2%) 110 (29,2%) 122 (32,4%) 

N160 278 192 (69,1%) 6 (2,2%) 80 (28,8%) 86 (30,9%) 

Q4205 255 150 (58,8%) 9 (3,5%) 96 (37,6%) 105 (41,2%) 

IV.1.2 Variación en los patrones de metilación de citosinas en los citotipos 

diploides y tetraploides.  

Con el fin de estudiar la similitud en cuanto a la metilación de citosinas dentro 

de cada grupo analizado (diploide y tetraploide), los datos derivados de los 

experimentos de MSAP fueron utilizados para construir matrices de polimorfismos 

sensibles a metilación (MSP). Dichas matrices fueron generadas a partir de los 

marcadores que mostraron diferencias en el patrón de amplificación para una dada 

muestra digerida con EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI. En este tipo de polimorfismo los dos 

principales estado de metilación, hemi-metilación de la citosina externa y metilación 

completa de la citosina interna, observados como patrones 01 y 10 respectivamente, 

fueron codificados de la misma manera (1). Por lo que los sitios que presentaban 
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diferente tipo de metilación entre los genotipos fueron considerados como idénticos. 

Cuando no se detectó polimorfismo entre los productos EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI 

para una dada muestra, ya sea por la amplificación en ambas o la no amplificación de un 

dado fragmento, se codificó con cero (0). En la Figura 4 se muestran ejemplos de 

posibles patrones de amplificación en 3 muestras hipotéticas y la codificación de los 

marcadores MSP. 
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Figura 4. Esquema de patrón de bandas y codificación de los marcadores MSP 

(sensibles a metilación) 

Se utilizaron 200 y 186 marcadores del tipo MSAP para la construcción de la 

matriz MSP diploide y tetraploide, respectivamente. La estimación de la similitud entre 

las muestras se calculó empleando el coeficiente de Jaccard (Jaccard 1908) (ver 

Materiales y Métodos).  

En el grupo diploide, los coeficientes de similitud basados en los polimorfismos 

sensibles a metilación variaron entre 0,70 y 0,83, con un valor promedio de 0,76 (DS = 

0,05) (Tabla 3). El dendrograma generado mostró que los dos genotipos más similares 

fueron 3-Cay y 6-Cay (J = 0,833) (Figura 5). Los mismos provienen de la misma 

población natural y el agrupamiento resultó muy confiable ya que dicho nodo presentó 

un valor elevado de bootstrap (89 %). El genotipo Q4175, colectado en una población 
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natural del centro de Argentina ubicada a 150 Km de la población de 3-Cay y 6-Cay, 

agrupa con estos genotipos conformando un cluster con un moderado valor de boostrap 

(55,6 %). Por otro lado, Tifton 9, proveniente de una selección en EEUU se presenta 

aislado de este grupo, indicando que posee un patrón de metilación de citosinas 

diferente al resto de los diploides.  

Tabla 3. Matriz de similitud de MSP (Índice de Jaccard) entre los 4 genotipos diploides 

de P. notatum. 

 Tifton 9 Q4175 3-Cay 6-Cay 

Tifton 9 1,000    
Q4175 0,769 1,000   
3-Cay 0,710 0,754 1,000  
6-Cay 0,699 0,789 0,833 1,000 

 
 

55,6

89,0

55,6

89,0

 

Figura 5. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos sensibles a metilación 

(MSPs) dentro del grupo diploide de P. notatum. 

Un análisis similar se llevó a cabo con los genotipos pertenecientes al grupo 

tetraploide, en donde el coeficiente de similitud promedio fue de 0,52 (S = 0,04) (Tabla 

4). Los genotipos mas relacionados fueron Q4117 y Q4205 (J = 0,566), mientras que los 

mas distantes resultaron N160 y Q4188 (J = 0,463). A partir del análisis de 
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agrupamiento por el método de UPGMA se observó un grupo conformado por los 

genotipos Q4117, Q4205 y N160 (Figura 6). Sin embargo, dichos clusters no pudieron 

ser validados a través del procedimiento bootstrap ya que presentaron valores de 

probabilidades menores al 50 % y  por lo que no fueron incluidos en el dendrograma. 

Los nodos que no se repitieron con al menos la frecuencia establecida como límite (50 

%) se consideraron posiblemente aleatorios y no como una consecuencia de la 

asociación entre las variables observadas. 

Tabla 4. Matriz de similitud de MSP (Índice de Jaccard) entre los 4 genotipos 

tetraploides de P. notatum. 

 Q4188 Q4117 N160 Q4205 

Q4188 1,000    
Q4117 0,503   1,000   
N160 0,463  0,558   1,000  

Q4205 0,543  0,566  0,500  1,000 
 

 

Figura 6. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos sensibles a metilación 

(MSPs) dentro del grupo tetraploide de P. notatum. 

Por otro lado, el promedio de las similitudes entre genotipos derivadas de los 

MSP en los grupos diploide y tetraploide resultaron significativamente diferentes (t = 

9,06, p = 3,9 e-6). La menor similitud epigenética promedio y la ausencia de 
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agrupamientos confiables dentro del grupo tetraploide indicaría que el mismo es más 

variable en cuanto a los patrones de metilación de citosinas que el grupo diploide. 
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Figura 7. Marcadores MSAP de los 4 genotipos diploides (A) y 4 genotipos 

tetraploides (B) de P. notatum. Los patrones de amplificación fueron generados con la 

combinación de cebadores específicos EcoRI + AAG/HpaII-MspI +AGC (A) y EcoRI + 

AAT/HpaII-MspI +AGC (B). Las flechas indican marcadores correspondientes a: a) 

sitios CCGG no metilados monomórficos entre muestras, b) y c) sitios CCGG metilados 

(MSP) monomórficos y polimórficos entre muestras, respectivamente y d) sitios CCGG 

polimórficos insensibles a metilación (MIP). H = muestra digerida con el par de 

enzimas EcoRI/HpaII, M = muestra digerida con EcoRI/MspI 

A partir del análisis de 159 marcadores MSP comunes a los genotipos diploides 

y tetraploides (Figura 13) obtenidos con 10 combinaciones de cebadores selectivos, se 
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observó que 30 (18,9 %) de estos variaban su estado de metilación con el cambio del 

nivel de ploidía (Tabla 5). Veintitrés marcadores que mostraron un patrón de metilación 

idéntico en los 4 genotipos diploides cambiaron su estado de metilación en al menos 

uno de los genotipos tetraploides. Por otra parte, 7 marcadores MSP con el mismo 

patrón de metilación en los tetraploides modificaron su patrón en al menos uno de los 

diploides (Tabla 5). 

Tabla 5. Patrones y numero de marcadores MSP comunes a los grupos diploide y 

tetraploide de P. notatum que modificaron su estado de metilación con el nivel de 

ploidía. 
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El análisis de agrupamiento basado en la similitud epigenética entre pares de 

genotipos (Tabla 6) obtenida a partir de estos 159 marcadores comunes mostró a todos 

los genotipos diploides y la planta tetraploide Q4205 conformando un grupo, mientras 

que el resto de los genotipos tetraploides no conformaron un grupo definido y 

significativo (Figura 8). Este resultado indicaría que los citotipos diploides y Q4205 

compartirían un perfil de metilación de citosinas característico a pesar de la diferencia 
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en el nivel de ploidía y que el resto de los individuos tetraploides presentarían una 

estructura de metilación inespecífica. El análisis de bootstrap permitió validar el 

dendrograma formado y confirmó la asociación entre la estructura epigenética de los 

genotipos diploides y Q4205. 

Tabla 6. Matriz de similitud de MSP (Índice de Jaccard) entre todos los genotipos de P. 

notatum. 

 Q4188 Q4117 N160 Q4205 Tifton 9 Q4175 3-Cay 6-Cay 

Q4188 1,000        
Q4117 0,524 1,000       
N160 0,536 0,628 1,000      

Q4205 0,590 0,600 0,526 1,000     
Tifton9 0,520 0,583 0,532 0,681 1,000    
Q4175 0,500 0,565 0,534 0,626 0,779 1,000   
3-Cay 0,555 0,609 0,527 0,664 0,718 0,743 1,000  
6-Cay 0,543 0,622 0,543 0,637 0,739 0,759 0,873 1,000 
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Figura 8. Dendrograma obtenido a partir de los Polimorfismos Sensibles a Metilación 

(MSPs) derivados de los citotipos diploides y tetraploides de P. notatum. 

IV.1.3 Variación no-epigenética en los citotipos diploides y tetraploides 

Con el objetivo de balancear la variación detectada a partir de la metilación de 

sitios CCGG con la variación no-epigenética existente en el grupo de genotipos 
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analizados, la información generada a partir de los Polimorfismos Insensibles a 

Metilación (MIP) fue utilizada de manera similar a lo descripto anteriormente. Dichas 

matrices fueron construidas con los marcadores que presentaban el mismo patrón de 

amplificación para una dada muestra digerida con EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI, pero que 

diferían entre genotipos en cuanto a presencia/ausencia (Figura 9). Debido a que la 

ausencia de una banda de amplificación en ambas digestiones para un dado genotipo 

puede ser originada por la metilación completa del sitio blanco (CCGG) o por la 

ausencia del sitio (diferencias genéticas) se considera que el total de variación no-

epigenética estimada por este método estará subestimada. Consecuentemente, por esta 

limitación, las estimaciones derivadas de este análisis deben ser consideradas como 

mínimos. 

Figura 9. Esquema de patrón de bandas y codificación de los marcadores MIP 

(insensibles a metilación) 
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A partir de 283 marcadores MIP del grupo diploide obtenidos mediante 15 

combinaciones de cebadores selectivos se generó la matriz de similitud (Jaccard) y el 

dendrograma correspondiente (Tabla 7 y Figura 10). El coeficiente de similitud 

promedio dentro de grupo fue de 0,705 (S = 0,04). Este valor coincide con el rango de 

similitud genética identificado previamente para un grupo de genotipos diploides de la 

especie por Daurelio et al. (2004). Los genotipos 3-Cay y 6-Cay fueron los mas 
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relacionados (J = 0,775) lo que era de esperar ya que ambos derivan de la misma 

población natural. El dendrograma generado permitió la visualización de un grupo 

formado por 3-Cay, 6-Cay y Q4175, todos derivados del centro de Argentina, y el 

cultivar Tifton 9 proveniente de EEUU separado del mismo. Aunque el agrupamiento a 

partir de estos marcadores es similar al obtenido con los marcadores sensibles a 

metilación, en este caso el agrupamiento fue más robusto (73,5 % y 97 %). 

Tabla 7. Matriz de similitud de MIP (Índice de Jaccard) entre los 4 genotipos diploides 

de P. notatum. 

 Tifton 9 Q4175 3-Cay 6-Cay 

Tifton 9 1,000    
Q4175 0,688 1,000   
3-Cay 0,683 0,709 1,000  
6-Cay 0,668 0,710 0,775 1,000 

73,5

97,0

73,5

97,0

 

Figura 10. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos insensibles a 

metilación (MIPs) dentro del grupo diploide de P. notatum. 

Por otro lado, la similitud no-epigenética dentro del grupo tetraploide, estimada 

a partir de 332 marcadores MIPs reveló un coeficiente de similitud promedio de 0,630 

(S = 0,06) (Tabla 8). Este valor también coincidió con estimaciones previas acerca de 

las similitudes genéticas entre genotipos tetraploides de la especie que incluían los 
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genotipos utilizados en este trabajo (Espinoza et al. 2006). Con un apoyo moderado de 

bootstrap, los genotipos de reproducción apomíctica (Q4117 y N160) conformaron un 

grupo que resulto asociado al genotipo Q4205 (Figura 11).  

Tabla 8. Matriz de similitud de MIP (Índice de Jaccard) entre los 4 genotipos 

tetraploides de P. notatum. 

 Q4188 Q4117 N160 Q4205 
Q4188 1,000    
Q4117 0,572 1,000   
N160 0,540 0,692 1,000  

Q4205 0,648 0,674 0,672 1,000 
 

77,7

59,1

77,7

59,1

 

Figura 11. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos insensibles a 

metilación (MIPs) dentro del grupo tetraploide de P. notatum. 

El análisis de 215 marcadores insensibles a metilación (MIPs) comunes a los 

genotipos diploides y tetraploides (Figura 13) mostró resultados similares a los 

obtenidos independientemente para cada grupo en lo que respecta a valores de 

coeficientes de similitud y agrupamientos. El dendrograma generado resultó en la 

formación de un grupo conteniendo a los 4 genotipos diploides, y el otro a 3 de los 4 

genotipos tetraploides (Q4205, Q4117 y N160) (85,8 % de bootstrap) mientras que 
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Q4188 resultó separado de ambos (Tabla 9 y Figura 12). 

Tabla 9. Matriz de similitud de MIP (Índice de Jaccard) entre todos los genotipos de P. 

notatum. 

 Q4188 Q4117 N160 Q4205 Tifton 9 Q4175 3-Cay 6-Cay 

Q4188 1,000        
Q4117 0,572 1,000       
N160 0,507 0,681 1,000      

Q4205 0,648 0,671 0,689 1,000     
Tifton 9 0,524 0,628 0,594 0,656 1,000    
Q4175 0,536 0,587 0,606 0,641 0,659 1,000   
3-Cay 0,561 0,613 0,673 0,709 0,708 0,813 1,000  
6-Cay 0,613 0,605 0,639 0,706 0,684 0,778 0,897 1,000 
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61,3

95,5

97,4

85,8

61,3

95,5
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Figura 12. Dendrograma obtenido a partir de los polimorfismos insensibles a 

metilación (MIPs) derivados de los citotipos diploides y tetraploides de P. notatum. 

El agrupamiento entre Q4205, Q4117 y N160 no pudo ser validado mediante el 

análisis de aleatorización (bootstrap) ya que las probabilidades obtenidas fueron 

menores al 50 %. Sin embargo, este resultado demostró que el agrupamiento basado en 

marcadores MIP es capaz de diferenciar entre ambos niveles de ploidía, como se 

observó en trabajos anteriores de la especie llevados a cabo con marcadores de AFLP 

(Espinoza et al. 2006). 
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Figura 13. Marcadores MSAP generados en los 8 genotipos de P. notatum a partir de la 

combinación de cebadores específicos EcoRI + ATA /HpaII-MspI +AGC y EcoRI + 

ACC /HpaII-MspI +ACT. a y d marcadores insensibles a metilación (MIP), b y c 

marcadores sensibles a metilación. H = EcoRI/HpaII, M = EcoRI/MspI 

IV.1.4 Correlación entre las variaciones sensibles e insensibles a metilación 

de los citotipos diploides y tetraploides 

Para determinar si existe correlación entre la variación detectada a través de los 

polimorfismos sensibles a metilación y la variación no-epigenética determinadas 
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anteriormente para cada nivel de ploidía, las matrices de similitud MSP y MIP 

obtenidas para cada grupo fueron comparadas a través de la prueba de Mantel, mediante 

el programa NTSYSpc. El significado de las correlaciones fue evaluada con 1.000 

permutaciones. Dentro de cada nivel de ploidía la comparación de la matriz de 

polimorfismos sensibles a metilación con la matriz de polimorfismos insensibles a 

metilación resultaron correlacionados significativamente (MSPs(2x) vs. MIPs(2x) r = 

0.896, p = 0.04 y MSPs(4x) vs. MIPs(4x) r = 0.809 p = 0.035) (Figura 14). 
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Figura 14. Valores de correlación (r) entre matrices MSP vs. MIP y comparación de 

índices de similitud medios (T) derivados de los polimorfismos sensibles e insensibles a 

metilación de los genotipos diploides y tetraploides de P. notatum. 

IV.1.5 Evaluación de la metilación de citosinas como resultado de la 

tetraploidización en P. notatum  mediante experimentos de MSAP 

Con el objetivo de determinar la ocurrencia de cambios en los niveles y patrones 

de metilación como consecuencia del aumento en el nivel de ploidía en P. notatum se 
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analizaron mediante experimentos de MSAP los genotipos C4-2x (diploide) y su 

autotetraploide derivado C4-4x. Ambas plantas derivan del cultivo in vitro de una planta 

diploide en donde los callos obtenidos fueron tratados con colchicina. Secciones 

diploides y tetraploides de un mismo callo fueron seleccionadas por citometría de flujo 

y transferidas a un medio de regeneración donde se obtuvieron los genotipos C4-2x y 

C4-4x (Quarin et al. 2001) (Figura 1). 

A partir del empleo de 17 combinaciones de cebadores selectivos de MSAP, se 

generaron un total de 889 marcadores. El análisis de los patrones de amplificación 

indicaron que el 25,25 % y el 23,50 % de los sitios detectados, correspondieron a 

secuencias CCGG metilados para el genotipo C4-2x y C4-4x respectivamente (Tabla 

10). La comparación del total de bandas metiladas y no metiladas entre estos dos 

genotipos no mostró diferencias significativas (χ2 = 0,74, P = 0,3894). Sin embargo, 

cuando estos valores fueron incluidos en la comparación entre los sitios metilados 

previamente realizado sobre los genotipos diploides y tetraploides nuevamente se 

observaró diferencias significativas entre ambos grupos (χ2 = 17,42, P < 0,0001). 

Tabla 10. Proporciones relativas y porcentajes de secuencias CCGG metiladas en los 

genotipos C4-2x y C4-4x de P. notatum 

Sitios CCGG metilados 

Genotipo 
Bandas  

Totales 

Sitios CCGG 

no metilados 

Sitios 

Hemi-metilados 

(C externa) 

Sitios 

Full-metilados 

(C interna) 

Total 

C4-2x 887 663 (74,75%) 53 (5,98%) 171 (19,28%) 224 (25,25%) 

C4-4x 881 674 (76,50%) 41 (4,65%) 166 (18,84%) 207 (23,50%) 

Los marcadores obtenidos fueron clasificados en 5 grupos diferentes (Tabla 11 y 

Figura 15).  
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Tabla 11. Patrones y frecuencias de la metilación de citosinas de sitios CCGG en el 

genotipo diploide C4-2x y autotetraploide derivado C4-4x, obtenidos mediante 

marcadores MSAP.  

C4-2x C4-4x 

Clase 
EcoRI/HpaII EcoRI/MspI EcoRI/HpaII EcoRI/MspI 

Numero 

de 

bandas 

Bandas 

por 

clase 

% 

A + + + + 657 657 73,9 

B1 + - + - 39 

B2 - + - + 163 
202 22,7 

C1 + + - - 1 

C2 - - + + 2 

C3 + - - - 3 

C4 - + - - 4 

C5 - - + - 0 

C6 - - - + 0 

10 1,1 

D1 + - + + 11 

D2 - + + + 4 
15 1,7 

H1 + + + - 2 

H2 + + - + 3 
5 0,6 

“+”presencia de banda, “-”ausencia de banda 

La mayoría de los marcadores evaluados (73,9 %) correspondieron a fragmentos 

que mostraron un patrón monomórfico (bandas presentes en ambas digestiones) entre 

ambos genotipos (Clase A). Este tipo de bandas representa sitios CCGG no metilados 

que no sufrieron alteraciones luego de la tetraploidización. Por otro lado se detectaron 

marcadores correspondientes a secuencias metiladas (Clase B), hemi-metiladas en la 

citosina externa (B1) o completamente metiladas en la citosina interna (B2), que 

permanecieron invariables luego de la tetraploidización. Esta clase representó un 23 % 

del total de marcadores evaluados. La Clase C representa a todos los marcadores que 

presentaron variaciones asociadas a cambios en la secuencia blanco o cambios en su 
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estado de metilación como consecuencia de la tetraploidización. Estos polimorfismos 

indistinguibles entre sí por esta técnica representaron un 1,1 % del total de marcadores 

evaluados y podrían estar indicando un aumento de la metilación en el sitio blanco (C1, 

C3 y C4) o una demetilación (C2, C5 y C6) como consecuencia de la duplicación 

genómica. Muy interesante fue la identificación de otro grupo de marcadores, Clases D 

y H, que presentaban diferencias de metilación asociadas únicamente al cambio en el 

nivel de ploidía. Dentro de esta clase, la mayoría de los marcadores polimórficos 

resultaron de la demetilación tras el cambio del nivel de ploidía (Clase D, 1,7 %), 

mientras que el resto de los marcadores (Clase H, 0,6 %) se originaron a partir de la 

hiper-metilación del sitio blanco. En total estos cambios representaron un 2,3 % del 

total de sitios analizados. 

Estos resultados indican que al producirse un cambio en el nivel de ploidía en P. 

notatum aunque la mayoría de las secuencias metiladas permanecen invariables, existe 

una proporción de fragmentos que sufren cambios asociados a la tetraploidización. Esto 

podría estar relacionado a la represión/desrepresión de genes para adecuarse a un 

entorno poliploide y/o a la activación/inactivación de transposones luego de la 

duplicación. 
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Figura 15. Marcadores MSAP a partir del genotipo C4-2x y su autotetraploide derivado 

C4-4x. Las flechas indican el tipo de marcador especificado en la Tabla 11. 

IV.1.6 Análisis de las secuencias MSAP 

Con el objetivo de determinar las secuencias nucleotídicas de los marcadores de 

MSAP analizados, 14 fragmentos representando diferentes tipos de alteraciones en el 

patrón de metilación fueron clonados y secuenciados (Tablas 12 y 13, Anexo B). En 

promedio 327 pb fueron secuenciados por fragmento, con un mínimo de 185 bp y un 

máximo de 482 bp. El análisis de secuencia se llevó a cabo con los marcadores que 

mostraron al menos un 95 % de homología entre 3 clones de un mismo inserto, 

determinado a través de la opción “Blast 2 sequences” del NCBI (www.ncbi.org) y/o 
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del programa Sequencher 3.1.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).  

IV.1.6.1 Caracterización de fragmentos derivados de Q4118 y Q4117 

Los tipos de polimorfismos seleccionados para este análisis, las homologías 

(NCBI), la anotación funcional y número de alineamientos (hits) en el genoma de arroz 

de 9 secuencias derivadas de los genotipos tetraploides Q4188 (sexual experimental) y 

Q4117 (apomíctico natural) se muestran en la Tabla 12. 

Análisis de secuencias de fragmentos co-migrantes en Q4188 y Q4117: 

En primer lugar se analizaron secuencias provenientes de sitios no metilado (patrón 

1111) en Q4188 y Q4117 (A7 y A9). Las mismas fueron evaluadas con el fin de 

analizar la homología entre bandas co-migrantes en el gel. Las tres secuencias del 

marcador 7 y las tres secuencias del marcador 9 presentaron un 98 % de identidad entre 

si y alinearon (Blastn) con  un clon del cromosoma 2 de Solanum lycopersicum 

(C02SLe0056J10). El análisis de estas secuencias en la base de datos TIGR (A. 

thaliana) (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/) arrojó una homología significativa con un 

segmento del gen de enzima Fosfoetanolamina N-metiltransferasa involucrada en un 

paso limitante de la síntesis de novo de la fosfatidilcolina, uno de los principales 

fosfolípidos de membrana (E = 0.024, P = 0.024). El análisis de BLAST en el genoma 

de arroz (Gramene) mostró 90 hits en la especie. Este resultado indicó que los 

fragmentos co-migrantes de ambos genotipos resultaron homólogos entre si y que este 

sitio no metilado correspondió a una secuencia génica. 
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Tabla 12. Análisis de secuencias de marcadores MSAP obtenidos a partir de los 

genotipos tetraploides Q4188 y Q4117 de P. notatum 

Patrón 
Nombre 

Marcador 
Tamaño 

(bp) 
Blastn  

(NCBI)1 
Valor E Anotación2 

Hits en 
 arroz3  

 
 

A7a 

 

 
 

A 
(1111) 

A9b 

484 
 

gb|AC232774.1| Solanum 

lycopersicum chromosome 
2 clone C02SLe0056J10. 
 

5e-4 
 

At1g73600 68414.t07798 
phosphoethanolamine N-
methyltransferase 3, 
putative (NMT3) strong 
similarity to SP|Q9FR44 
Phosphoethanolamine N-
methyltransferase 1 (EC 
2.1.1.103) (PEAMT 1) 
(AtNMT1) {Arabidopsis 

thaliana} 
E = 0.024, P = 0.024 

90 
 

B 
(0101) 

B11a 389 No Hit - - 0 

C 
(1010) 

C19a 185 

ref|XM_002440910.1| 
Sorghum bicolor 
hypothetical protein. GENE 
ID: 8084727 
SORBIDRAFT_09g01782
1 

2e-30 - 0 

D 
(1100) D3a 403 

emb|AM479609.1|  Vitis 

vinifera contig 
VV78X007059.3  

4e-3 - 8 

E 
(0011) 

E8b 382 

dbj|AP002902.2 Oryza 

sativa Japonica Group 
genomic DNA, 
chromosome 1, PAC clone: 
P0492F05. 

5e-21 

ORSiTEMT00100011 
gi|6979318|nt226750-
227095 Repeat_region 
from: Oryza sativa adh1-

adh2 region, MITE, Tourist.
E = 5.4e-07, P = 5.4e-07 

1103 

F16a 282 

gb|GQ353528.1|  Zea mays 
subsp. mays cultivar 
622219-CN-21 ADP-
glucose pyrophosphorylase 
small subunit (bt2) gene, 
partial cds. 

4e-8 

At4g02780 68417.t00347 
copalyl diphosphate 
synthase / CPS / ent-
kaurene synthetase A 
(GA1) identical to 
GI:571330 [PMID: 
7994182]; formerly called 
ent-kaurene synthetase A. 
E = 0.28, P = 0.25 

121 

F 
(0100) 

F18a 332 

dbj|AP008212.1| Oryza 
sativa (japonica cultivar-
group) genomic DNA, 
chromosome 6. Intronic 
region. 

3e-05 - 11 

G 
(0111) 

G17a 280 

ref|XM_002441819.1| 
Sorghum bicolor 
hypothetical protein. GENE 
ID: 8079847 
SORBIDRAFT_08g00378
0 

3e-89 

LOC_Os12g06380. 
Transposon protein, 
putative, unclassified, 
expressed.  
E = 9e-38  

3 

a Q4188, b Q4117  .1 NCBI (Blastn) (www.ncbi.org), 2 Según Gramene 
(www.gramene.org), NCBI (Blastx) o TIGR (www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/), 3Gramene. 
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Análisis de secuencias de sitios igualmente metilados en Q4188 y Q4117 (patrones 

0101, 1010): 

Se incluyeron en el análisis secuencias de marcadores indicativos de sitios 

igualmente metilados en ambos genotipos (marcadores B11 y C19). El fragmento B11 

derivó de un sitio completamente metilado en la citosina interna (presente solo en 

EcoRI/MspI) y el fragmento C19 fue generado a partir de una hemi-metilación de la 

citosina externa (presente solo en EcoRI/HpaII). El análisis del fragmento B11 no arrojó 

homologías significativas en ninguna de las bases de datos analizadas, mientas que el 

marcador C19 mostró una elevada homología de secuencia (2e-30) con una proteína 

hipotética de Sorghum bicolor indicando que se trataría de una región codificante. 

Análisis de secuencias que mostraron polimorfismos entre Q4188 y Q4117 (patrones 

1100, 0011 y 0100): 

Se analizaron las secuencias de marcadores que mostraron polimorfismos entre 

ambos genotipos. Estas diferencias corresponderían a cambios en las secuencias 

nucleotídicas de las regiones blanco de las enzimas empleadas en la generación de los 

MSAP o a cambios en los patrones de metilación entre ambos genotipos. El marcador 

D3 corresponde a un fragmento no metilado del genotipo sexual (Q4188), que está 

ausente en el genotipo apomíctico Q4117. El marcador E8 representa al patrón inverso, 

es decir un fragmento no metilado en Q4117 y ausente en Q4188. Los análisis de 

secuencias mostraron que el marcador D3 alineó con un clon de Vitis vinifera 

(AM479609.1) aunque no mostró homología con genes conocidos. Por su parte, el 

marcador E8 alineó con un clon del cromosoma 1 de arroz y mostró homología con un 

transposón de la clase MITE (“Miniature Inverted-repeats Transposable Elements”), 

tipo Tourist. Los MITEs son pequeños transposones de DNA sin capacidad codificante, 
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presentes en un elevado número de copias en la mayoría de los genomas, y 

específicamente los de tipo Tourist son los elementos transponibles más abundantes 

asociados con los genes de las plantas (Wessler et al. 1995). 

Dentro de los marcadores MSAP en los que no es posible distinguir entre la 

metilación completa del sitio y una variación en la secuencia de ADN se incluyeron los 

marcadores F16 y F18. Ambos corresponden a fragmentos provenientes de sitios 

presentes (metilados) en Q4188 y ausentes Q4117. El marcador F16 presentó 

homología de secuencia con una porción del gen bt2 correspondiente a la subunidad 

menor de la ADP-glucosa pirofosforilasa de maíz, mientras que el marcador F18 lo hizo 

con ADN genómico de arroz. El marcador F16 fue asociado funcionalmente con el gen 

de la copalil difosfato sintasa (CPS)/ent-kaureno sintasa (KS) de A. thaliana, ambas 

enzimas involucradas en la biosíntesis de las gibelerinas.  

Análisis de secuencias diferencialmente metiladas en Q4188 y Q4117 (patrón 0111): 

El marcador G17 representa un ejemplo de marcadores que indican sitios 

diferencialmente metilados entre ambos genotipos. En este caso se observa que mientras 

en la planta Q4188 se encuentra metilado, en Q4117 se encuentra demetilado. El 

análisis de secuencia mostró un alineamiento con una hipotética proteína de Sorghum 

bicolor, mientras que la anotación funcional en TIGR mostró una homología 

significativa con una proteína de un transposón de arroz, aunque solo 3 hits fueron 

detectados en esta especie en la base de datos de Gramene.   

IV.1.6.2 Caracterización de fragmentos derivados de C-2x y C4-4x 

Un análisis similar a lo descripto anteriormente se llevó a cabo con 5 fragmentos 

generados a partir de los genotipos sexuales C4-2x y C4-4x con el objetivo de 

determinar el tipo de secuencias detectadas con los marcadores MSAP en este sistema 
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experimental diploide-tetraploide. El tipo de marcador analizado, su anotación funcional 

y el número de hit en el genoma de arroz se muestran en la Tabla 13. 

Tabla 13. Análisis de secuencias de marcadores MSAP con diferentes patrones de 

amplificación entre los genotipos C4-2x y C4-4x de P. notatum 

Patrón 
Nombre 

Marcador 
Tamaño 

(bp) 
Blastn  

(NCBI)1 
Valor  

E 
Anotación2 

Hit en  
arroz 3  

A 
(1111) 

A23a 360 

gb|AC130732.2| Oryza 

sativa Japonica Group 
chromosome 5 clone 
P0708D12. 

4e-3 - 115 

B 
(0101) 

B26b 315 

gb|AC134926.3| Oryza 

sativa Japonica Group 
chromosome 11 clone 
OSJNBb0056I10. 

6e-13 

LOC_Os03g39210 
Retrotransposon 
protein, putative, 
unclassified.  
E = 3e-14 

123 

E 
(0011) 

E32b 270 

emb|AM432369.2| Vitis 

vinifera contig 
VV78X056203.22. 
Intronic Region 

1e-2 

At3g04910 
68416.t00482 protein 
kinase family protein 
contains protein 
kinase domain, Pfam: 
PF00069. 
E = 0.0079, P = 
0.0078 

7 

G43a 437 
emb|AM428644.2|  Vitis 

vinifera contig 
VV78X098338.8. 

0.057 - 0 

G 
(0111) 

 
G44b 462 

gb|AC108498.2| Oryza 
sativa Japonica Group 
chromosome 5 clone 
OJ1076_H08. 

2e-13 

LOC_Os05g12550.1 
Retrotransposon, 
putative, centromere-
specific. 
E = 1.2e-18 

35 

a C4-2x, b C4-4x. 1NCBI (Blastn) (www.ncbi.org), 2 Según Gramene 
(www.gramene.org), NCBI (Blastx) o TIGR (www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/), 3Gramene. 

Análisis de secuencias de sitios no metilados en C4-2x y C4-4x (patrón 1111): 

El marcador A23, proveniente de sitios no metilados en C4-2x y C4-4x, mostró 

un alineamiento con un clon del cromosoma 5 de arroz (P0708D12) y no fue posible 

asignarle una anotación funcional a través de las bases de datos utilizadas. Sin embargo, 

el análisis de Blast en el genoma de arroz (Gramene) mostró 115 alineamientos lo cual 

podría corresponder a una región repetitiva.  
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Análisis de secuencias de sitios igualmente metilados en C4-2x y C4-4x (patrón 

0101): 

El análisis de secuencia del marcador B26, el cual es indicativo de un sitio 

igualmente metilado en los dos niveles de ploidía, mostró un alineamiento con 

secuencias del cromosoma 11 de arroz (clon OSJNBb0056I10) y una alta homología 

con un retrotransposón de arroz. En este caso, la secuencia mostró también un número 

relativamente alto de hits en arroz, confirmando su posible anotación funcional.   

Análisis de secuencias que mostraron polimorfismos entre C4-2x y C4-4x (patrón 

0011): 

El marcador E32 muestra un polimorfismo derivado de una variación en la 

secuencia entre los genotipos C4-2x y C4-4x o de una demetilación del sitio blanco en 

el genotipo C4-4x luego de la tetraploidización. El análisis de secuencia mostró un 

alineamiento con una región intrónica de Vitis vinifera (AM432369.2) y una posible 

anotación funcional con una enzima del tipo proteína quinasa de A. thaliana 

(At3g04910). A pesar de que el patrón de este marcador no permite distinguir entre una 

variación genética y variación epigenética del sitio detectado, al tratarse de una región 

codificante este caso podría representar una demetilación de una proteína quinasa en el 

genotipo tetraploide. 

Análisis de secuencias diferencialmente metiladas en C4-2x y C4-4x (patrón 0111) 

La caracterización de los fragmentos G43 y G44 revela diferencias en sitios 

metilados relacionados con el nivel de ploidía. Los mismos mostraron homología con 

clones de Vitis vinifera (emb|AM428644.2|) y arroz (gb|AC108498.2|), 

respectivamente. El fragmento G44 mostró además una anotación funcional relacionada 

con un retrotransposón de arroz  (LOC_Os05g12550.1). El patrón de MSAP observado 
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indica que esta región genómica fue demetilada luego de la tetraploidización.   

IV.1.6.3 Análisis de restricción de los fragmentos secuenciados 

La identificación de los cebadores específicos en los extremos de las secuencias 

analizadas permitió determinar que de las 14 secuencias, 13 resultaron de hetero-

digestiones EcoRI - HpaII/MspI correspondientes a marcadores MSAPs (Figura 16). 

Solo en una de las secuencias obtenidas (A23a) no fue posible confirmar su origen ya 

que no se identificó el cebador HpaII/MspI. Por otro lado todas las secuencias fueron 

sometidas a un análisis in sílico de sitios de restricción utilizando la opción CUT MAP 

del programa Sequencher. En ningún caso se detectaron sitios internos CCGG que no 

hubieran sido digeridos por el par HpaII/MspI durante la preparación del ADN 

genómico para la generación de los marcadores. Este resultado indica que todos los 

sitios blancos de las enzimas sensibles a la metilación fueron clivados y por lo tanto las 

proporciones de metilación estimadas en los estudios anteriores son altamente  

confiables.  

 

Figura 16. Alineamiento de las 3 secuencias analizadas derivadas del fragmento F16a y 

cebadores EcoRI y HpaII/MspI (Sequencher) 

IV.1.7 Localización de marcadores MSAP en el genoma de Paspalum 

notatum 

Con el objetivo de estudiar la distribución de un grupo de marcadores MSAP en 

mapa de ligamiento genético al nivel tetraploide de P. notatum, se analizó la 

segregación de los polimorfismos presentados por estos fragmentos en una población de 
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mapeo segregante por el modo de reproducción. Debido a que la población de mapeo es 

una familia F1 derivada del cruzamiento de dos genotipos tetraploides altamente 

heterocigotos, se esperan distintas configuraciones alélicas para los diferentes loci 

examinados (Ritter et al. 1990). Los marcadores MSAP se analizaron con los datos 

obtenidos a partir de una muestra de la población de mapeo constituida por 10 

individuos de reproducción apomíctica y 10 individuos caracterizados como de 

reproducción sexual. Se analizaron 6 combinaciones de cebadores de MSAP (E31-

HM1, E33-HM3, E31-HM3, E34-HM3, E34-HM5 y E40-HM6) (Anexo A). Para cada 

una de ellas se determinó la presencia de: a) marcadores maternos: fragmentos 

segregantes provenientes exclusivamente del progenitor femenino (Q4188) y b) 

marcadores paternos: fragmentos provenientes exclusivamente del progenitor 

apomíctico (Q4117). Cada marcador fue clasificado en función del estado de metilación 

del sitio correspondiente mediante la comparación del patrón de amplificación generado 

a partir de ambas digestiones (EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI) de cada planta F1. Los 

marcadores que mostraron patrones del tipo 01 o 10 segregantes en la muestra de la 

población se consideraron como epialelos. Los que mostraron un patrón 11 o 00 fueron 

considerados como marcadores no epigenéticos o insensibles a metilación ya que la 

doble ausencia del marcador puede derivar de un cambio en la secuencia. 

En total se identificaron 9 marcadores maternos, de los cuales 2 fueron 

clasificados como epialelos y 7 como insensibles a metilación, respectivamente. Por 

otro lado los marcadores paternos segregantes fueron 11, con 5 epialelos y 6 insensibles 

a metilación. Se determinó la relación de segregación por presencia/ausencia de cada 

locus comparando la segregación observada con la segregación esperada (tanto para 

herencia tetrasómica como disómica) para un alelo en dosis simple (ADS, Aaaa x aaaa) 

1:1 (Tabla 14).  
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Tabla 14. Análisis de segregación de los marcadores MSAP, sensibles (S) e insensibles 

(I) a metilación. 

Marcador Nombre n Presentes Ausentes χχχχ
2 

1:1 
P 

asociada 

S333m 19 8 11 0,47 0,491 
S345b 20 7 13 1,80 0,180 
I331a 20 9 11 0,20 0,655 
I331b 20 9 11 0,20 0,655 
I4061 19 13 6 2,58 0,108 
I4062 17 9 8 0,06 0,808 
I345a 20 18 2 12,80 0,000 
I345c 20 13 7 1,80 0,180 

Materno 
(Q4188) 

I345d 20 9 11 0,20 0,655 
S333p 18 10 8 0,22 0,637 
S331 20 11 9 0,20 0,655 

S406b 18 12 6 2,00 0,157 
S345a 20 11 9 0,20 0,655 
S345c 20 13 7 1,80 0,180 
I406a 19 15 4 6,37 0,012 
I406c 19 17 2 11,84 0,001 
I406d 19 5 14 4,26 0,039 
I406e 19 7 12 1,32 0,251 
I406f 19 16 3 8,89 0,003 

Paterno 
(Q4117) 

I345b 20 14 6 3,20 0,074 

 

Tabla 15. Ubicación de los marcadores moleculares MSAP generados en la población 

de mapeo de Paspalum notatum tetraploide. 

Polimorfismo Progenitor Marcador 
Grupo de 

Ligamiento 

Lod 

S333m F1a 5,7 
Q4188 

S345b F5a 5,7 
S333p M3b 3,2 
S331 M3b 3,2 

S406b no ligado - 
S345a no ligado - 

Sensible a 

Metilación 
Q4117 

S345c M9a 3,2 
I331a no ligado - 
I331b F3c 6,0 
I4061 F9a 4,0 
I4062 F6a 5,1 
I345c F1a 2,9 

Q4188 

I345d no ligado - 
I406d M4 2,1 
I406e M18b 2,7 

Insensible a 
Metilación 

Q4117 
I345b no ligado - 
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Del total de marcadores analizados, 16 segregaron de acuerdo al modelo 

esperado. Los mismos fueron localizados en los respectivos mapas de ligamiento 

desarrollados por Stein et al. (2007) mediante la utilización del programa 

Mapmaker/Exp versión 3.0 (Lander et al. 1987) (Tabla 15, Figuras 18 y 19). En la Tabla 

15 se indica el grupo de ligamiento con el cual agrupo cada marcador y su respectivo 

valor de LOD y en la Figura 17 se muestra el patrón de segregación obtenido con la 

combinación de cebadores E40-HM6 (Anexo A). 
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Figura 17. Amplificación MSAP con la combinación E40-HM6 de los progenitores y 

una muestra de la población segregante. Las flechas en rojo y en verde indican los 

marcadores segregantes sensibles e insensibles a la metilación.  
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Figura 18. Localización de marcadores MSAP en los grupos de ligamiento genético del 

progenitor femenino (Q4188). En rojo y en verde se muestran los marcadores sensibles 

e insensibles a metilación respectivamente 
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Figura 19. Localización de marcadores de MSAP en los grupos de ligamiento genético 

del progenitor masculino (Q4117). En rojo y en verde se indican los marcadores 

sensibles e insensibles a metilación respectivamente. 
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IV.2 Estudio del estado de metilación de la región responsable de la aposporía en 

Paspalum notatum  

IV.2.1 Experimentos de RFLP con enzimas sensibles a metilación y sondas 

específicas de la región responsable de la aposporía 

A partir de la construcción de un mapa de ligamiento genético de Paspalum 

notatum al nivel tetraploide realizado dentro de este grupo de trabajo (Stein et al. 2007) 

se localizó el grupo de ligamiento que contiene el/los factores determinantes de la 

aposporía en la especie. En este grupo se identificaron 12 marcadores moleculares de 

AFLP, 2 marcadores de RAPD y 1 marcador de RFLP completamente ligados al 

carácter (Figura 20). En esta figura los nombres de los marcadores de AFLP y la 

distancia de mapeo en cM (Kosambi) se muestran a la derecha e izquierda, 

respectivamente. El análisis de ligamiento se realizó usando el programa MAPMAKER 

3.0 a LOD score = 4.0 y un valor máximo de recombinación de 0.39. Este sector del 

genoma mostró una fuerte supresión de la recombinación y apareamiento preferencial 

de cromosomas (Stein et al. 2004, Stein et al. 2007). 

En este trabajo de tesis se utilizó la misma población de mapeo F1 segregante 

por el modo de reproducción utilizada por Stein et al. (2007), la cual fue obtenida a 

partir del cruzamiento entre la planta experimental tetraploide sexual como progenitor 

femenino, Q4188 y el genotipo apomíctico natural, Q4117. Con el objetivo de 

determinar el estado de metilación de la región genómica relacionada con el apo-locus 

se llevaron a cabo experimentos de RFLP involucrando enzimas sensibles a metilación 

(HpaII y MspI) y las sondas M3 y C1069 que generan marcadores específicos de esa 

región del genoma (Stein et al. 2004). Asimismo se utilizaron enzimas insensibles a 

metilación como controles de los patrones de hibridación de ambas sondas. 
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Figura 20. M17a: Grupo de ligamiento paterno donde se localiza el locus responsable 

de la aposporía (grupo-apo). M17b cromosoma homólogo con marcadores ligados en 

fase de repulsión (tomado de Stein et al. 2007). 

El clon M3, deriva de un marcador de AFLP (e36m37c*) de 110 bp que mostró 

homología de secuencia con un  retrotransposón del tipo “Ty1-copia subclass” de arroz. 

El clon C1069 genera un marcador 100 % ligado a la aposporía en P. notatum, P. 

simplex y P. mallacophylum (Martínez et al. 2003, Pupilli et al. 2004). Una parte de este 

clon presenta homología con una transposasa. En primer lugar se realizaron 

experimentos de hibridación contra el ADN de los genotipos Q4118 y Q4117. La 

hibridación del clon M3 con el ADN genómico de ambos genotipos parentales digeridos 

con las enzimas insensibles a la metilación del ADN (EcoRI y HindIII) mostraron un 

patrón de hibridación característico de un sector repetitivo, aunque se observaron 

algunas bandas discretas que mostraron polimorfismos entre Q4188 y Q4117 (Figura 

21). Un patrón de hibridación similar se observó con el ADN digerido con  las enzimas 

sensibles a metilación (HpaII y MspI). Para cada genotipo, el mismo mostró ser 

polimórfico entre el par de isoesquizómeros indicando que la región homóloga 

detectada se encuentra metilada. Cuando se compararon los perfiles de hibridación entre 
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los genotipos parentales Q4188 y Q4117 se observó un patrón de bandas similar entre 

ellos, indicando que el estado de metilación de este locus en particular es el mismo en 

ambos genotipos (Figura 21). 

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q4188 Q4117

EcoRI HindIII HpaII MspI HpaII MspI

M3

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q4188 Q4117

EcoRI HindIII HpaII MspI HpaII MspI

M3

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q4188 Q4117

EcoRI HindIII HpaII MspI HpaII MspI

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q
4
1
8
8

Q
4
1
1
7

Q4188 Q4117

EcoRI HindIII HpaII MspI HpaII MspI

M3

 

Figura 21. Experimento de RFLP con el clon M3 y ADN de Q4188 y Q4117 digeridos 

con las enzimas EcoRI, HindIII, HpaII  y MspI. Las flechas verdes indican 

polimorfismos genéticos entre las muestras. 

La hibridación con el clon C1069 sobre el ADN digerido con EcoRI y HindIII 

mostró un número de bandas discretas (indicativas de una secuencia de bajo número de 

copias) y se identificaron los marcadores de RFLP completamente ligados al carácter 

reportados previamente (Martínez et al. 2003, Stein et al. 2004) (Figura 22).                                      

La hibridación con el ADN digerido con HpaII y MspI, al igual que el caso anterior, 

mostró diferencias entre isoesquizómeros en ambos genotipos confirmando la 

metilación del sitio. A diferencia del resultado obtenido con el clon M3 en este caso se 

observaron polimorfismos entre los genotipos, indicando que los sectores homólogos 

presentan diferencias en la metilación de citosinas. Los mismos representaron sitios 

metilados en el genotipo parental femenino (Q4188) y demetilados en el genotipo 
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parental masculino (Q4117) (este último estado determinado por la presencia de banda 

en ambas digestiones). 
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Figura 22. Experimento de RFLP con el clon C1069 y ADN de Q4188 y Q4117 

digeridos con las enzimas EcoRI, HindIII, HpaII  y MspI. Las flechas rojas y verdes 

indican polimorfismos epigenéticos y genéticos, respectivamente.  

Para determinar si los polimorfismos de metilación revelados entre los genotipos 

parentales estaban asociados con la aposporía, se llevaron a cabo experimentos de 

segregantes en grupos (Bulk Segregant Análisis o BSA) (Paran y Michelmore 1993) 

empleando el par de isoesquizómeros sensibles a metilación (HpaII y MspI) y progenies 

F1 sexuales y apospóricas derivadas de ambos. El BSA se realizó incluyendo 10 

individuos sexuales y 10 apomícticos de la población segregante, generando así dos 

grupos contrastantes por el modo de reproducción. De esta manera, en cada grupo 

analizado, el fondo genético se homogeneizó quedando como diferencial la región 

genómica correspondiente al tipo de reproducción.  

La hibridación con el clon M3 nuevamente mostró un patrón que consistió en 

bandas inespecíficas de alto peso molecular y una serie de bandas discretas de menor 

peso molecular. La comparación entre los grupos sexual y apomíctico no mostró 
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polimorfismos asociados a la metilación del ADN (Figura 23). Cabe destacar que se 

observaron dos bandas de bajo peso molecular presentes en las digestiones (HpaII y 

MspI) del bulk apomíctico que no estaban presentes en el parental apomíctico. 

 

Figura 23. Experimento de RFLP con el clon M3 con ADN de Q4188, Q4117 Bulk 

sexual (SB) y Bulk apo (AB) digeridos con las enzimas HpaII y MspI. PM: Marcador 

de peso molecular (λ EcoRI/HindIII). A: Gel de agarosa teñido con bromuro de 

etidio.B: Autoradiografía de la membrana luego de 12 h de exposición. 

Un análisis similar fue llevado a cabo con el clon C1069. La comparación de los 

patrones de hibridación de C1069 sobre los grupos mostró la presencia de tres 

marcadores indicativos de sitios metilados en el sexual y demetilados en el grupo 

apomíctico (Figura 24). Los marcadores a y b (1,8 Kpb y 0,125 Kpb, respectivamente) 

presentaron un patrón 0111, indicativo de secuencias que presentaban metilación de la 

citosina interna en el grupo sexual y que se encuentran demetiladas en el grupo 

apomíctico. Por otro lado, se observó otro sitio demetilado en el grupo apomíctico de 

0,5 Kpb identificado a través de un patrón de bandas 0011 (c) y sitios igualmente 

metilados en ambos grupos, marcadores de 3,5 Kpb y 0,8 Kpb (d y e). 
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Figura 24. Experimento de RFLP con el clon C1069 con ADN de Q4188, Q4117, bulk 

sexual (SB) y bulk apo (AB) digeridos con las enzimas HpaII y MspI. A: Gel de agarosa 

teñido con bromuro de etidio. B: Autoradiografía de la membrana luego de 12 h de 

exposición. 

Para corroborar estos resultados se realizaron experimentos de hibridación con el 

clon C1069 incluyendo todos los individuos que conformaban los grupos (debulk) 

(Figura 25). Los patrones de hibridación de cada individuo F1 se compararon con los 

patrones detectados previamente en los genotipos parentales y en los bulks (Figuras 22 y 

24). El marcador de 1,8 Kpb (banda a) con patrón 01 (sexuales) 11 (apomícticos) se 

reprodujo en 9/10 progenies apomícticas indicando una metilación diferencial asociada 

al modo de reproducción. La banda con ese mismo patrón de hibridación pero de menor 

PM (0,125 Kpb) (banda b) observada en los bulks (y no en los genotipos parentales) no 

pudo ser asociada al modo de reproducción debido a que la misma solo se observó en 

uno de los individuos apomícticos (F1 71). Este patrón de hibridación inespecífico pudo 

ser debido a una degradación del ADN. Por otro lado, el marcador indicativo de un sitio 

demetilado en el grupo apomíctico (0,5 Kpb, patrón 0011, banda c) se reprodujo en 

todas las progenies apomícticas, indicando un estado de metilación específico para los 
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genotipos con este tipo de reproducción. En la Figura 26 se presenta un esquema de los 

patrones de hibridación característicos de la sonda C1069 con los genotipos sexuales y 

apomícticos. 

 

Figura 25. Experimento de RFLP con el clon C1069 y ADN de Q4188, Q4117, 10 

progenies sexuales y 10 progenies apomícticas (*) digeridos con las enzimas HpaII (H) 

y MspI (M). 
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Figura 26. Esquema indicando los patrones de hibridación característicos de los 

parentales (Q4188 y Q4117) y los individuos F1 segregantes por el modo de 

reproducción con la sonda C1069. 

IV.3 Identificación de factores genéticos relacionados físicamente con la 

aposporía  

IV.3.1 Caracterización molecular de factores genéticos relacionados con la 

aposporía 

A partir de estudios previos sobre la localización y herencia de genes 

relacionados con la apomixis en razas tetraploides de P. notatum se construyó el primer 

mapa genético marco para esta especie y se identificó el grupo de ligamiento donde se 

localiza el locus responsable de la aposporía (Stein et al. 2007). En este, se identificaron 

varios marcadores de AFLP completamente ligados a la región que controla la 

aposporía (Tabla 16 y Anexo C). Estos marcadores constituyeron el punto de partida 

para el desarrollo de marcadores tipo SCAR (“Sequence Characterized Amplified 

Region”) y la identificación de secuencias físicamente asociadas a la región responsable 

de la aposporía en la especie mediante una estrategia de caminata cromosomal.  
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Tabla 16. Caracterización molecular de marcadores de AFLP completamente ligados a 

la aposporía en P. notatum 

Marcador Tamaño Blastn NCBI Blastn Gramene Blastn TIGR* 

J5 207 bp 

gb|AC231617.2| Zea mays 
BAC clone CH201-190G15 
from chr. 8.  
E: 6e-04 

2 Hits (E < 1) 
 

ORSiTERT00200067 
gi|4512226|dbj|AB014738.1|A
B014738 Oryza sativa gypsy-
type retrotransposon RIRE3 
DNA, internal region. E: 0.43 

J7 115 bp s.h 

9 Hits (E < 1) 
 
Intrón de 

LOC_Os06g24980 
transposon protein 
putative CACTA, 
En/Spm subclass.  
 

At1g08320 68414.t00819 bZIP 
family transcription factor 
contains Pfam profile: 
PF00170 bZIP transcription 
factor. E: 0.28 

U14 91 bp s.h 

1 Hits (E < 10) 
 
LOC_Os09g20250.1 
retrotransposon 
protein, putative, Ty1-
copia subclass. 

s.h 

U16 176 bp s.h n.h 

At4g00650 68417.t00080 
FRIGIDA protein identical to 
Swiss-Prot:Q9FDW0 
FRIGIDA protein [Arabidopsis 
thaliana]. E: 0.50 

M3 87 bp 

gb|AF434192.1|  Zea mays 
line LH82 transposon Ins2, 
YZ1 (yz1) gene, YZ1-LH82 
allele, complete cds; tRNA-
Phe (trnF) gene, complete 
sequence; retrotransposon 
Machiavelli Gag and Pol 
(gag/pol) gene, complete cds; 
and retrotransposon-like 
Ozymandias and MITE 
Gnat1, complete sequence. 
E: 7e-16 

193 Hits (E < e-06) 
 
LOC_Os02g09870.1 
Retrotransposon 
protein, putative, Ty1-
copia subclass. 
 
 

ORSiTERTOOT00019 
alulu_36I5-1 Rice Fourf 
retrotransposon. E: 2.1e-06 

C5 96 bp 

gb|AC135233.19| Medicago 

truncatula clone mth2-14c14, 
complete sequence.  
E: 3e-02 

1 Hits (E < 1) 
 
Intrón de 
LOC_Os05g37830 
expressed protein. 

s.h 

I3 279 bp s.h n.h n.h 

* Arabidopsis thaliana Blast Search o TIGR Plant Repeat Database (www.jcvi.org)  
s.h: sin homología; n.h: ningún hit 

De la totalidad de los fragmentos ensayados 7 pudieron aislarse y reamplificarse 

de manera exitosa. Luego del clonado en el vector pGEM-Teasy (Promega, USA), todos 

los framentos fueron secuenciados por Macrogen, Corea. Los análisis de secuencia 

mostraron que el fragmento M3 presentó homología significativa con un 
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retrotransposón de maíz. Aunque con menor significancia los fragmentos J5, J7, U14 

también mostraron homologías con proteínas de transposones o retrotransposones. El 

fragmento U16 mostró homología con un segmento de la proteína FRIGIDA (FRI) de 

Arabidopsis thaliana. Esta proteína está involucrada en la regulación del tiempo de 

floración regulando positivamente al represor FCL (“Flowering Locus C”) (Johanson et 

al. 2000). El fragmentos C5 mostró homología con una secuencia intrónica de una 

presunta proteína y el fragmento I3 no mostró homología significativa con secuencias 

anotadas en las bases de datos utilizadas (Tabla 16). 

IV.3.2 Desarrollo de marcadores SCAR 

Sobre la base de la secuencia de los fragmentos de AFLP 100 % ligados a la 

aposporía en P. notatum (Tabla 16, Anexo C)  se diseñaron cebadores internos para su 

amplificación por PCR a partir del ADN genómico mediante la utilización del programa 

libre Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). Los cebadores utilizados en cada caso 

se muestran en la Tabla 17.  

Tabla 17. Cebadores SCAR para la amplificación de marcadores AFLP asociados a la 

apomixis en P. notatum 

Combinación 
AFLP 

Marcador Tamaño Cebador upper (5’-3’) Cebador lower (5’-3’) 

eAAG/mAGT J5 74 bp 
TCAAGAATCATTA
GGGAAGC 

CTCTCGGCGCATC
ACCA 

eAAG/mAGT J7 90 bp 
AAAGTCTTAAAGT
TGTAGG 

AGGCGCTAGCTAT
GAATA 

eACA/mATA U14 54 bp 
GAACTCACCAATC
AAGCGTAATA 

GCTCTGAGTGATG
GGCTGTC 

eACA/mATA U16 142 bp 
GAGCGAGGCAGGC
AGCACT 

TATCTTCTTGGTTT
CTTGGACTTC 

eACC/mACG M3 65 bp 
GAATTCACCAAGT
CAGTCAA 

TATTCACCCAAGT
CTAACG 

eAAC/mAAG C5 68 bp 
TTCAACAATCATC
AAAGACT 

TAGGGCTGGACAA
AATACA 

eAAG/mAAC I3 137 bp 
CCCAGACCGTTCG
ATATGTGTAAT 

CAATGACCAATGC
CGTGAAGC 
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Inicialmente, se llevaron a cabo las reacciones de optimización para cada par de 

cebador diseñado a partir de las 7 secuencias (Tabla 17).  Se utilizaron diferentes 

temperaturas de anillado  (46 a 57 °C) y se incluyeron reacciones de amplificación por 

enriquecimiento del templado mediante un “touchdown” de 62 °C a 55 °C, de acuerdo a 

las temperaturas de anillado de los pares de cebadores utilizados. En el caso de los 

marcadores I3, J7, U14, J5, U16 y C5 se obtuvo el producto de amplificación del 

tamaño esperado pero ninguna reacción de amplificación mostró patrones polimórficos 

entre los parentales (sexual y apomíctico) (Figura 27). 

I3
Marcador 

PM B ♀ ♀ ♂ ♂ A A S

Marcador 
PMB ♀ ♀ ♂ ♂ A S

J7

I3
Marcador 

PM B ♀ ♀ ♂ ♂ A A S

Marcador 
PMB ♀ ♀ ♂ ♂ A S

J7

 

Figura 27. Gel de agarosa con productos de amplificación de los marcadores I3 y J7. 

PM = Marcador 100 bp; B = blanco de reacción; ♀ = Q4188 (sexual); ♂ = Q4117 

(apomíctico); A = F1 apomíctico y S = F1 sexual. 

De la misma manera que lo descripto anteriormente, sobre la base de la 

secuencia nucleotídica del marcador M3 (e36m37c) se diseñaron un par de cebadores 

específicos para amplificar un fragmento interno de 65 bp (Tabla 17). En este caso, 

cuando los cebadores diseñados a partir de este marcador se utilizaron en una reacción 
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de amplificación de tipo “touchdown” sobre los genotipos parentales de la población de 

mapeo, Q4188 (sexual) y Q4117 (apomíctico) y algunos individuos F1, se observaron 

dos bandas, de 65 bp (SPNA1) y 182 bp (SPNA2) respectivamente presentes solo en el 

parental apomíctico y en los genotipos F1 apomícticos (Figura 28). 

M
200bp

100bp

♀ ♀ ♂ ♂
║ ║

♀ ♀ ♂ ♂ 6 11 13 20*23*

F1s

M
200bp

100bp

♀ ♀ ♂ ♂
║ ║

♀ ♀ ♂ ♂ 6 11 13 20*23*

F1s

 

Figura 28. Amplificación de los marcadores SPNA1 y SPNA2 sobre una muestra de la 

población de mapeo. ♀ = Q4188; ♂ = Q4117; 6, 11 y 13 individuos de la población F1 

de reproducción sexual; 20* y 23* individuos F1 apomícticos. 

El análisis de estos marcadores SCAR sobre la población de mapeo mostró que 

ambos marcadores segregaban juntos y completamente ligados a la aposporía (r = 0.00; 

LOD = 13.245). Las bandas amplificadas a partir de Q4117 se extrajeron de los geles, 

fueron clonadas y secuenciadas. El análisis de la secuencia de SPNA1 mostró una 

homología completa con el fragmento interno del marcador original de AFLP 

(e36m37c) de la cual derivó. Como era de esperar el análisis de la secuencia de SPNA2 

mostró 100 % de homología tanto a la secuencia de e36m37c y SPNA1, pero en su 

extremo 3’ incluyó una región sin homología con las secuencias anteriores (Figura 29). 
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

 

 

E36M37c         GACTGCGTACCAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTTCCTCTCGGCAATCCCGTT 60 

SPNA1           ----------GAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTTCCTCTCGGCAATCCCGTT 50 

SPNA2           ---------TGAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTTCCTCTCGGCAATCCCGTT 51 

                           ************************************************* 

 

E36M37c         AGACTTGGGTGAATAAGA----------TCAGACCTAAGGCG----TTTACTCAGGACTC 106

SPNA1           AGACTTGGGTGAATA--------------------------------------------- 65 

SPNA2           AGACTTGGGTGAATAGGGAGGCGTCCTCTCATGAATAATGCAATGTTCCGCACAGAAATC 111

                ***************                                              

 

E36M37c         ATCA-------------------------------------------------------- 110

SPNA1           ------------------------------------------------------------ 

SPNA2           ATCAAAGACTTTAGAAAAATACTCGCCACCACGATTTACCTCTCGGCAATCCCGTTAGAC 171

                                                                             

 

E36M37c         ----------- 

SPNA1           ----------- 

SPNA2           TTGGGTGAATA                                                  182

 
Figura 29. Alineamiento de secuencias: Marcador M3 (e36m37c), SPNA1 y SPNA2 

(ClustalW 2.0.12) 

El análisis Blastn del fragmento SPNA2 completo mostró 106 hits en el genoma 

del arroz (Gramene). La mejor alineación en esta base de datos mostró que los primeros 

142 nt (4-146) fueron homólogos a un retrotransposón de la subclase Ty1-Copia 

(LOC_Os08g03030.1, % de identidad: 86,11, valor E: 4,6 e-23). Por otro lado, el 

análisis Blastn incluyendo sólo los 36 nucleótidos del extremo 3’ que no presentaban 

homología con el retrotransposón produjo un solo hit en el genoma del arroz, más 

específicamente en la región pericentromérica del brazo corto del cromosoma 12. Este 

pequeño segmento resultó homólogo a una región intrónica del locus 

LOC_Os12g15010 de arroz que codifica para una proteína retrotransposón putativo, de 

la subclase Ty1-Copia (% de identidad: 92,31, Valor E: 0,28). Los marcadores de RFLP 

que mapean en el brazo largo del cromosoma 12 del arroz han sido previamente 

asociados con la aposporía en P. notatum, P. simplex y P. malacophyllum (Pupilli et al. 

2001, Pupilli et al. 2004, Martínez et al. 2003, Stein et al. 2004). 

En un experimento paralelo se ensayó este marcador específico del modo de 
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reproducción en una población natural diploide de P. notatum. Se utilizaron las mismas 

condiciones de amplificación y se incluyó el genotipo Q4117 apomíctico como control. 

Se observó la presencia de la banda del tamaño esperado en 10 de los 57 individuos que 

constituyen esta población natural (Figura 30). Este resultado indica que una región 

homóloga a la amplificada en los citotipos tetraploides se encuentra presente en los 

diploides en una proporción aproximada del 17,54 %. 

♂ 1  2  4  6   7   8   9  10 1   2  3  4   5   6  7   8   9  10 11 12 13  14  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39M ♂ 1  2  4  6   7   8   9  10 1   2  3  4   5   6  7   8   9  10 11 12 13  14  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39M ♂ 1  2  4  6   7   8   9  10 1   2  3  4   5   6  7   8   9  10 11 12 13  14  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39♂ 1  2  4  6   7   8   9  10 1   2  3  4   5   6  7   8   9  10 11 12 13  14  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39M

 

Figura 30. Gel de Poliacrilamida al 5%. Amplificación del marcador SPNA1 en una 

población diploide natural de P. notatum. ♂ = Q4117 (apomíctico). 

Con el objetivo de determinar si esta banda amplificada en los genotipos 

diploides correspondía al marcador específico SPNA1, estas fueron eluídas del gel, 

clonadas y secuenciadas. En todos los casos el fragmento presentó homología con el 

retrotransposón de arroz del tipo subclase Ty1-Copia, confirmando la homología de 

secuencia con el fragmento 100 % ligados a la aposporía obtenido previamente. 
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IV.3.3 Identificación de secuencias genómicas flanqueantes a marcadores 

moleculares de la región apo por caminata cromosomal 

Con el objetivo de identificar secuencias génicas físicamente asociadas al locus 

responsable de la aposporía en P. notatum se diseño una estrategia de caminata 

cromosomal basada en el protocolo “Genome Walker” de Clontech. A partir de las 

secuencias de los marcadores de AFLP 100 % ligados a la aposporía se realizaron 

reacciones de extensión 3´ y 5´ sobre las bibliotecas a fin de determinar la presencia de 

segmentos codificantes que pudieran estar relacionadas al modo de reproducción. Las 

reacciones de caminata cromosomal se llevaron a cabo sobre los marcadores I3, J7 y C5 

(Tabla 16 y Anexo C). 

Las secuencias de los adaptadores y cebadores para la amplificación de los 

fragmentos extendidos se tomaron del manual del kit GenomeWalkerTM Universal 

(http://www.clontech.com/images/pt/PT3042-1.pdf). Paralelamente se diseñaron 

cebadores específicos para la extensión del marcador I3 teniendo en cuenta para el 

diseño de los mismos, su ubicación en el fragmento, un tamaño de 26-30 nucleótidos, 

un contenido de GC entre 40-60 % y no más de 3 G+Cs en las últimas 6 posiciones del 

extremo 3’ del mismo (según manual GenomeWalkerTM Universal kit). Para las 

extensiones de los marcadores J7 y C5 se utilizaron como cebadores específicos juegos 

previamente diseñados para la conversión de los mismos en marcadores tipo SCAR 

(Tabla 18). 

Las 6 bibliotecas fueron utilizadas como molde en reacciones de PCR 

“anidadas” empleando combinaciones de los cebadores correspondientes a los extremos 

de restricción y cebadores específicos para los marcadores moleculares en estudio. En el 

caso de la extensión 5’ del marcador I3 se realizaron tres rondas de PCR. En la primera 

se utilizaron los cebadores externos, el cebador específico del adaptador (AP1) junto al 
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cebador específico de la secuencia (I3NP51). Para la segunda reacción de PCR, 

empleando como molde el producto de la primera reacción, se utilizaron los cebadores 

internos específicos (AP2 y I3NP52). Finalmente, a partir de una dilución (1/50) del 

producto de esta segunda reacción se repitió esta amplificación con los mismos 

cebadores. De la misma manera se procedió para la extensión 3’ de este marcador, pero 

en este caso se utilizaron los cebadores específicos del adaptador (AP1 y AP2) y 

I3NP31 y I3NP32 específicos del fragmento, para la reacción externa e interna o 

“anidada”, respectivamente (Figura 31). Por otro lado, para la extensión 3’ de los 

fragmentos J7 y C5 se utilizaron los cebadores específicos J7F y C5F respectivamente y 

los cebadores J7R y C5R para su extensión hacia el extremos 5’ (Tabla 18). 

Tabla 18. Oligonucleótidos utilizados en la extensión por caminata cromosomal  

Nombre Secuencia (5’ – 3’) 

Adaptador 1* GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACG

GCCCGGGCTGGT 

Adaptador 2* ACCAGCCC-NH2 

AP1* GTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2* ACTATAGGGCACGCGTGGT 

I3NP51 CAGGCGTCGGACGTTCCAGTGAATGCA 

I3NP52 CTAGGGGTCCGATTGGTTGCTTGAATT 

I3NP31 AAATTCGGCTTCACGGCATTGGTCATT 

I3NP32 GATGCCTTGGGTCTTCTCTTATACGTT 

J7F AAAGTCTTAAAGTTGTAGG 

J7R TATTCATAGCTAGCGCCT 

C5F TTCAACAATCATCAAAGACT 

C5R TAGGGCTGGACAAAATACA 

         * tomado del manual GenomeWalkerTM Universal kit  
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Figura 31. Esquema de la ubicación de los pares de cebadores diseñados a partir de la 

secuencia del fragmento I3 

Los productos de amplificación de estas reacciones anidadas fueron eluídos de 

los geles de agarosa, clonados en pGEMT-Easy (Promega) y secuenciados (Macrogen 

Inc. Corea). La validación de los fragmentos extendidos se realizó mediante la 

identificación de los cebadores correspondientes a ambos extremos de cada secuencia y 

la conformación de contiguos (contigs) con la secuencia original del fragmento de 

AFLP extendido (Figura 32). Las secuencias 5B y 8A.2 que se muestran en la Figura 32 

son derivadas de la extensión 5’ y 3’ (respectivamente) del marcador I3.  

 

Figura 32. Esquema de la validación de las extensiones 5’ (A) y 3’ (B) del marcador I3  

A partir de los experimentos descriptos anteriormente y considerando las 

extensiones hacia los extremos 3’ y 5’ se obtuvieron en total 12 fragmentos 

flanqueantes correspondientes a los marcadores I3 y J7. En promedio los fragmentos 

extendidos contenían 258 nucleótidos, con un máximo y mínimo de 54 y 826 

respectivamente. Las características de los fragmentos extendidos y las homologías de 

secuencias detectadas se muestran en la Anexo D y la Tabla 19. 
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 Tabla 19.  Análisis de las secuencias extendidas mediante caminata cromosomal 

M Ext Nombre 
Tamaño 

(bp) 
Blastn (NCBI) Blastx (NCBI) Blastn (Gramene) 

2B 133 

gb|EU558534.1 
Arabidopsis lyrata 
clone SINE9 
transposon-insertion 
display band genomic 
sequence (E: 0.59). 

n.h 2 Hits (E< 1) 
n.h 

101 
n.h n.h LOC_Os07g30070.1 

Retrotransposon 
protein (E: 0.94) 

3B 

54 

dbj|AP009415.1| 
Solanum lycopersicum 
genomic DNA, 
chromosome 8, clone: 
C08SLm0019J03 (E: 
0.86) 

n.h n.h 

4B 85 

dbj|AK241017.1 Oryza 
sativa Japonica Group 
cDNA, clone: 
J065054E09, full insert 
sequence (E: 0.78) 

n.h 1 Hit (E< 1) 
n.h 

5’ 

5B 90 

gb|BT094704.1| 
Soybean clone JCVI-
FLGm-24P16 unknown 
mRNA (E:1.1) 

n.h 1 Hit (E < 1) 
LOC_Os06g21210.1 
Glycine rich protein 
family protein 
(E:0.94) 

260 

dbj|AB040052.1| Oryza 

sativa Japonica Group 
mEF-G gene for 
mitochondrial elong. 
factor G (E: 1e-38) 

gb|EEF44417.1| 
Translation elong. 
factor G, putative 
[R. communis] 
(E:6e-13) 

1 Hit (E < 1) 
LOC_Os03g36780.1 
Elongation factor (E: 
1.2e-28) 

8A 

441 

ref|NM_001154411.1| 
Zea mays N6-
adenosine-
methyltransferase MT-
A70-like protein 
(LOC100281493) 
mRNA (E: 2e-64) 

gb|ACG29004.1| 
N6-adenosine-
methyltransferase 
MT-A70-like 
protein [Zea mays] 
(E: 4e-34) 

2 Hits (E < 1) 
LOC_Os02g45110.1 
MT-A70 domain 
containing protein (E: 
3.5e-59) 
LOC_Os12g01355.1 
Expressed protein (E: 
0,016). 

9A 617 

gb|DQ417753.1| Zea 

mays B73 
serine/threonine kinase 
protein, expressed 
protein and RNA-
dependent RNA 
polymerase (mop1) 
genes (E: 2e-27). 

gb|AAL59229.1|A
F448416_9  gag-
pol Zea mays (E: 
9e-27) 
gb|ABA98741.2|  
retrotransposon, 
put, Ty3-gypsy 
subclass O. sativa  
(E:9e-24) 

163 Hits  
LOC_Os07g16360.1 
Retrotransposon 
protein (E: 1.2e-14) 
 
 
 
 

 

I3 

3’ 

10A 826 

gb|DQ417753.1| Zea 

mays B73 
serine/threonine kinase 
protein,expressed 
protein and RNA-
dependent RNA 
polymerase (mop1) 
genes (E: 3e-78) 

gb|AAL59229.1|A
F448416_9 gag-pol 
Zea mays (E: 9e-
48) 
gb|ABA98741.2|  
retrotransposon 
put., Ty3-gypsy 
subclass [O. sativa  
(E: 9e-43) 

184 Hits  
LOC_Os04g06360.1 
Retrotransposon 
protein, putative, Ty3-
gypsy subclass (E: 
2.0e-25) 
 

 
Continua 
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11A 106 

gb|EU139072.1| 
Solanum lycopersicum 
chromosome 9 clone 
C09HBa0226D21 (E: 
0.01) 

n.h n.h 

12A 102 n.h n.h n.h 

J7 3’ 3D 273 

gb|GU080322.1| 
Saccharum hybrid 
cultivar R570 clone 
BAC 086H20 (E:0.032) 

n.h At5g06670 
68418.t00685 kinesin 
motor protein-related 
(E: 0.26) 

Cuando se analizaron las secuencias generadas tras la extensión 5’ del fragmento 

I3, el tamaño de las mismas en general resultó inferior al obtenido a partir de la 

extensión 3’ del mismo. Consecuentemente, las homologías de estas últimas fueron más 

significativas cuando se compararon con las bases de datos y resultaron las únicas 

secuencias con una posible anotación funcional (Blastx). El fragmento designado como 

8A mostró homología con un componente fundamental de la maquinaria de síntesis 

proteica (gb|EEF44417.1|) y una enzima asociada a la metilación de especies de ARN 

(gb|ACG29004.1|). Esta secuencia presentó dos localizaciones físicas en el genoma de 

arroz, en los cromosomas 2 y 12 de esta especie (Tabla 19). Como se mencionó 

anteriormente existen cada vez mas evidencias acerca de la asociación entre esta región 

genómica de arroz y los factores determinantes de la apomixis en distintas especies de 

Paspalum (Pupilli et al. 2001, Pupilli et al. 2004, Martínez et al. 2003, Stein et al. 2004, 

Laspina et al. 2008). Por otro lado, dos de los fragmentos obtenidos a partir de la 

extensión 3’ del marcador I3 (9A y 10A) que presentaron la misma anotación funcional 

resultaron coincidentes con una de las clases mas comunes de los retrotransposones 

LTRs (“Long terminal repeats”) de plantas (tipo Gipsy) (gb|ABA98741.2|). Sin 

embargo, estos fragmentos mostraron asimismo una homología de secuencia (Blastn, 

NCBI) significativa (E = 3e-78) con genes de una proteína quinasa, una proteína 

expresada y una ARN polimerasa dependiente de ARN de maíz (gb|DQ417753.1|). El 

análisis in silico de las secuencias de los fragmentos obtenidos en los experimentos de 
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extensión 5’ del marcador I3 mostraron homología con una secuencia genómica de 

Arabidopsis lyrata derivada de la técnica de “Tansposon Display” (2B), un 

retrotransposón de arroz (3B), una proteína rica en glicina (5B) o  resultaron secuencias 

no codificantes (4B). Por ultimo, la única secuencia derivada de la extensión del 

marcador J7 (3D) mostró homología de secuencia con un clon de BAC de caña de 

azúcar y con menor significancia con una proteína quinesina de arroz. 

Con el objetivo de lograr una asociación entre los fragmentos extendidos 

mediante caminata cromosomal y la región responsable de la apomixis en P. notatum se 

realizó un análisis de ligamiento genético entre los amplicones y el modo de 

reproducción. Para ello, a partir de los contigs formados por las secuencias extendidas o 

flanqueantes con el marcador del cual se partió con la caminata cromosomal se 

diseñaron cebadores específicos para su amplificación a partir del ADN genómico 

(Figura 33). Estos últimos, junto con el cebador anclado respectivo fueron inicialmente 

ensayados sobre los genotipos Q4188 y Q4117, sexual y apomíctico respectivamente 

(Figura 34) y luego sobre 20 individuos F1 de la población segregante por el modo de 

reproducción (Figura 35).  

 

Figura 33. Esquema del diseño de cebadores para las extensiones 5’ (A) y 3’ (B) del 

marcador I3 
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Las reacciones de validación se llevaron a cabo a partir de 5 secuencias 

extendidas del marcador I3 (3B, 4B, 5B, 8A y 10A) y de la secuencia extendida del 

marcador J7 (D3) (Tabla 20). En todos los casos se realizó la optimización de la 

temperatura de anillado entre 54 – 64 °C. 

Tabla 20. Combinaciones de cebadores ensayadas en la validación de la caminata 

cromosomal de los marcadores I3 y J7 

M Ext. 
Nombre y secuencia 

cebador  
anclado (5’-3’) 

Secuencia  
extendida 

Nombre y secuencia 
cebador  

diseñado (5’- 3’) 

Fragmento 
esperado (bp) 

3B 
I3_3B_F 
GGGCTGGTCTGTGCA
ACAAT 

264bp 

I3_4B_F1 
CAGAAGGCCAGAAGA
ACTCA 

326 bp 

4B 
I3_4B_F2 
CAGAAGGCCAGAAGA
ACTCA 

278 bp 

I3_5B_F1 
GGCTGGTATCTAGCA
GCTCAA  

309 bp 

5’ 

I3R 
CAATGACCAATGCCG
TGAAGC 
 

5B 
I3_5B_F2 
GCATGTTCAAGCACA
TCTATC 

279 bp 

I3_8A_R1 
GGAATCCATCCTGAA
GTTTCG 

563 bp 
8A  

(441 bp) I3_8A_R2 
GCTCGTAGTGGACAT
ATTTGC 

409 bp 

I3_10A_R1 

TAGTCATTGGCGGTG
GTGGAT 

344 bp 

I3 

3’ 

I3F 

CCCAGACCGTTCGAT
ATGTGTAAT 
 

10A 
I3_10A_R2 
GTGAGTGCCAGGAAC
TCTTCT 

763 bp 

J7 3’ 
J7F 
AAAGTCTTAAAGTTG
TAGG 

3D 
J7_3D_R 
GCTGGTAAAGACCAT
AATTGG 

325 bp 

En la visualización de los productos de amplificación en geles de agarosa en 

todos los casos se observó un patrón de bandas muy difuso por lo que se procedió a su 

visualización en geles de poliacrilamida al 5 %. Como era de esperar, la resolución de 

los geles de poliacrilamida permitió la identificación de un gran número de bandas en 

todas las reacciones de amplificación. En la Figura 34 se muestra el resultado de las 
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amplificaciones obtenidas con las 5 combinaciones generadas a partir de la extensión 5’ 

del marcador I3 sobre los genotipos parentales de la población segregante por el modo 

de reproducción y en la Figura 35 se muestra el patrón obtenido de la amplificación, 

sobre los genotipos parentales y 20 individuos F1, con la combinación I3F – 

I3_10A_R2, proveniente de la secuencia flanqueante 3’ al marcador I3. 

♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂M

500bp

1000bp

200bp

B B B B B

I3_4B_F1 I3_4B_F2 I3_3B_F I3_5B_F1 I3_5B_F2

I3 R

♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂M

500bp

1000bp

200bp

B B B B B

I3_4B_F1 I3_4B_F2 I3_3B_F I3_5B_F1 I3_5B_F2

I3 R

♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂ ♀♀♂♂M

500bp

1000bp

200bp

B B B B B

I3_4B_F1 I3_4B_F2 I3_3B_F I3_5B_F1 I3_5B_F2

I3 R

♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂ ♀♀♂♂♀♀♂♂M

500bp

1000bp

200bp

B B B B B

I3_4B_F1 I3_4B_F2 I3_3B_F I3_5B_F1 I3_5B_F2

I3 R

 

Figura 34. Amplificación de secuencias extendidas 5’ del marcador I3 con 5 pares de 

cebadores específicos. ♀ = Q4188 (sexual); ♂ = Q4117 (apomíctico) 
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Figura 35. Gel de acrilamida al 5%. Validación caminata cromosomal del marcador I3. 

Combinación I3F – I3_10A_R2. * F1 apomícticos.  

Los resultados obtenidos indican una naturaleza repetitiva del entorno de los 

marcadores de AFLP (I3 y J7) a partir de los cuales se realizó y validó el aislamiento de 

sus secuencias adyacentes. Aunque en algunas de las amplificaciones a partir de los 

genotipos parentales de la población se observó el fragmento del tamaño esperado solo 

en el genotipo apomíctico (Q4117), indicados con las flechas mas grandes (Figura 34), 

dicho polimorfismo no pudo ser asociado a la apomixis cuando se ensayaron sobre la 

población segregante por el modo de reproducción. 

A partir de la combinación I3R - I3_5B_F1 se identificó una banda de 764 bp 

presente solo en los individuos apomícticos (Figura 36). La misma fue clonada y 

secuenciada. El análisis de homología de secuencia mostró homología con una región 

rica en AT de un clon de Arabidopsis thaliana (gb|AC006429.4|) (E = 7e-04) (NCBI) y 
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con una proteína expresada (At1g01690) sobre la base de datos del TIGR (Blastn) (E = 

1.6e-3). En este mismo análisis sobre el genoma de arroz (Gramene) se observaron 15 

hits (E < 0.1), siendo los dos mas significativos localizados en el cromosoma 12 de la 

especie. Con un valor de E = 2.9e-4, este fragmento presentó homología con una región 

intrónica de una anquirina (LOC_Os12g12810.1). Este tipo de proteínas han sido 

relacionadas con interacciones proteína-proteína, regulación del ciclo celular, 

diferenciación celular y desarrollo embrionario. 
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Figura 36. Gel de acrilamida al 5 %. Validación caminata cromosomal del marcador I3. 

Combinación I3 R - I3_5B_F1. * F1 apomícticos. La flecha indica la banda de 764 bp 

ligada a la apomixis en P. notatum. 
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V DISCUSION 

V.1 Estudio global de la metilación de citosinas en el genoma de Paspalum 

notatum 

V.1.1 Estimación de las proporciones relativas de secuencias CCGG 

metiladas en citotipos diploides y tetraploides de Paspalum notatum. 

Mediante la técnica de MSAP (“Methylation Sensitive Amplification 

Polymorphism”) se investigó el estado y las proporciones relativas de los sitios CCGG 

metilados en el genoma de Paspalum notatum. Estas determinaciones se basaron en la 

comparación visual de los fragmentos generados a partir del par de isoesquizómeros 

HpaII y MspI que poseen sensibilidad diferencial a la metilación de citosinas. Estos 

isoesquizómeros son inhibidos por la metilación del sitio de reconocimiento. HpaII se 

inactiva si alguna de la citosinas del sitio se encuentra completamente metilada (ambas 

hebras), mientras que MspI se bloquea ante la metilación de la citosina externa. Por otro 

lado HpaII, puede restringir la hebra no metilada de una secuencia blanco hemimetilada 

(una sola hebra) en la citosina externa. En este caso, la eficiencia del corte es menor 

(Walder et al. 1983, Tardy-Planechaud et al. 1997). Por lo tanto, los fragmentos 

amplificados en la digestión con EcoRI/MspI y no amplificados en EcoRI/HpaII, son 

debidos a la metilación completa de la citosina interna y los marcadores que aparecen 

luego de la amplificación del producto de la digestión con EcoRI/HpaII y que están 

ausentes en EcoRI/MspI provienen de la hemi-metilación de citosinas externas. Un 

producto presente en ambas calles y con una intensidad relativamente similar fue 

identificado como un sitio CCGG no metilado. Esta metodología combina las ventajas 

de la técnica de AFLP que permite la visualización de un gran numero de marcadores 

por experimento y el estudio del estado de metilación de citosinas del sitio de 
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restricción específico de estas enzimas (CCGG), permitiendo realizar un estudio a nivel 

global de la metilación del ADN. 

Los MSAPs han sido descriptos como marcadores altamente eficientes para la 

detección de metilación de citosinas a gran escala (Reyna-Lopez et al. 1997, Xiong et 

al. 1999). Sin embargo es importante tener en cuenta que esta técnica presenta algunas 

limitaciones que se relacionan con: i) la pequeña proporción de citosinas del genoma 

que se analizan ya que solo se estudian las citosinas de los sitios CCGG y ii) que existen 

estados de metilación no distinguibles por la misma. Por ejemplo no es posible 

diferenciar los sitios CCGG no metilados de los sitios hemi-metilados en la citosina 

interna (CmCGG), como así tampoco los sitios completamente metilados en ambas 

citosinas de los sitios completamente metilados en la citosina externa. Pese a todo esto, 

esta técnica ha demostrado ser muy eficiente para la detección a gran escala de la 

metilación del ADN en varias especies vegetales (Ashikawa et al. 2001, Cervera et al. 

2002, Salmon et al. 2005, 2008, Marfil et al. 2009). 

En nuestro estudio los patrones de metilación de cada genotipo fueron 

analizados cuantificando y comparando los productos de amplificación del ADN 

genómico luego de ambas digestiones (EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI) sembradas una al 

lado de la otra. La aplicación de esta técnica reveló un importante nivel de metilación 

del genoma de P. notatum. En promedio 37,7 % del total de bandas consideradas en el 

análisis derivaron de sitios CCGG metilados. Este valor promedio es comparable con 

los observados en A. thaliana (35 % - 43 %) (Cervera et al. 2002), aunque menor al 

descripto por Salmon et al. (2008) en diferentes líneas de Brassica oleracea (52 % - 60 

%) y mayor al encontrado en otras especies como Spartina (10 %) (Salmon et al. 2005), 

trigo (Shaked et al. 2001), arroz (16 %) (Xiong et al. 1999, Ashikawa, 2001, Takata et 

al. 2005) y Elaeis guineensis Jack. (19 %) (Jaligot et al. 2004). 
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Se ha observado que en función de la sensibilidad diferencial que presentan los 

isoesquizómeros HpaII y MspI la probabilidad de que un sitio CCGG metilado sea 

digerido por la enzima HpaII es menor que para MspI. De esta manera se deben esperar 

una mayor cantidad de fragmentos EcoRI/MspI en los patrones MSAP. 

Coincidentemente con esto, en todos los genotipos analizados se observó que la 

metilación completa de la citosina interna ocurre con mayor frecuencia que la hemi-

metilación de la citosina externa en el genoma de P. notatum (Tabla 2). Si bien el nivel 

global de metilación en ambos grupos analizados resultó semejante, la comparación del 

número total de bandas derivadas de sitios metilados y no metilados de los citotipos 

diploides y tetraploides mostró diferencias significativas (Ji: XXX p < 0.001). Este 

resultado indica que existen diferencias en los niveles de metilación entre ambos 

citotipos, al menos en el grupo de genotipos analizados en este trabajo. Esto podría 

resolverse mediante el análisis de un mayor número de genotipos diploides y 

tetraploides, y determinando el grado de relación entre las proporciones de metilación y 

el nivel de ploidía. 

V.1.2 Evaluación de la variación en los citotipos diploides y tetraploides 

A partir del análisis de los patrones de metilación de los genotipos pertenecientes a cada 

grupo se construyeron las matrices de MSP y MIP utilizando el coeficiente de Jaccard. 

Los coeficientes de asociación más utilizados para el análisis de similitud entre 

individuos a partir de marcadores moleculares dominantes son Simple Matching (SM) 

(Sokal y Michener 1958), Sorensen-Dice (SD) (Sorensen 1948, Dice 1945) y Jaccard 

(J) (Jaccard 1908). Debido a que los datos que se generan con este tipo de marcadores 

son de presencia/ausencia, un criterio válido es considerar que dos muestras son más 

parecidas cuanto mas “presencias” (unos) compartan, y que la coincidencia de 

“ausencias” (ceros) no aportaría a la similitud ya que no se puede asegurar exactamente 
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que las causas de la ausencia sean las mismas (Winzer et al. 2004). Los coeficientes de 

Dice y Jaccard comparten este criterio y se puede probar que Jaccard siempre dará un 

valor de asociación menor que Dice, salvo cuando toman el valor 0 ó 1, caso en que 

siempre coinciden. Más aún, ambos están relacionados mediante la ecuación J = D/(2-

D) ó D = 2J/(1+J). Esta relación tiene como consecuencia  que en un análisis de 

agrupamiento muestren los mismos grupos, sólo que con distintos valores de asociación. 

Según la codificación utilizada para los marcadores MSAP (Cervera et al. 2002), el 

coeficiente de Jaccard resultó ser el mas adecuado ya que la ausencia de estos 

marcadores en ambas digestiones (E/H y E/M) de una dada muestra puede ser el 

resultado de una metilación completa del sitio CCGG o de la ausencia del sitio de 

restricción.   

La variabilidad identificada a través de los polimorfismos sensibles a metilación 

y estimada a partir de los porcentaje de las distancias (1-Jep) en el grupo diploide estuvo 

comprendida entre un 17 % (3-Cay - 6-Cay) y un 30 % (Tifton9 – 6-Cay), mientras que 

en el grupo tetraploide entre un 44 % (Q4117 – N160) y un 54 % (Q4188 – N160). 

Estos resultados indican que el patrón de sitios CCGG metilados en este ultimo grupo es 

mas variable. De la misma manera, mediante la comparación de los coeficientes de 

similitud entre los dos grupos de plantas se observó que la similitud promedio ( J epi = 

0,76) del grupo diploide resultó significativamente mayor que la del grupo tetraploide 

( J epi = 0,52) (t = 9,06, p (2 colas) = 3,9x10-06) confirmando así que estos últimos son más 

diversos en cuanto a los patrones de metilación de citosinas. 

De los 4 genotipos tetraploides analizados dos eran apomícticos naturales 

(Q4117 y N160) mientras que los otros dos eran individuos sexuales obtenidos de 

manera experimental (Q4188 y Q2405). A partir del análisis de agrupamiento según las 

similitudes de sitios metilados incluyendo ambos niveles de ploidía (Figura 8) se 
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observó que los individuos apomícticos agruparon con un soporte bootstrap moderado 

(68,4 %) indicando una posible estructura epigenética común asociada al modo de 

reproducción. Se ha determinado que la región genómica específica de la aposporía en 

P. notatum incluye citosinas metiladas (ver mas adelante). Sin embargo, a partir de 

estos resultados no es posible determinar si se trata de una metilación específica de 

secuencias del locus o de un cambio global en la metilación de los citotipos tetraploides 

apomícticos. Por otro lado, los genotipos tetraploides sexuales, Q4188 y Q4205, 

derivados del mismo progenitor femenino no presentaron una estructura común ya que 

en ninguno de los dendrogramas generados agruparon juntos. Un resultado notable es 

que la planta Q4205 mostró una proporción de sitios metilados que se desvía del 

promedio del grupo tetraploide y no difiere significativamente de las proporciones del 

grupo diploide. Además, cuando se llevaron a cabo los análisis de similitud a partir de 

los marcadores sensibles a metilación comunes a los dos niveles de ploidía, Q4205 

agrupó significativamente (valor P del bootstrap 81,0 %) con los genotipos diploides 

(Figura 8). Este resultado indica que Q4205 no solo presenta una proporción similar de 

sitios metilados con los diploides sino que también comparte la estructura epigenética. 

Teniendo en cuenta el origen Q4205 (obtenida por autofecundación de un tetraploide 

altamente sexual, Figura 2)  podría haber ocurrido que esta planta hubiese retenido la 

misma estructura epigenética que los diploides luego de la tetraploidización. Por el 

contrario Q4188, que derivada de un cruzamiento con un apomíctico natural (ver 

materiales y métodos) podría haber sufrido un cambio en el patrón de metilación 

generalizado como consecuencia de la aceptación de una gameta masculina derivada de 

este genotipo apomíctico. Por lo tanto, en esta parte del trabajo no fue posible detectar 

una relación directa entre la metilación y el modo de reproducción. Se deben llevar a 

cabo nuevos experimentos, principalmente focalizados en el estudio del estado de 
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metilación de la región genómica que gobierna la apomixis en la especie para 

determinar esta cuestión. 

A partir de los marcadores sensibles a metilación ensayados en todos los 

genotipos (2x y 4x) se identificó un grupo de marcadores (18,9 %) que presentaban un 

estado de metilación específico del nivel de ploidía y que se alteraban con el cambio de 

la misma (en al menos un genotipo). Aunque, una variación en la secuencia nucleotídica 

no puede ser descartada, resultados similares fueron obtenidos con las serie 

experimental C4-2x y C4-4x (ver mas adelante). Este resultado podría estar indicando la 

modificación de secuencias específicas como consecuencia del cambio en el nivel de 

ploidía.   

Se realizó un análisis de similitud utilizando marcadores insensibles a la 

metilación (MIPs). Es de destacar que el análisis de similitud realizado con estos 

marcadores muestra solo una fracción de la diversidad genética presente en las muestras 

analizadas ya que algunos de los polimorfismos que se observan pueden derivar de un 

origen no-genético (metilación completa de los sitios CCGG). Por lo tanto los 

resultados que se presentan deben analizarse como una estimación de la “mínima 

variación genética” presente en un grupo de genotipos. En esta parte del trabajo los 

resultados mostraron que en el grupo diploide los dos individuos más similares fueron 

3-Cay y 6-Cay, ambos pertenecientes a la misma población natural, por lo que se espera 

que presenten más alelos en común que con los otros dos genotipos del grupo, uno 

obtenido de otra población natural ubicada a 150 km de distancia (Q4175) y el otro de 

EEUU (Tifton 9). Asimismo, el análisis de polimorfismos insensibles a metilación en el 

grupo tetraploide mostró un grupo formado por los individuos Q4117 y N160 

apomícticos naturales que a su vez agruparon con la planta Q4205. Los valores de 

similitud “no-epigenética” promedio detectados en este trabajo resultaron similares a los 
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previamente identificados por Daurelio et al. (2004) y Espinoza et al. (2006) a partir de 

una caracterización genética detallada de un amplio grupo de razas diploides y 

tetraploides de la especie realizado con marcadores RAPD y AFLP. Por otro lado, estos 

marcadores diferenciaron los genotipos en relación al nivel de ploidía. En un trabajo 

realizado en papa (2x) de origen híbrido, Marfil et al. (2009) analizaron la inestabilidad 

fenotípica, evidenciada a través de malformaciones florales, la inestabilidad genética y 

la variabilidad epigenética entre estas plantas. Las bandas MSAP fueron clasificadas 

como “sensibles a metilación” e “insensibles a metilación” de manera de asegurarse que 

los polimorfismos sensibles a metilación observados fueran debidos exclusivamente a 

cambios en la metilación y no a cambios genéticos en el sitio de reconocimiento de los 

isoesquizómeros HpaII y MspI. Los polimorfismos “insensibles a metilación”, al igual 

que los datos del análisis de AFLP, fueron empleados para estudiar la diversidad 

genética entre las plantas ya que con ambos marcadores los autores obtuvieron 

resultados semejantes. Finalmente, con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis 

se puede concluir que los marcadores MIP fueron adecuados para la determinación de 

las relaciones no-epigenéticas entre los genotipos, por lo que fue posible comparar los 

datos epigenéticos con los datos no-epigenéticos derivados del mismo sistema 

experimental. 

Por último, resultó muy interesante que en los dos grupos analizados los 

individuos más similares epigenéticamente resultaron también los más similares cuando 

se analizaron los datos derivados de los polimorfismos insensibles a metilación (MIPs). 

Este resultado, basado en las distancias calculadas, indicaría que los patrones 

epigenéticos estarían asociados con el “fondo genético” en ambos niveles de ploidía. 
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V.1.3 Correlación entre las variaciones sensibles e insensibles a metilación 

de los citotipos diploides y tetraploides 

Con el fin de determinar si las variaciones observadas en los patrones de 

amplificación de los marcadores sensibles a metilación (MSP) se encuentran 

relacionadas con la variación detectada por los marcadores insensibles a la metilación 

(MIP) se realizó un análisis de correlación entre las matrices MSP y MIP para cada 

grupo. La ausencia de correlación entre ambas matrices indicaría que estas dos variables 

tendrían un mecanismo de regulación independiente, mientras que correlaciones 

significativas podrían indicar la existencia de mecanismos comunes de regulación.  

En la bibliografía existen varios trabajos en los que se realizaron comparaciones 

entre variabilidad genética y epigenética, pero cada uno debe ser analizado 

particularmente. Cervera et al. (2002) compararon las matrices de similitud MSP y MIP 

generadas a partir de la técnica de MSAP sobre 10 ecotipos de A. thaliana. Los autores 

no encontraron correlación (r = 0,17; p > 0,15) entre los polimorfismos (epigenéticos y 

no-epigenéticos) y postularon que los mecanismos de regulación de la metilación no 

estarían relacionados con la variación en la secuencia nucleotídica. De la misma 

manera, Salmon et al. (2008) no obtuvieron correlación significativa entre los 

dendrogramas (MSAP y AFLP) (r = 0,20) a partir del análisis de 30 líneas de Brassica 

oleracea y postularon que los diferentes agrupamientos pudieron deberse a un diferente 

tipo de regulación o rutas de modificaciones entre estos dos tipos de polimorfismos. 

Mas recientemente, Li et al. (2007) estudiaron los cambios genéticos y epigenéticos 

debidas al cultivo de tejidos en cebada (Hordeum brevisubulatum) mediante la 

utilización de tres tipos de marcadores moleculares (AFLP, S-SAP y MSAP). Los 

análisis de correlación entre las inestabilidades genéticas y epigenéticas mostraron que 

existía una correlación significativa entre MSAP y S-SAP (r = 0,81; p < 0,05) mientras 
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que la correlación entre MSAP y AFLP no resultó significativa (r = 0,105). Con estos 

resultados especulan con la posibilidad de que la correlación entre estabilidades 

genéticas y epigenéticas existiría solo para ciertas regiones genómicas, ya que la técnica 

de S-SAP (“Sequence Specific Amplified Polymorphism”) (Waugh et al. 1997) es un 

sistema de marcadores basado en retrotransposones que amplifica fragmentos de 

restricción con secuencias LTR (“Long tandem repeats”). Coincidentemente, 

Rabinowicz et al. (2005) determinaron que en las plantas las citosinas metiladas no 

estarían distribuidas uniformemente a lo largo del genoma, sino que existirían regiones 

con transposones y retrotransposones fuertemente metiladas y regiones génicas libres de 

metilación. Por otro lado, Guo et al. (2007) llevaron a cabo un trabajo para determinar 

alteraciones específicas en la metilación del ADN debidas al cultivo de tejido en 

Codonopsis lanceolada. El objetivo principal consistió en detectar si existía alguna 

correlación entre las alteraciones epigenéticas detectadas por MSAP y los cambios 

genéticos detectados a través de marcadores RAPD e ISSR. Mediante la comparación 

de las matrices de similitud observaron una correlación significativa entre los tres tipos 

de marcadores (r = 0,78; p < 0,01 y  r = 0,93; p < 0,01). Aunque esta información no 

permite identificar alguna posible relación causal entre los cambios genéticos y 

epigenéticos, los autores infieren a partir de estudios en animales (Suzuki et al. 2006, 

Kaup et al. 2006) que las alteraciones en la metilación del ADN probablemente ocurran 

antes y mas rápidamente que los cambios genéticos. Las alteraciones en la metilación 

del ADN podrían tener efectos mutagénicos. Por ejemplo, estas alteraciones podrían 

afectar la formación de la heterocromatina y la duración de la replicación, lo que 

causaría rupturas de cromosomas y con ello diferentes tipos de aberraciones. Mas 

específicamente, Ochogavía et al. (2009) luego de analizar la variación en los patrones 

de metilación (MSAP) asociada al nivel de ploidía en Eragrostis curvula compararon 
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sus resultados con datos genéticos y de expresión previamente obtenidos a partir de las 

mismas plantas. La comparación entre los datos genéticos y epigenéticos mostró una 

correlación positiva entre estos dos tipos de variaciones (r = 0,5; p < 0,0001). 

La existencia de una correlación significativa entre la variabilidad detectada a 

partir de los polimorfismos sensibles a metilación y la variabilidad detectada a partir de 

los polimorfismos insensibles a metilación en los dos niveles de ploidía de P. notatum 

indicarían que los cambios en la metilación del ADN ocurrirían de alguna manera 

asociados a los cambios en la secuencia de ADN, aunque no es posible inferir una 

relación causal entre ambos fenómenos. El enfoque anónimo utilizado para medir la 

variabilidad sólo permite estimar la correlación general entre estas variables, pero no 

proporciona información sobre el estado genético/epigenético de cada gen activado o 

reprimido asociado al cambio de ploidía. En nuestro sistema experimental esta 

correlación podría ser consecuencia de las modificaciones epigenéticas ocurridas en los 

poliploides para mantener la actividad genómica a este nivel de ploidía. Se sabe que la 

poliploidización se encuentra asociada a cambios en los patrones de metilación de 

manera de preparar al genoma a un incremento en el contenido total de ADN del núcleo 

(Rapp y Wendel 2005, Wang et al. 2004). Este tipo de modificaciones aumentaría la 

variación del epigenoma entre los genotipos sin presentar una estructura específica 

asociada con el nivel de ploidía. Esto podría explicar por qué los tetraploides son más 

variables en cuanto a su patrón de metilación que los diploides, permitiendo modificar 

el epigenoma para adquirir nuevas funciones y mejorar su adaptación. 

V.1.4 Evaluación de la metilación de citosinas como resultado de la 

tetraploidización en P. notatum  mediante experimentos de MSAP 

Como se ha mencionado anteriormente la metilación del ADN es un componente 

importante de los mecanismos epigenéticos que afectan directa o indirectamente la 
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expresión génica. Además de los estímulos ambientales implicados en cambios de 

patrones de metilación (Bond y Finnegan 2007), el estrés genómico provocado por los 

fenómenos de hibridación y poliploidización también pueden inducir este tipo de 

cambios (Adams y Wendel 2005). En Arabidopsis, algunos genes homólogos tanto de 

poliploides naturales como de poliploides recientemente generados fueron objeto de 

silenciamiento por mecanismos de metilación (Lee y Chen 2001, Comai et al. 2000). 

Los mismos se encontraban hiper-metilados y fueron reactivados luego del bloqueo de 

la maquinaria de metilación del ADN, lo que sugiere que la regulación epigenética 

estaría implicada en la expresión de genes en los genomas poliploides. 

El estudio de la expresión génica en poliploides se ha incrementado 

notablemente en los últimos años, sin embargo la mayoría de ellos fueron llevados a 

cabo en alopoliploides. En estos casos la expresión génica no solo está afectada por el 

cambio de ploidía sino que también por la unión de dos genomas diferentes y muchas 

veces no es posible distinguir un efecto del otro. En alopoliploides de Senecio (Hegarty 

et al. 2006), Brassica napus (Albertin et al. 2007) y maíz (Auger et al. 2005) los 

estudios comparativos entre los híbridos y sus respectivos poliploides revelaron que la 

hibridización provocaba mayores efectos en la expresión génica que la duplicación 

genómica. De la misma manera, los cambios en los patrones de metilación tras la 

hibridación y aloploidización son normalmente mucho más pronunciados que los que se 

observan luego de la duplicación genómica propiamente dicha (Salmon et al. 2005, 

Wang et al. 2006). Sin embargo, algunos cambios en los patrones de metilación en 

autopoliploides han sido observados. En Arabidopsis, Mittelsten Scheid et al. (1996 y 

2003) observaron el silenciamiento asociado a metilación de un transgén de resistencia 

luego de la autotetraploidización. 

Los poliploides sintéticos constituyen un excelente material genético para 
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análisis comparativos tanto de cambios genómicos, epigenéticos o de expresión génica 

en etapas tempranas de la formación de los mismos debido a que se conocen 

exactamente el o los progenitores (Chen y Ni 2006). En un estudio previo, las dos 

plantas empleadas en esta parte del trabajo de tesis C4-2x y C4-4x, fueron utilizadas 

para determinar las variaciones genéticas y alteraciones en la expresión de genes 

asociadas al cambio del nivel de ploidía en P. notatum (Martelotto et al. 2005, 

Martelotto et al. 2007). Inicialmente se realizó un estudio completo del transcriptoma de 

la flor a través del aislamiento de genes candidatos diferencialmente expresados entre 

las mismas. De aproximadamente 10.000 transcriptos analizados al menos el 0,49 % de 

los genes sufrieron una alteración de su expresión inmediatamente después de la 

formación del autotetraploide (0,11 % regulados en baja y 0,38 % regulados en alta) 

(Martelotto et al. 2005).  Los individuos C4-2x y C4-4x fueron generados mediante el 

tratamiento con colchicina durante el cultivo de tejido de explantos  derivados de un 

genotipo diploide (Quarin et al. 2001). La colchicina es un agente antimitótico que 

impide la formación de las fibras del huso en la metafase que ha sido muy utilizada 

como inductor de la poliploidía en plantas. Es importante considerar si este tipo de 

tratamientos afecta de alguna manera la estructura del genoma y consecuentemente 

modifica la expresión génica. Ozkan et al. (2001) llevaron a cabo experimentos en trigo 

para dilucidar si las características de los poliploides sintéticos eran compartidas con la 

de los poliploides naturales. Al no observar diferencias significativas en el patrón de 

eliminación de secuencias entre los “colchiploides” y los poliploides naturales 

concluyeron que el cambio en la secuencias se debía a la aloploidización y no al método 

de duplicación cromosómica, postulando que se trata de un fenómeno general para la 

estabilización de los nuevos alopoliploides. Recientemente, Lukens et al. (2006) 

observaron que la eliminación de secuencia ocurre con baja frecuencia en alopoliploides 
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de Brassica napus obtenidos mediante el tratamiento con colchicina y mediante 

duplicación espontánea. Sin embargo, observaron cambios epigenéticos (metilación 

CpG) cuya frecuencia y localización genómica se encontraban estrictamente reguladas. 

Todas estas observaciones sugieren que las modificaciones de la estructura genómica no 

estarían asociadas al tratamiento con colchicina y si relacionadas directamente con el 

cambio del nivel de ploidía. A partir de plantas diploides y tetraploides de Hypericum 

perforatum, Halusková et al. (2003) estudiaron diferencias en la expresión de los genes 

de ARNr manifestadas a través de cambios de metilación de los mismos. Al no 

identificar ninguna diferencia relacionada con la metilación del ADNr entre ambos 

niveles de ploidía, concluyeron que en este caso en particular el aumento de la dosis 

génica no provocaría silenciamiento génico asociado a metilación del ADN. 

Recientemente, con el fin de detectar posibles cambios genómicos y epigenéticos 

inducidos por la autopoliploidización se construyó una serie autopoliploide (2x, 3x y 

4x) de sandía (Citrullus lanatus). En estudios a nivel de todo el genoma no identificaron 

cambios genéticos al nivel triploide. Sin embargo, la estructura genómica del tetraploide 

cambió dramáticamente (40 %), con eliminaciones de secuencia como las mas 

predominantes (Wang et al. 2009). Por el contrario, la estimación de los niveles y 

patrones de metilación indicaron que los niveles de metilación del ADN no fueron 

significativamente diferentes entre el diploide y el autotetraploide, mientras que el 

autotriploide mostró una clara tendencia hacia un menor nivel de metilación. Por lo que 

los autores concluyeron que el nivel de metilación del ADN en los sitios de CCGG no 

se relaciona directamente con el nivel de ploidía en sandía.  

Ochogavía et al. (2009) analizaron el estado global de metilación de una serie 

“4x-2x-4x” de Eragrostis curvula e identificaron polimorfismos sensibles a la 

metilación del ADN considerables durante la conversión entre los niveles de ploidía. Al 
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nivel diploide observaron un menor nivel de metilación y muchos de los cambios 

observados en la conversión 4x-2x, revertía cuando se restablecía el nivel 4x. Esto 

evidencia implicaría la existencia de un “epigenoma” característico de cada nivel de 

ploidía que afecta a un grupo de loci en particular en esta especie. 

Recientemente, Martelotto et al. (2007) analizaron y compararon la variación de 

la estructura genómica luego del incremento del nivel de ploidía en dos sistemas 

diferentes de Paspalum. Por un lado, en genotipos tetraploides y hexaploides de P. 

rufum identificaron 15-23 % de polimorfismos asociados al cambio en el nivel de 

ploidía. Mientras que los cambios de secuencia asociados al aumento de ploidía en C4-

2x y C4-4x (colchiploide) fue de 9,55 %. Todos estos resultados indican que poco 

después de la poliploidización, ya sea naturalmente o inducido por colchicina, una 

fracción del genoma de Paspalum sp. experimenta modificaciones genéticas. Otro 

resultado interesante, obtenido a través de hibridaciones tipo Southern blot con enzimas 

de restricción sensibles a metilación y fragmentos polimórficos entre C4-2x y C4-4x, 

indicó que las regiones modificadas genéticamente se encontraban metiladas. Sin 

embargo, los estados de metilación de esos loci en particular, no sufrieron ningún 

cambio luego de la duplicación genómica. A partir de estos resultados surge la idea de 

llevar a cabo una caracterización global del estado de metilación del genoma de estas 

dos plantas mediante la técnica de MSAP, y así poder determinar si un cambio en el 

nivel de ploidía induce metilación “de novo” luego de un evento de autopoliploidización 

en Paspalum notatum. 

Los patrones de amplificación MSAP generados a partir de C4-2x y C4-4x 

fueron clasificados en 5 grupos diferentes. Los dos grupos monomórficos, derivados de 

sitios no metilados (A) como así también derivados de sitios metilados (B1 y B2) que 

no sufrieron ningún cambio luego de la duplicación constituyeron el 96,6 % de los 
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fragmentos analizados. Se puede concluir que en Paspalum notatum el aumento del 

nivel de ploidía no modificaría drásticamente la estructura de grandes regiones 

cromosómicas y ni la expresión genética de un gran número de genes, sin embargo si 

afectaría genes específicos que podrían estar asociados a la adecuación de la expresión 

génica en un entorno poliploide. En este trabajo de tesis fue posible observar cambios 

en la metilación de citosinas directamente asociados al cambio en el nivel de ploidía en 

P. notatum. Estos sitios polimórficos, pertenecientes a las clases D y H (Tabla 11), 

fueron generados a partir de cambios debidos a demetilaciones o hipermetilaciones 

respectivamente. En total representaron un 2,3 % de los sitios analizados y los más 

preponderantes fueron los de clase D (1,7 %) indicando que las demetilaciones ocurren 

con mayor frecuencia y con ellas ocurriría una mayor desrepresión génica. En general, 

aunque se conoce poco acerca del destino de los genes duplicados, una hipótesis 

generalizada indica que cada copia homóloga de los genes no contribuiría 

necesariamente de la misma manera al transcriptoma global generándose así la 

inactivación de la transcripción denominada "silenciamiento génico homólogo” (Matzke 

y Matzke 1995). Junto a esos resultados, es evidente que la poliploidización en P. 

notatum se encuentra asociada con cambios a nivel tanto genético como epigenético. 

Debido a que estas dos plantas se reproducen por sexualidad, en este caso la 

tetraploidización y los cambios antes mencionados no afectaron el modo de 

reproducción en la especie. 

V.1.5 Análisis de las secuencias MSAP 

Con el objetivo de caracterizar los fragmentos de MSAP obtenidos en esta parte 

del trabajo se realizaron análisis de secuencias de marcadores que presentaban distintos 

patrones de amplificación entre genotipos (Q4188 y Q4117 y entre el par C4-2x y C4-

4x) y dentro de cada genotipo entre los isoesquizómeros (HpaII y MspI).  Se incluyeron 
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además patrones MSAP característicos de sitios no metilados como así también sitios 

igualmente metilados entre los genotipos analizados. Los análisis de secuencia 

revelaron que los marcadores correspondieron tanto a regiones codificantes como no-

codificantes. Los análisis Blast de 9 bandas MSAP que representaban diferentes 

patrones de metilación entre los genotipos Q4188 y Q4117 mostraron correspondencia 

con diferentes secuencias génicas entre las que se encuentran: At1g73600 

(fosfoetanolamina N-metiltransferasa de A. thaliana), At4g02780 (copalyl diphosphate 

synthase de A. thaliana) y  LOC_Os12g06380 (transposon protein de Sorghum bicolor) 

(Tabla 12). Para las secuencias derivadas de los marcadores B11, C19, D3 y F18 no 

pudo asignarse homología con genes de función conocida, lo cual indicaría que se trata 

de regiones no codificantes. En particular uno de los fragmentos estudiados (secuencia 

E8) mostró homología con genes de elementos transposables y un alto número de copias 

en arroz. El patrón de amplificación de este fragmento (0011) indica que el sitio blanco 

de las enzimas HpaII y MspI se encuentra totalmente metilado o es inexistente en el 

genotipo Q4188 y que está demetilado en el genotipo Q4117. En este caso si bien la 

técnica empleada no permite diferenciar si este polimorfismo deriva de una causa no 

epigenética (ausencia de la secuencia blanco) podría representar la demetilación de un 

sitio repetitivo. Por otro lado un caso similar al anterior aparece en el análisis del 

fragmento G17 (patrón 0111). La secuencia de este marcador presentó homología con 

una presunta proteína de un retrotransposón y el polimorfismo entre Q4188 y Q4117 

también se generó tras la demetilación de la secuencia blanco. Sorprendentemente, esta 

secuencia solo presenta 3 sitios homólogos en el genoma de arroz. Este resultado podría 

deberse a que solo una parte de la secuencia codificante ha sido secuenciada y/o el nivel 

de astringencia del análisis in silico (parámetros por defecto) resultó demasiado alto.   

En los casos en donde se observó el mismo patrón de metilación en ambos 
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genotipos (fragmentos B11 y C19) no pudo asignarse función conocida. Por su parte, a 

partir de los fragmentos derivados de patrones de metilación 0100 (fragmentos F16 y 

F18) que podrían corresponder a secuencias hipermetiladas en el genotipo Q4117 (o a la 

pérdida del sitio), solo F16 presentó homología con una enzima involucrada en la 

biosíntesis de  gibelerinas. Entre las secuencias anotadas a partir de los diferentes 

patrones de metilación entre los genotipos C4-2x y C4-4x, pueden citarse los genes: 

LOC_Os03g39210 (retrotransposon protein, putative, unclassified), At3g04910 (protein 

kinase) y LOC_Os05g12550 (retrotransposon, putative, centromere-specific) (Tabla 

13). El primero de ellos proveniente de un sitio igualmente metilado en ambos 

genotipos (0101), mientras que la proteína quinasa y el retrotransposón de arroz 

específico de centrómero se encuentran demetilados en el genotipo tetraploide (0011 y 

0111) y relacionados directamente con el cambio en el nivel de ploidía.  

La eficiencia y confiabilidad de la técnica de MSAP ha sido verificada mediante 

“Southern Blot” y análisis de secuencias en arroz (Xiong et al. 1999), Arabidopsis 

(Cervera et al. 2002), colza (Guagyuan et al. 2006), Codonopsis lanceolada (Guo et al. 

2007). Los resultados en este trabajo de tesis mostraron que todas las secuencias 

analizadas fueron relativamente grandes (185–484 bp). Asimismo, solo fueron tenidas 

en cuenta las secuencias que presentaron homologías del 95 % entre tres clones del 

mismo inserto y con lecturas de secuencia de alta calidad. Es conocido que las presencia 

de sitios internos CCGG en las secuencias de los marcadores MSAP conduce a una 

subestimación de los niveles de metilación detectados por la técnica (Cervera et al. 

2002, Guo et al. 2007). La hipermetilación de estos sitios inhibe la restricción del ADN 

por ambas enzimas sensibles a metilación y por lo tanto impide la posterior 

amplificación con los cebadores específicos. El análisis de restricción de las secuencias 

caracterizadas en nuestro estudio no detectó ninguna secuencia interna de este tipo en 
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las 14 secuencias analizadas. Cervera et al. (2002), en su trabajo sobre 10 ecotipos de 

Arabidopsis thaliana, a partir de 7 bandas polimórficas (EcoRI/HpaII vs. EcoRI/MspI)  

y 5 bandas que no presentaron polimorfismos entre ambas amplificaciones, observaron 

una sola secuencia con sitios internos CCGG (8 %). En un trabajo dedicado a estudiar 

las inestabilidades genéticas y epigenéticas inducidas por el cultivo de tejido en 

Hordeum brevisubulatum se encontró que el 19 % de las bandas contenían sitios 

internos CCGG (Li et al. 2007). A partir del estudio de la herencia y variación de los 

niveles y patrones de metilación en híbridos de maíz 14 de las 66 bandas analizadas (21 

%) resultaron con sitios internos CCGG (Zhao et al. 2007). Mayores cantidades de este 

tipo de bandas fueron identificadas en la determinación de alteraciones epigenéticas 

debidas al cultivo de tejidos en Codonopsis lanceolata (25 %) (Guo et al. 2007) y en el 

estudio de la estabilidad en la metilación del ADN en distintos tejidos de Sorghum 

bicolor (30 %) (Zhang et al. 2007). Estos antecedentes demuestran que existe una gran 

variabilidad entre las especies y no es posible hacer una generalización. Sin embargo, la 

ausencia de bandas con sitios internos CCGG derivadas de los experimentos de MSAP 

en Paspalum y el relativamente bajo porcentaje de este tipo de fragmentos detectados en 

otras especies, indicaría que una buena proporción de los sitios CCGG puede evaluarse 

por medio de esta técnica. Junto a esto, la ausencia de fragmentos derivados de homo-

digestiones EcoRI-EcoRI, HpaII/MspI-HpaII/MspI también aportaron evidencia que los 

niveles globales de metilación detectados por esta técnica no fueron subestimados, al 

menos por estas causas.  

Teniendo en cuenta todas las secuencias analizadas, derivadas tanto de la 

comparación de patrones Q4188/Q4117 como de C4-2x/C4-4x se observó que las 

homologías de secuencias derivadas de fragmentos monomórficos no metilados (patrón 

A, Tablas 12 y 13) y metilados (patrones B y C, Tablas 12 y 13) incluyeron dos 
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proteínas y un retrotransposón (At1g73600, ref|XM_002440910.1| y 

LOC_Os03g39210). Por otro lado, las secuencias diferencialmente metiladas (patrones 

D, E, F y G, Tablas 12 y 13) también presentaron homologías con proteínas (At4g02780 

y At3g04910), elementos repetitivos, transposones y retrotransposones 

(ORSiTEMT00100011, LOC_Os12g06380 y LOC_Os05g12550.1). Por ultimo, los 

fragmentos derivados del patrón G (0111) (Tablas 12 y 13), indicativo de una 

demetilación  en los genotipos Q4117 y C4-4x se observaron asociaciones solo con 

transposones.  

Las plantas protegen sus genes mediante la metilación de los elementos 

transponibles (Zilberman y Henikoff, 2004), ya que los mismos son secuencias de ADN 

con la capacidad de moverse a diferentes lugares del genoma. Se asume que en el 

genoma de las mismas, a diferencia de los genes, estos elementos se encuentran hiper-

metilados y con ello epigenéticamente silenciados (Martienssen 1998, Rabinowicz et al. 

2003). En algunas especies de plantas, los patrones de metilación cambian 

dramáticamente durante la formación de poliploides (Shaked et al. 2001, Madlung et al. 

2002). En poliploides de trigo recién sintetizados se observaron muchos cambios de 

metilación a lo largo del todo el genoma, principalmente demetilaciones de 

retrotransposones (Shaked et al. 2001). Estas demetilaciones pueden activar los 

elementos móviles que se encontraban inactivos a nivel transcripcional o incluso 

transposicional (Liu y Wendel 2003). Como los mismos suelen tener un elevado numero 

de copias y están distribuidos a lo largo de todo el genoma, su activación puede generar 

un impacto significativo en el transcriptoma de los poliploides. Parte de estos 

fenómenos fueron observados en P. notatum. Es de destacar que varios fragmentos 

demetilados mostraron homología con elementos móviles. Una activación de los 

mismos puede llevar a cambios genéticos y a modificar la estructura del transcriptoma 
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en los tetraploides para mejorar su adaptación al ambiente. 

V.1.6 Localización de marcadores MSAP en el genoma de Paspalum 

notatum 

Los mapas de ligamiento de P. notatum obtenidos previamente por Stein et al. 

(2007) constituyen los primeros mapas marco genéticos disponibles de razas 

tetraploides de la especie. Los mismos fueron utilizados para un estudio preliminar de la 

distribución de marcadores epigenéticos en el genoma de esta especie. A diferencia de 

los mamíferos, en las plantas la metilación de citosinas se hereda a través de las 

generaciones (Kakutani 2002). Los alelos epigenéticos o “epialelos” se definen como 

secuencias nucleotídicas idénticas que difieren en el número o distribución de sus 

nucleótidos metilados. En las plantas los diferentes “epialelos” pueden originar distintos 

fenotipos (Kalisz y Purugganan 2004). En general, son mitótica y meióticamente 

estables (Kakutani 2002). La replicación de las secuencias de ADN metiladas resulta en 

la producción de cadenas hijas hemi-metiladas. La metilación completa de las dos 

hebras ocurre posteriormente ya que las células poseen la maquinaria necesaria para 

metilar los nucleótidos basándose en el estado de metilación de la hebra 

complementaria. Este sería básicamente el mecanismo para la herencia de los patrones 

de metilación ya sea al nivel de célula o de organismo (revisado en Kalisz y Purugganan 

2004). Los epialelos pueden ser alterados (activados o silenciados) en respuesta a varios 

estreses genómicos y ambientales, incluyendo la poliploidización (revisado en Finnegan 

2002). En A. thaliana, Mittelsten Scheid et al. (2003) describieron un epialelo de un 

locus transgénico generado tras un fenómeno de tetraploidización. Las plantas diploides 

transgénicas portando el gen marcador de resistencia a higromicina (HPT) mostraron 

una transmisión estable del mismo a lo largo de muchas generaciones. Sin embargo, los 

individuos tetraploides generaron progenie con este gen “establemente” silenciado. 
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Recientemente, Baubec et al. (2010) denominaron a este fenómeno “silenciamiento 

génico transcripcional asociado a la poliploidía o paTGS” y demostraron que dos 

marcas epigenéticas, metilación del ADN y metilación de histonas, cooperan para dar 

lugar a un doble bloqueo sobre el silenciamiento de la expresión génica. Este estado 

epigenético extremadamente estable podría ser una característica general del “paTGS” y 

explicaría por que los poliploides que generan nuevos “epialelos” representan estados 

muy estables que no revierten fácilmente (Eckardt 2010). 

En este trabajo se llevó a cabo la localización de cinco “epialelos” y seis 

marcadores insensibles a metilación en el genoma de P. notatum. La escasa cantidad de 

marcadores que fueron incluidos en este análisis se debió a que además de identificar 

marcadores diferencialmente metilados entre los individuos parentales de la población, 

los mismos deben segregar en una relación 1:1 en la población de mapeo. Este 

requerimiento sería la principal limitante de este tipo de estudios tanto en Paspalum 

como en otras especies. Sin embargo en los pocos casos evaluados se observó que estos 

epialelos se heredan como marcadores genéticos mendelianos y que se distribuyeron en 

distintos lugares del genoma (cromosomas F1a, F5a, M3b y M9a). En un trabajo muy 

completo en arroz se estudió le herencia de los patrones de metilación específicos de 

cultivar a través de las generaciones (Ashikawa et al. 2001). El mismo fue llevado a 

cabo mediante experimentos MSAP y análisis de RFLPs con los fragmentos MSAP 

utilizados como sondas. Específicamente relacionado a la herencia de estos 

polimorfismos, y con el fin de detectar si el estado de metilación se transmite de una 

manera alelo-específica, utilizaron 56 líneas BC1F5 de unas BILs (“Backcross Inbred 

Lines”) derivadas de una retrocruza entre los cultivares Nipponbare y Kasalath. Los 

autores concluyeron que el estado de metilación de los sitios CpGs en el genoma de 

arroz es heredado a través de las generaciones en forma más o menos estable. Esto 
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coincidió con la herencia de estos polimorfismos epigenéticos en A. thaliana (Finnegan 

et al. 1996, Kakutani et al. 1999). Finalmente, para estudiar la distribución de los 

polimorfismos epigenéticos en los cromosomas de arroz, mapearon diferentes tipos de 

sondas utilizando las BILs de arroz como población de mapeo e identificaron que las 

sondas provenientes de una metilación diferencial entre los parentales se ubicaron en 5 

cromosomas diferentes (Ashikawa et al. 2001). Recientemente, Duan et al. (2009) 

construyeron un mapa de ligamiento genético basado marcadores MSAP y SSR en 

Sorghum bicolor (L.). Los autores realizaron el análisis de los marcadores MSAP a 

partir de las digestiones EcoRI/HpaII y EcoRI/MspI por separado. Utilizaron 84 

combinaciones selectivas de cebadores pero solo 26 de ellos revelaron polimorfismos 

entre los parentales de la población F2 de mapeo. El mapa incluyó 11 grupos de 

ligamiento, y fue construido con 151 loci, de los cuales 122 fueron los marcadores 

MSAP (89 a partir de la digestión EcoRI/MspI y 33 de la digestión EcoRI/HpaII). El 

número de estos marcadores por cromosoma varió entre 0 y 33. 

Debido a que HpaII y MspI presentan una sensibilidad diferencial a la 

metilación del sitio de reconocimiento, el agrupamiento de estos marcadores en los 

diferentes grupos de ligamiento representaría regiones donde el estado de la metilación 

del ADN variaría para inducir o suprimir la expresión génica. A pesar de que la técnica 

MSAP resultó poco útil para revelar polimorfismos epigenéticos entre los parentales de 

la población de mapeo, y considerando la existencia de nuevas técnicas (conversión con 

bisulfito y posterior secuenciación), la incorporación de estos marcadores a los mapas 

genéticos de las especies ayudaría a conectar la información sobre los sitios metilados 

con sus mapas físicos, lo que aceleraría el estudio de la epigenética y la heterosis en la 

especie. Las bases moleculares de la heterosis siguen sin ser comprendidas, y el posible 
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rol de la metilación del ADN sobre este fenómeno ha sido reportado para diferentes 

especies (Dong et al. 2006, Zhao et al. 2008).  

En algodón, Zhao et al. (2008) estudiaron las diferencias en los patrones de 

metilación entre híbridos (heteróticos/no-heteróticos) y sus progenitores. Además, 

incluyeron la determinación del nivel de metilación en función del estado del desarrollo. 

Los autores identificaron que el número de loci demetilados fue mayor en los híbridos 

altamente heteróticos, y que el nivel de metilación en estado de plántula fue mayor que 

en la etapa de floración. Confirmaron los patrones de metilación en regiones genómicas 

mediante análisis tipo Southern e identificaron 39 fragmentos con patrones diferentes de 

metilación entre híbridos y padres, por lo que sugieren que estos genes podrían tener un 

papel importante en el desarrollo de heterosis. Con el objetivo de mapear genes que 

controlaban la variación en la concentración de proteínas de grano en Hordeum vulgare, 

la enzima sensible a metilación HpaII, demostró evitar el agrupamiento de marcadores 

de tipo AFLP sobre regiones heterocromáticas, altamente metiladas y con supresión de 

la recombinación. De esta manera los autores identificaron una distribución más 

uniforme de los marcadores a lo largo de los siete grupos de ligamiento (See et al. 

2002). En Carica papaya L., Ma et al. (2004) compararon la distribución de marcadores 

de AFLP EcoRI/MseI con los generados a partir de la digestión con PstI/MseI. PstI 

reconoce la secuencia 5’-CTGCAG-3’y es una enzima sensible a metilación por lo que 

los fragmentos generados representaban regiones menos metiladas. Los autores 

observaron que los marcadores PstI no se localizaron en los distintos grupos de 

ligamiento con la misma frecuencia que los marcadores EcoRI, y más específicamente 

en el grupo conteniendo el locus determinante del sexo. Dicho locus presentó una muy 

baja frecuencia de marcadores PstI en comparación con los marcadores EcoRI, 

indicando que las citosinas alrededor del mismo se encontraban metiladas. 
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A pesar de haber analizado hasta el momento un bajo número de marcadores 

MSAP, el hecho de que los polimorfismos, sensibles e insensibles a metilación 

detectados en este trabajo, estén distribuidos en distintas regiones del genoma de P. 

notatum, sugiere que los mismos no se originan en regiones particulares como por 

ejemplo, los centrómeros, telómeros, regiones codificantes o islas CpG. 

La identificación de regiones altamente metiladas ligadas a genes de interés 

proporcionaría una mayor comprensión del funcionamiento de estos genes. Por otro 

lado, estos mapas epigenéticos aumentarían la posibilidad de encontrar marcadores 

polimórficos en cualquier región genómica y sobre cualquier background genético, algo 

muy importante para poblaciones derivadas de genotipos muy relacionados 

genéticamente. 

V.2 Estudio del estado de metilación de la región responsable de la aposporía en 

Paspalum notatum 

V.2.1 Experimentos de RFLP con enzimas sensibles a metilación y sondas 

específicas de la región apo  

Con el fin de evaluar el estado de metilación del ADN en secuencias específicas 

del locus que controla la aposporía en P. notatum se llevaron a cabo experimentos de 

RFLP utilizando enzimas sensibles a metilación y 2 clones que generan marcadores 

específicos de esa región genómica. El hecho de que se dispone de un mapa de las razas 

tetraploides de P. notatum donde fue localizado la región responsable de la aposporía 

(Stein et al. 2007), y la disponibilidad de 1 clon de RFLP (C1069) y un marcador de 

AFLP (M3) específicos del mismo permitieron analizar específicamente la región 

genómica responsable de la apomixis en la especie. El clon M3, deriva de un marcador 

de AFLP que presenta homología con un retrotransposón de arroz perteneciente a la 
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superfamilia de retrotransposones LTR («long terminal repeats»). La hibridación de 

este clon con el ADN genómico digerido con las enzimas sensibles e insensibles a 

metilación presentó un patrón de bandas característico de una secuencia repetitiva 

aunque se observaron polimorfismos entre Q4188 y Q4117 con estas ultimas. Sin 

embargo, no se obtuvieron diferencias en la hibridación cuando el ADN fue digerido 

con HpaII y MspI. En especial, la hibridación con el clon C1069, mostró polimorfismos 

generados a partir de diferencias en la metilación entre Q4188 y Q4117. Los mismos 

representaron una demetilación de algunos marcadores del locus detectado en el 

parental apomíctico. 

Para determinar si estos marcadores epigenéticos se encuentran ligados a la 

aposporía en P. notatum se utilizó la estrategia de Análisis de Segregantes en Grupo 

(Bulk Segregant Analysis o BSA) (Paran y Michelmore 1993). Este método ha sido 

empleado para la identificación de marcadores ligados a la reproducción apomíctica en 

otras especies de gramíneas como Trypsacum (Leblanc et al. 1995), Brachiaria (Pessino 

et al. 1997 y 1998), Pennisetum ciliare (Gustine et al. 1997), Pennisetum squamulatum 

(Ozias-Akins et al. 1998) y Poa (Barcaccia et al. 1998). La hibridación con el clon 

C1069 mostró tres sitios diferencialmente metilados y asociados al modo de 

reproducción, de los cuales solo dos fueron finalmente asociados a la aposporía. En el 

patrón de hibridación incluyendo todas las plantas que constituyeron cada grupo 

(debulk) se observó un patrón bien diferenciado entre los genotipos de reproducción 

sexual y apomíctica (Figura 22). La reciente asociación de muchos elementos 

transponibles a las regiones conteniendo el locus que confiere apomixis en diferentes 

especies (Labombarda et al. 2002, Akiyama et al. 2004, Calderini et al. 2006, Conner et 

al. 2008) sugiere una asociación entre el estado de metilación del ADN y la expresión 

de la apomixis. En este trabajo se observó la demetilación de un marcador 
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completamente ligado al carácter cuya homología de secuencia lo identificó como un 

componente funcional de los elementos transponibles. Como se mencionó 

anteriormente, este tipo de elementos se mantienen inactivos/metilados durante el 

crecimiento y desarrollo normal de las plantas. La observación de al menos una 

demetilación parcial de este locus en las plantas apomícticas estaría indicando una cierta 

actividad transposicional en la región, lo cual fue confirmado a través de los 

polimorfismos revelados con las enzimas insensibles a metilación. A pesar de que 

todavía no se sabe exactamente si la actividad de los transposones tiene alguna 

significancia funcional para el desarrollo apomíctico, se especula que en las plantas 

apomícticas los mismos podrían insertarse en reguladores epigenéticos claves de la 

reproducción sexual, desregulando así la expresión del desarrollo sexual en tiempo y 

espacio (Rodrigues y Koltunow 2005, Ozias-Akins 2006). Los resultados presentados 

en este trabajo aportan evidencias en este sentido. La demetilación de algunas 

secuencias del locus que controla la aposporía podría estar relacionada con la expresión 

del carácter y por lo tanto ser un componente fundamental de la reproducción 

apomíctica en la especie. 

V.3 Identificación de factores genéticos relacionados físicamente con la 

aposporía  

Los marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et al. 

1995) constituyen una herramienta poderosa para el análisis de genomas de cualquier 

origen y complejidad. Estos marcadores combinan la especificidad de las enzimas de 

restricción con la practicidad de detección del polimorfismo mediante PCR. Los 

mismos permiten la evaluación simultánea de muchos sitios potencialmente 

polimórficos por lo que han sido ampliamente utilizados en la determinación de la 
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identidad de una muestra específica o de las relaciones genéticas entre muestras, como 

así también en la generación de marcadores moleculares para la construcción de mapas 

de ligamiento e identificación de marcadores ligados a características fenotípicas y/o 

loci genéticos  (Rajapakse et al. 2001, Albertini et al. 2003, Zhong et al. 2004). Dado 

que la técnica de AFLP implica la digestión con enzimas de restricción seguido de la 

unión de los adaptadores a los fragmentos restringidos, la amplificación por PCR y la 

resolución y visualización de los fragmentos amplificados en geles de poliacrilamida, 

presenta una serie de desventajas cuando se quiere trabajar en forma rápida y 

económica. Todo esto sumado a su naturaleza dominante, que impide la discriminación 

de los individuos homo y heterocigotas, limita su aplicación a gran escala por ejemplo, 

en programas de mejoramiento asistido por marcadores moleculares. Una de las 

posibilidades tecnológicamente disponible es la conversión de bandas de AFLP en 

marcadores moleculares del tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) 

(Paran y Michelmore 1993). Estos marcadores pueden ser generados en forma sencilla y 

son fáciles de analizar. Asimismo son especialmente adecuados para adaptase a estudios 

en poblaciones y a la automatización. Esta metodología consiste en la caracterización 

del marcador ligado y el diseño de cebadores locus-específicos, que permite trabajar en 

condiciones de mayor rigurosidad de anillado. Los marcadores SCAR han sido 

desarrollados con éxito en una serie de trabajos a partir de marcadores RAPD (Barret et 

al. 1998, Hernández et al. 1999, Cairo et al. 2002) y AFLP (Bradeen y Simon 1998, 

Negi et al. 2000, Xu et al. 2001, Ashutosh et al. 2007). 

En el caso específico del trabajo realizado en esta tesis, los marcadores 

moleculares de AFLP ligados a la aposporía que se disponía, se encontraban en el rango 

de tamaño de 90 a 300 pb. El diseño de cebadores específicos sobre las secuencias de 

los mismos y la amplificación por PCR a partir del ADN genómico de los genotipos 
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parentales de la población segregante, en la mayoría de los casos, no reveló 

polimorfismos. Esto demostró la incapacidad de transferirlos directamente como 

marcadores tipo SCAR. Resultados similares se han observado en papa por De Jong et 

al. (1997). Sin embargo, sobre la base del marcador de AFLP M3 fue posible el 

desarrollo directo de dos marcadores SCAR, SPNA1 y SPNA2. La utilización de un 

juego de cebadores específicos de este fragmento sobre el ADN genómico de Q4188 y 

Q4117 permitió la amplificación de 2 marcadores presentes en Q4117 y ausentes en 

Q4188. Noguera et al. (2005) desarrollaron un marcador co-dominante SCAR 

directamente a partir del clonado y secuenciación de un marcador de AFLP relacionado 

con la monoecia en melón. Mediante la identificación de 6 marcadores de AFLP 

completamente ligados al locus Rf, supresor de la esterilidad masculina en Brassica 

napus,  Hong et al. (2006) lograron la conversión directa en marcadores tipo SCAR a 

partir de 3 de ellos. 

Los marcadores SPNA1 y SPNA2, generados a partir de la misma combinación 

de cebadores, resultaron muy específicos y generaron bandas muy claras sólo en las 

progenies F1 apomícticas derivadas de Q4188 x Q4117. Con el fin de estudiar la 

eficiencia de estos marcadores SCAR en cuanto a su utilización en diferentes fondos 

genéticos, los marcadores SPNA 1 y 2 fueron utilizados sobre 13 genotipos de P. 

notatum colectados en una amplia región geográfica de América que abarca desde Cuba 

hasta el Sur de la Provincia de Buenos Aires (Rebozzio et al. comunicación personal) 

previamente clasificadas como apomícticos facultativos (Espinoza et al. 2006). Junto a 

este material se incluyeron los genotipos parentales de la población segregante por el 

modo de reproducción (Q4188 y Q4117) y entre 3 a 7 progenies F1 sexuales y 

apomícticas, como controles negativos y positivos respectivamente. El patrón de 

amplificación generado coincidió exactamente con el observado en la población de 
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mapeo y distinguió perfectamente los genotipos apospóricos de los sexuales. La 

amplificación de las bandas del tamaño esperado solo en los genotipos apomícticos 

confirmaron el fuerte ligamiento de estos marcadores SCAR con el locus responsable de 

la aposporía en la especie. Estos marcadores servirán para una identificación temprana 

entre plantas apomícticas y sexuales y podrán utilizarse en el futuro para el escrutinio de 

bibliotecas de cDNA y/o de BACs de la especie. La presencia de ambos marcadores en 

los distintos ecotipos ensayados indica que la “región genómica responsable de la 

aposporía” de razas tetraploides de P. notatum está altamente conservada. Esta 

característica fortalece la idea de que dicha región es una gran región genómica que se 

mantiene invariable por una restricción en la recombinación (Stein et al. 2004) y que 

este bloque genético podría incluir varios genes asociados por función que deben actuar 

conjuntamente para expresar la apomixis. Curiosamente, parte de la secuencia de ambos 

marcadores mostró homología con una secuencia repetitiva de arroz correspondiente a 

un retrotransposón. Sin embargo, la especificidad de los cebadores permitió la 

amplificación de bandas discretas solo en los individuos con reproducción apomíctica. 

Por otra parte, un segmento de SPNA2 (que incluía el cebador reverse) mostró un sitio 

único de homología en el genoma del arroz, en la región de pericentromérica del 

cromosoma 12. Se han localizado varios marcadores moleculares del cromosoma 12 de 

arroz asociados a la aposporía en diferentes especies de Paspalum sp. (Pupilli et al. 

2001, Pupilli et al. 2004, Martínez et al. 2003 y Stein et al. 2004). En P. notatum,  el 

locus conteniendo los factores determinantes de la aposporía estaría ubicado en un 

cromosoma conteniendo marcadores localizados en los cromosomas 2 y 12 de arroz 

(Martínez et al. 2003, Pupilli et al. 2004, Stein et al. 2007, Laspina et al. 2008). Los 

resultados presentados en esta parte del trabajo de tesis refuerza la hipótesis que el locus 
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aposporía estaría incluido en un cromosoma híbrido formado por segmentos de los 

cromosomas 2 y 12 de arroz.  

Cuando se ensayó el marcador M3, el fragmento amplificado resultó de mayor 

tamaño que la banda de AFLP correspondiente ligada 100 % a la apomixis. Esto podría 

haber resultado de la amplificación de regiones repetitivas en donde los extremos se 

mantienen conservados. 

Se han realizado diversos trabajos relacionados con el desarrollo y utilización de 

marcadores SCAR asociados a la apomixis. Albertini et al. (2001) desarrollaron dos 

marcadores SCAR asociados con el modo de reproducción en Poa pratensis. Los 

cebadores fueron diseñados directamente a partir de las secuencias de los marcadores de 

AFLP co-segregantes con la partenogénesis en la especie. En un trabajo mas reciente 

Dwivedi et al. (2007) desarrollaron un marcador SCAR específico de plantas 

apospóricas de Cenchrus ciliaris a partir de marcadores RAPD en combinación con la 

estrategia de “análisis de segregantes en grupo o BSA”. Algo muy interesante llevado a 

cabo por estos autores fue ensayar si estos cebadores SCAR funcionaban en otras 

especies apomícticas. Aunque fue demostrado que los marcadores SCAR desarrollados 

estaban conservados en las especies apomícticas no obtuvieron ningún tipo de 

amplificación en genotipos de Pennisetum pedicellatum, Dichanthium annulatum y 

Panicum maximum. Existen ejemplos de marcadores moleculares ligados a aposporía 

que se conservan a través de las diferentes especies. Por ejemplo, el marcador RAPD, 

OPC4-600, se encuentra ligado a la apomixis en Pennisetum (Ozias-Akins et al. 1998), 

Brachiaria (Pessino et al. 1997) y C. ciliaris (Jessup et al. 2002). Del mismo modo, un 

marcador de RFLP (ugt 197), más tarde convertido en STS, resultó estar conservado en 

11 especies apomícticas y ausente en 8 especies sexuales de Pennisetum (Lubbers et al. 

1994). Este marcador también resultó estrechamente ligado a aposporía en C. ciliaris 
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(Jessup et al. 2002). Sin embargo, en el trabajo realizado por Dwivedi et al. (2007), 

OPC-04 y ugt 197 no mostraron patrones de amplificación polimórficos entre los 

genotipos sexuales y apomícticas. Los autores postulan que esta secuencia estaría 

presente en las otras especies apomícticas pero que la misma ha variado en el curso de 

la evolución. Martínez et al. (2007) utilizaron análisis citoembriológicos y marcadores 

moleculares ligados al apo-locus para la identificación de plantas apomícticas de 

Paspalum notatum y Paspalum simplex. En el primer caso la identificación fue 

mediante dos marcadores RAPD (Martínez et al. 2003) y para P. simplex se empleó el 

marcador SCAR previamente desarrollado por Calderini et al. (2006) derivado de una 

de las primeras caracterizaciones de un clon de BAC ligado a la apomixis en la especie. 

Uno de los principales inconvenientes para la conversión directa de marcadores 

de AFLP en marcadores tipo SCAR es el pequeño tamaño de mismos. El tamaño 

promedio de los fragmentos de AFLP ligados a la aposporía utilizados en este trabajo 

fue de 150 bp, por lo cual es poco probable que los cebadores diseñados sobre los 

extremos de los fragmentos revelen polimorfismos entre los genotipos parentales. 

Consecuentemente, fue necesario considerar un enfoque diferente basado en el 

aislamiento de las regiones flanqueantes de estos marcadores. Para ello se utilizó la 

estrategia de caminata cromosomal mediante PCR. Si bien en otros trabajos se ha 

utilizado con el mismo fin la técnica de PCR inversa (Hartl y Ochmann 1996), varios 

autores consideran a la caminata cromosomal como la mejor opción (Devic et al. 1997) 

ya que permite aislar fragmentos “extendidos” de mayor tamaño. Además, no existe 

ningún tipo de interferencia por parte de las regiones flanqueantes o sitios de restricción, 

como así también no se requiere la optimización para cada experimento (Negi et al. 

2000). Mediante una combinación de análisis segregantes en grupos (“BSA”) y la 

técnica de AFLP Negi et al. (2000)  identificaron marcadores ligados al color de la testa 
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de la semillas en Brassica juncea. Debido a que estos marcadores no se adaptaban a una 

aplicación a gran escala emplearon la tecnología de caminata cromosomal para aislar las 

secuencias adyacentes vinculadas a uno de estos marcadores de AFLP. En base a la 

secuencia del fragmento extendido diseñaron cebadores específicos que les permitieron 

detectar un claro polimorfismo entre los parentales de la población segregante para el 

carácter. Asimismo, Hong et al. (2006) adoptaron la tecnología de caminata 

cromosomal en Brassica napus, con el fin de aislar las secuencias flanqueantes de los 3 

marcadores de AFLP que no pudieron convertir directamente. La técnica de caminata 

cromosomal se basa en dos reacciones de PCR sucesivas, con dos pares de cebadores 

distintos, de tal modo que los cebadores utilizados en la segunda PCR (PCR interna) 

flanqueen una región genómica amplificada en la primera reacción (PCR externa). En 

este trabajo, la estrategia de caminata cromosomal a partir de los marcadores I3 y J7 

permitió aislar secuencias flanqueantes a ambos marcadores e identificar los primeros 

genes candidatos relacionados físicamente con el apo locus en P. notatum. La estrategia 

fue validada mediante el clonado y secuenciación de los fragmentos extendidos.  

El análisis de 12 secuencias derivadas de las distintas bibliotecas mostró la 

presencia de los cebadores específicos y la formación de contigs con las secuencias de 

AFLP originales. Estos resultados confirmaron la identidad de los amplicones obtenidos 

y su homología con los marcadores de AFLP utilizados como punto de partida, aunque 

no pudo confirmarse en esta etapa el ligamiento genético con el locus apo.   

Los fragmentos extendidos hacia el extremos 5’ del marcador I3 mostraron 

homología con una proteína rica en glicina (5B, Tabla 19) (LOC_Os06g21210.1) y un 

retrotransposón de arroz (3B, Tabla 19) (LOC_Os07g30070.1). El dominio rico en 

glicina fue originalmente identificado en proteínas que desempeñaban un papel 

estructural en la pared celular (Ringli et al. 2001). Sin embargo, proteínas conteniendo 
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este motivo han sido asociadas a diversos procesos fisiológicos ya que este dominio fue 

encontrado en muchas otras proteínas con perfiles de expresión altamente específicos y 

con variados patrones de localización subcelular (Mousavi y Hotta 2005). Por otro lado, 

a partir de la caminata cromosomal en sentido 3’ del marcador I3 se obtuvieron 

fragmentos más grandes y con ello homologías de secuencia más significativas. Dentro 

de las mismas se identificó un factor de elongación (gb|EEF44417.1|) de la síntesis 

proteica y una enzima asociada a la metilación de especies de ARN en eucariotas 

(ref|NM_001154411.1|) (8A). La enzima N6-adenosine-methyltransferase MT-A70 

regula la entrada de las células diploides en la meiosis al elevar los niveles de ARNm a 

través de un mecanismo pos-transcripcional desconocido (Clancy et al. 2002). En A. 

thaliana, el homólogo de MT-A70 fue previamente designado como “Embryo-Defective 

1706” luego de un estudio general sobre mutantes de este tipo (Tzafrir et al. 2003) y 

posteriormente Zhong et al. (2008) demostraron que una disrupción en la expresión del 

mismo provocaría una letalidad embrionaria. La localización in silico de este fragmento 

en el genoma de arroz en los cromosomas 2 y 12, coincidiría asimismo con la sintenía 

previamente descripta entre esta región y la región que controla la apomixis en especies 

de Paspalum y Brachiaria (Pessino et al. 1998, Martínez et al. 2003, Pupilli et al. 2004, 

Stein et al. 2007, Laspina et al. 2008). Este fragmento es de gran interés para estudios 

posteriores debido a su estrecha relación en cuanto a su localización genómica en arroz 

y su función en etapas del desarrollo embrionario en maíz y A. thaliana.  

Dos secuencias extendidas hacia el extremo 3’ del marcador I3 (9A y 10A, 

Tabla 19) mostraron homología con genes de una proteína quinasa, una proteína 

expresada y una polimerasa dependiente de ARN (mop1) (gb|DQ417753.1|). El control 

del ciclo celular es un proceso complejo mediado en gran medida por proteínas de tipo 

quinasas, que activan proteínas con funciones específicas (Grossniklaus et al. 2001). 
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Albertini et al. (2004) identificaron varias quinasas diferencialmente expresadas entre 

genotipos apomícticos y sexuales de Poa pratensis. Algunas de estas proteínas estarían 

relacionadas con el programa de activación mediado por GTPasa, respuesta a estrés 

osmótico y división celular. Posteriormente, el mismo grupo aisló y caracterizó dos 

posibles genes candidatos para la apomixis en esta especie (Albertini et al. 2005). Uno 

de ellos, PpSERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) resultó similar al 

identificado previamente en mutantes meióticos de Arabidopsis y asociado con la 

adquisición de competencia embriogénica de células somáticas (Schmidt et al. 1997, 

Hecht et al. 2001). Los autores propusieron que la activación de este gen en las células 

de la nucela de los genotipos apomícticos derivaría en el desarrollo de sacos 

embrionarios no reducidos en este tejido (Albertini et al. 2005). Por otro lado, el 

fragmento 9A mostró homología con genes mop1 los cuales han sido asociados al 

mantenimiento del nivel de ARN repetitivo que actuaría en trans para establecer y 

mantener los diferentes estados de la cromatina asociados con el fenómeno de 

paramutación (Alleman et al. 2006). La anotación funcional (Blastx) de estas secuencias 

resultó en una fuerte homología con retrotransposones LTRs (“Long Terminal 

Repeats”) y genes asociados. Las terminaciones LTRs de los retrotransposones de clase 

I contienen las secuencias promotoras así como reguladoras de la terminación de la 

transcripción. Estos elementos contienen al menos dos genes, denominados gag y pol 

que se transcriben y traducen en forma de poliproteína, luego fragmentada en distintos 

péptidos funcionales. El orden de estos dominios proteicos dentro de la secuencia de 

ADN es lo que define dos grupos de retrotransposones, los tipo Ty1-copia y los tipo 

Ty3-gypsy. Estos retrotransposones tienen un mecanismo de transposición replicativo 

que los convierte en elementos potencialmente muy invasivos (SanMiguel et al. 1996). 

Por este motivo, el control de la distribución y número de copias en que se encuentran 



Discusión 

 169

es crucial para minimizar los posibles efectos deletéreos en el genoma huésped. En 

general los genomas parecen haber desarrollado mecanismos para reducir la actividad 

de estos elementos y así controlar su capacidad mutagénica, siendo los mecanismos de 

silenciamiento los más generales y efectivos. Por ello, la mayor parte de los 

retrotransposones LTR de plantas están silenciados en la mayoría de tejidos vegetales 

durante el desarrollo. Existen evidencias acerca de una especial presencia de 

retrotransposones y transposones de ADN en la región que controla la apomixis en 

diversas especies, retrotransposones del tipo Opie-2 en Pennisetum (Akiyama et al. 

2004, Conner et al. 2008), tipo Ty1-copia y Ty3-gypsy en P. simplex (Calderini et al. 

2006) y P. notatum (Stein, comunicación personal). Esto, sumado a la supresión de la 

recombinación en la región que dificulta el clonado basado en estrategias de mapeo ha 

llevado a algunos autores a proponer que el mapeo físico de una región tan extensa 

(aprox. 50 Mbp) solo se lograría con una mayor saturación de la región (Huo et al. 

2009) implementando técnicas que aprovechan las características intrínsecas de los 

retrotransposones LTRs como la SSAP (“Sequence Specific Amplified Polymorphism”) 

o TD (“Transposon Display”). 

Luego de la caracterización de los fragmentos extendidos por medio de la 

caminata cromosomal, se procedió a determinar su localización en el genoma de la 

especie y su ligamiento genético con el locus apo. Idealmente, los fragmentos 

extendidos a partir de una secuencia anclada deberían corresponder a la misma región 

genómica, sin embargo dado el tamaño de los fragmentos utilizados como punto de 

partida, el carácter repetitivo de varias de estas secuencias y la naturaleza poliploide del 

material en estudios, es necesario realizar la corroboración de la localización de los 

fragmentos extendidos por medio de estudios de ligamiento. La mayoría de las 

reacciones de amplificación con los cebadores específicos no permitieron la 
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identificación de los fragmentos del tamaño esperado asociados al modo de 

reproducción. Más aún, su visualización en geles de poliacrilamida indicó que dichos 

cebadores estarían amplificando más de un locus e inclusive sectores repetitivos. Sin 

embargo, a partir de la combinación de cebadores I3R y I3_5B_F1, diseñados para 

amplificar una extensión 5’ del marcador I3, se identificó una banda de 764 bp que co-

segregó estrictamente con la aposporía. El análisis de secuencia de la misma contenía 

ambos cebadores utilizados para la amplificación pero no mostró solapamiento con el 

marcador original (I3) a partir del cual fueron diseñados. Este nuevo marcador 

confirmaría la naturaleza repetitiva de los marcadores presentes en esta región. En 

Pennisetum squamulantum, Roche et al. (2002) desarrollaron dos marcadores SCAR 

completamente ligados a la aposporía que luego utilizaron para aislar los 

correspondientes clones de BAC. Sorprendentemente, los mismos resultaron no 

solapados, por lo que los autores indicaron que la construcción de un contig 

conteniendo el locus de la apomixis requerirá “múltiples” pasos de caminata 

cromosomal. Es de destacar que este nuevo marcador asociado a la aposporía en P. 

notatum presentó homología de secuencia con una región no codificante de una proteína 

con repeticiones de anquirina (ankyrin protein kinases - APK). En 1987, Breeden y 

Nasmyth describieron la presencia de unas secuencias de 33 aminoácidos repetidas en 

tándem en dos proteínas reguladoras del ciclo celular de levaduras y en la proteína 

Notch de Drosophila. Posteriormente, se descubrieron 24 copias de esta repetición en 

una proteína humana denominada anquirina relacionada con el citoesqueleto que fue la 

que le dio el nombre a la Repetición de Anquirina (APK) (Lux et al. 1990). Estas 

repeticiones se encuentran involucradas en las interacciones proteína-proteína y se han 

identificado en numerosas proteínas con funciones muy diversas (revisado en Huang et 

al. 2009). En animales y levaduras, algunas proteínas APK juegan un papel importante 
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en el control del ciclo celular, la regulación transcripcional, la integridad del 

citoesqueleto y la transducción de señales (Sedgwick y Smerdon 1999). Hasta el 

momento no se han caracterizado muchas proteínas APK en plantas y de la mayoría de 

ellas no se conoce su función a nivel molecular. En Arabidopsis, AKR (“ankyrin repeat 

gene”) fue asociado a los procesos de diferenciación celular asociados a la luz (Zhang et 

al. 1992). Chinchilla et al. (2003) describieron APKs (“ankyrin protein kinases”) en 

Medicago como respuesta a un stress osmótico. En Arabidopsis, “EMB506” resultó ser 

una proteína con repeticiones de anquirina necesaria para el correcto desarrollo 

embrionario (Albert et al. 1999). Albertini et al. (2004) en su trabajo de identificación 

de genes candidatos para la apomixis en Poa pratensis, caracterizaron un EST con 

expresión diferencial entre individuos sexuales y apomícticos que presentaba homología 

con una proteína quinasa con repeticiones de anquirina. Los autores interpretaron que 

los cambios provocados por los óvulos malformados desencadenarían la partenogénesis 

en un grupo de células, y que la expresión diferencial de los genes identificados por 

ellos (incluida la ankirina) estarían involucrados en la ruta de formación de semillas 

apomícticas. Estos antecedentes hacen necesario profundizar los estados de este nuevo 

marcador en P. notatum debido a su asociación física con el locus que controla la 

apomixis y su posible función en el desarrollo de semillas apomícticas en la especie. 
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VI CONCLUSIONES 

Los resultados experimentales obtenidos durante este trabajo de Tesis han 

aportado conocimientos sobre aspectos genéticos y epigenéticos que conforma el 

complejo agámico de Paspalum notatum y se relacionan con el modo de reproducción. 

Estos resultados pueden extrapolarse a otras especies del género como así también 

contribuir en forma general a la compresión del mecanismo en otras gramíneas. 

Mediante la realización de experimentos de MSAP en citotipos diploides y tetraploides 

fue posible realizar una caracterización general del estado de metilación de sitios CCGG 

en ambos citotipos. Los resultados obtenidos indicaron que los citotipos diploides y 

tetraploides analizados en este trabajo presentaron niveles globales de metilación en un 

rango del 23,5 y 42,4 %. El análisis del total de sitios metilados y no metilados mostró 

diferencias significativas entre ambos grupos confirmando una de las hipótesis 

postuladas inicialmente. Por otro lado, los individuos tetraploides exhibieron una mayor 

variación en los patrones de metilación que los diploides. Esto puede ser debido a la 

metilación al azar de genes duplicados luego de la poliploidización que les permite 

modificar su epigenoma para adquirir nuevas funciones y mejorar su capacidad 

adaptativa. Asimismo, fue posible determinar cambios en los patrones de metilación 

exclusivamente debidos a la poliploidización en los genotipos C4-2x y C4-4x. Por otro 

lado, no se observó un patrón característico de metilación asociada al modo de 

reproducción. A pesar de que existe evidencia de que la región genómica que contiene 

al locus responsable de la aposporía contiene citosinas metiladas, esto no representaría 

un cambio global del estado de metilación de las plantas apomícticas sino que estaría 

restringido a secuencias particulares de la región Los análisis de similitud realizados con 

los marcadores clasificados como polimorfismos insensibles a metilación (MIPs), 

aunque representan una fracción de la diversidad genética presente en las muestras, 
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confirmaron las relaciones filogenéticas de los grupos estudiados. Utilizando ambos 

tipos de marcadores (MSP y MIP) se determinó la existencia de correlación entre las 

matrices MSP y MIP en ambos grupos, indicando un posible mecanismo común de 

regulación para las dos variables. Los análisis de las secuencias de los polimorfismos 

sensibles a metilación revelaron que se encuentran afectadas tanto secuencias 

codificantes como no codificantes, incluyendo dentro de este ultimo grupo elementos 

repetitivos. Por otro lado, los experimentos de hibridación con sondas homólogas y 

heterólogas completamente ligadas al locus responsable de la aposporía en P. notatum 

en combinación con enzimas sensibles a metilación reveló que la región se encuentra 

metilada. Desconocemos aún si esta metilación es la consecuencia de un cambio global 

del segmento genético involucrado (que podría expandirse por alrededor de 36 Mpb, 

Stein et al. 2007) o está restringida a secuencias específicas dentro del fragmento. La 

demetilación de un componente funcional de los elementos transponibles asociado 

previamente a la aposporía en ésta y otras especies, identificada en los genotipos de 

reproducción apomíctica indicaría una actividad transposicional asociada al locus apo 

en la especie.  

Mediante análisis de secuencia y diseño de cebadores específicos fue posible 

desarrollar marcadores alelo específico tipo SCAR ligado a la apomixis en la especie 

para una identificación temprana entre plantas apomícticas y sexuales. Este marcador 

fue validado en una serie de plantas sexuales y apomícticas de P. notatum y demostró su 

estricta correlación con el carácter. Esto supone una alta conservación del fragmento 

detectado en las distintas accesiones de la especie. Además, utilizando una estrategia de 

caminata cromosomal fue posible aislar las secuencias flanqueantes de marcadores 100 

% ligados a la aposporía en P. notatum, varios de los cuales mostraron homología con 
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genes relacionados con la síntesis proteica, metilación de especies de ARN, 

retrotransposones y proteínas de tipo quinasa. 

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que tanto factores genéticos 

como epigenéticos están asociados a la expresión del carácter apomixis en Paspalum. 

Como resultado del trabajo de caracterización genética y molecular del locus 

responsable de la apomixis en P. notatum llevado a cabo durante los últimos 10 años 

por nuestro grupo de trabajo y a partir de los resultados obtenidos en este trabajo de 

tesis, es posible plantear un modelo hipotético de la estructura molecular del locus 

responsable de la aposporía en la especie. El mismo estaría representado por un sector 

cromosómico de gran tamaño con distorsión en la segregación, fuerte supresión de la 

recombinación e imposibilidad de transferencia a través de gametas monoploides. Por 

otro lado la presencia de elementos repetitivos, genes involucrados en cascadas de 

transducción de señales y demetilación del ADN indicaría que el carácter en la especie 

se encuentra bajo un control complejo en donde probablemente intervengan múltiples 

factores genéticos y epigenéticos asociados, así como mecanismos de regulación y/o 

silenciamiento que influyen sobre su expresión. 
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VIII ANEXOS 

Anexo A. Oligonucleótidos utilizados en las técnicas de MSAP y AFLP 

Cebador Secuencia (5’- 3’) 

Adaptador EcoRI upper
1 CTCGTAGACTGCGTACC 

Adaptador EcoRI lower1 AATTGGTACGCAGTC 

Adaptador MseI upper
1 GACGATGAGTCCTGAG 

Adaptador MseI lower
1 TACTCAGGACTCAT 

Adaptador HpaII/MspI upper
2 GACGATGAGTCTAGAA 

Adaptador HpaII/MspI lower
2 CGTTCTAGACTCATC 

Cebadores pre-selectivos 

EcoRI + A1 GACTGCGTACCAATTCA 

MseI + A1 GATGAGTCCTGAGTAAA 

HpaII/MspI + A2 GATGAGTCTAGAACGGA 

Cebadores selectivos 

E311 EcoRI + A + AA 

E321 EcoRI + A + AC 

E331 EcoRI + A + AG 

E341 EcoRI + A + AT 

E351 EcoRI + A + CA 

E361 EcoRI + A + CC 

E371 EcoRI + A + CG 

E381 EcoRI + A + CT 

E401 EcoRI + A + GC 

E421 EcoRI + A + GT 

E441 EcoRI + A + TA 

M321 MseI + A + AC 

M331 MseI + A + AG 

M371 MseI + A + CG 

M421 MseI + A + GT 

M431 MseI + A + TA 

HM23 HpaII/MspI + A + AT 

HM43 HpaII/MspI + A + GT 

HM53 HpaII/MspI + A + GC 

HM63 HpaII/MspI + A + CA 

HM73 HpaII/MspI + A + CT 
1 Tomados de la serie KeyGene, AFLP Protocol for Public Release, Version 2.0, Netherlands, 
1994. 2 Tomados de Xu et al. (2000). 3 Esta Tesis. 
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Anexo B. Secuencias derivadas de la técnica de MSAP en P. notatum (5’ – 3’)  

A7 

ATTTGACCAATGTAATGAAAAAGGTATACGTTTTTCAGTTATATTATACTTTATTTCA
CTTATAAAGTTGTACATCATTTATTTTTAAAAGCTATTTATAATTTTCTGAAATTCAAA
TATTATTTAGCCATTATCATATCATGGCAATGCTACATGCCAGAACTACTACAAATGC
AAGTCAAGCCAAGGTCGAAAAGAGAACTGTTTAATGGTTGAGAGTGTAAAAGAAGT
CTAGTTTTATATCTGAAAGATAAAAGGTGGACCTAGAGGGAGTTAGTAATAATATTT
GAGGAGTCTAGTTTTATATTTGAGGTTCAGTACCGCAACTGCAATTAAAGGCATAAC
ATTCCTGATAGTTAACACCCCAATCAATTAGTACTAGCCTATTGTACCTAGACATCCG
CCAGCTGACTACTAGTACATTGATCTTTAGCCCGCTAACCATTACCTATGGTTTAAAA
AATAAAAATTAGTTTGAGCCTAC 

A23 

AGCAATCTTTAATTATATTTATGATTAAAACAAGAATTACCTTAATATTGAAGAAGTG
AAGTTCAAATCTTTGAGTCTATGGTGGCATCATCTTTTTCTTTGGAATGCCATGATTG
CATGCACCATCAAGTGTTGGGGAAGAATACTTGTCTTTCCCGAAATTCAGCTTTCCTT
ATTCTATCCCTTTAGTAATTCGACAATAACTCCCACATCTGAAGTCCAAATATGCCAA
TTCGGACTCTATCTTGAAGAGCTCGAAACTATCTACAACTTTGGTATGTGGACTTTCT
TCATTTAACATCATTAAGGTCTTCGAATCGGCCCCACAAGGTGTTGCTGTCTTGAATT
GGTACGCAGTCA 

B11 

ATGAATACTGGTGCTTCGTTTGGAACTGGAGTAATAAGAAGATCTGTCTCTATATATT
CATTTTACATTTCTTTCACAGAAGACTTCACCACTCAAAATTTCCTCCTATTTTGGAA
GTTCCTTGCACTTTTATGTTGGAGGCAATGCATTTACAATGGTGCATGTTTCGTGTGT
TATTTCCGCTCATTAAACACTACCTGCGAGGAAAACGGATACTGTTATGGAAACTAG
TGGTGGACCCAGCTTTCACACATAGGGTATGCCAGGAGAAAACAATAGCAAAAAAA
AGGTCTACAACAGGATTCGAACTCAGGCCTCGAAGTATAGAGCAGCACTCCGTCACT
CCCTAACCACTAGGATAAGCATTGTTTTGTGTTCTTAGGGTATGC 

B26 

GCGTCCGTTTCCGCGTGGGCTGCTCCTGCAGTCTGAATTGGAGTCACGCGTGTATGGC
CTGTTTTGAAAATTCCCGTTGACTGCAAAAGAATTTTACGGTGATGTCAATTGATATG
GAAATATTATCATTTTAGCTTTCCATCGATATATAGAACGTCGAAACAGTGTCCATAT
GCGACCAGAGCGTCCGTTTTCGCGTGGGCTGCCCCTGCCATCCGAATTGGAATCGCA
CGTGTATGGCTAGTCCCGCAAGCCATATTTGTGAGATGACGGACCAAGAAATTTTAT
TCTTTTTAATATTAGGTACAGATTAGG 

C19 

ATCGTGTCAAGGAGACAGGAAACGCACATCTCAAGACTTGGATTGCAGTGCCAGTCG
CATTCGTGGTAGGGAGGGCAATTGTCGCCGTCCACGATTCAGAACGTGCTGTTTGTCT
CATGATTGTGACAATGCACGATTCAGGACGTACTGTGGCTGGTGGATGACCAAACCC
CAAAAAAAAAGGC 

D3 

GCTAATAAAATCAAATAATATATAAAAAAACACTCAAGCAAAACATCTGGATCTTTG
TTTATCATTGCATTATCCACCTCCAGGCAGGGCATAGTGCGGGGAAGCAAGCCTGGT
GCGGTTGCAACAACCAAACAACCGCTTGAGTTAAAGTGGCCGTTCCTCTGCCGCGTA
CATGTATTTGTACATAACTACCACATCTTCCGTCATTCCCTATGATTCTACCAGGTTG
AATCTGAGGTGGATTGTAAAATTATGGATCTTTAGGCTTAAACTCAAATTGGATCCAT
ATAAATATGGATTAGTTCTAACTAATATGCAATTAGACAAGGCAGTAGGTAATATGT
AAAAACTGCGGCAAAATGTATTGTTTCATTTGAACATTAAACAAATAAAATCAACAC
AT 

E8 

AACTAACTATTTTCATTGTGTCATGTCATCTATCGTGTAGAACGGTATGAAATAGTGT
GAAACAGGATCAAAATCTTCAAATGCCAATCCTTCTTAAGGATAGCCTAGAGGGTAT
TTGGATTTGGAGGCTAAAATTTAGCCAACGTCACATCGGATGTTTGGATGGTAGTTA
GAAATATTAAACATGGTTAAATTAAAAAACTAATTACATGGTCGAGGAGTAAACGGT
GAGACGAATTTATTAAGCCTCGCGGTTTACTCCTCATCTATGTAATTAGTTTTATAAT
TAGACTATATTTAATACTTCTATCTAGCGTCGAAACATGCTATGTGAGGGGGTTAAAT
TTTGACCAGATGATCCAAACACCACTAGCTACTCCAG 
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E32 GCCTTAAAATGCACTTAAGTATATGGATAAGTAGTTTGAAGGATTATTTGACGAGTTT
AATCCGTTTCCATAGGATTTCCATAATCCCCGATTTTCCCCAAATTTCCCAGGGCTGT
TTTTTCTTCTAAATCGGCTTGAATGTGTTTGAAAAGGCACTTTCTTGGCAAAATTTCT
AGTTTTTGTTTCATTTTCAATATGTCTCGCCTCAGTGCTACTAGACCTTTTGTGCTAAA
GTTGATTTGTAGTGAATATAGTAATATTTTGAAATTG 

F16 

ATCCTTTGGTCTAAAGGGACACATAGGAAAATTTCCTGTAGGATTTGAATTATACCA
AACCTCCGTTCATCCCTTTCAAAGGAGGTGCTAAGCTCATACAAGGGGCATTGTGTT
GGTTACATGTATATTTAGCATCTTGGCCAAAGGAGGTGCTCATGCTTGTGCATCAAGC
CGTGAATCTGCAACCTCCAATTACCTATTGCACACCGACTGACGGTACAAGCAACGA
TGGAAAAAATAAACAAAGTCGTGTCATCTGATTTAACAATGGTTTCTGTTTGC 

F18 

ATAAAAAGTTTACCACAATACAAAAACTTTGTACGTCAGTTAAATAACTTTTGAATG
TTCAATCAAAAGTTTTACAGATATAAACTTTCTACGGCACTTTCGACGAATGCGACAT
CGAGATATCGTATAGGTACCCTAAGAGTAGAGAGAAGCGTAGAAATGTGGGTACTA
TCGCTATGATCGGTGGAACTCAGTGGACTCAGGAGGTTTAGAGAGGTTCGGGCCAAC
CTGGGGGTGTAACACTCTACAAGCTGAGTGCCCCAAGACTTGATGCTCAGACGAGTT
GAGAGGCTAAAACCTGCCCATTCAGAACCCCCTCCCCCCTGTGATGC 

G17 

ATGAAGCCTGGGCAATGATGCATCATGAGTGTGGCATGCAGGAAAGCCAGTGGCTTA
CTGATCTGTATCAGCAGAGGCATAAATGGTGCACAGCTCTTCATAAGGATGCGTTTG
ATGGTGGGATCGAATTGATGGTTAAGAGTGAGGGTTTAAACCATGTTGTGAGCAGCT
TTGATGATGAACCAACTTCACTCACCACTTTTGTTCTTGAGCTGGATAAAATTATAGG
GAATTGGCGTACAAATGAGACTTCAGAGGACATTCGGTGCAACCATGCTGC 

G43 

CGATACATACTGACTGGAGAGGGAAAAATTCTCATTTCAGCTAGCACCAAATTGAAG
CAAGTGAGAGCTCGCATCACATCGCATGCCGAGAGTTGTTCGCTTTGTTCAAATGTTC
TTTATCTACCGCACGCTATGAATGGAGCAACTAATAAAGAGAGCGAGCATTTTTCTA
TGTAGGCATTTGTTAAATATAGCACTTTTGGTCTGCTTCATAGCCTTGGGATCGTGAT
GGAAGACATCTATATAACCCTCTAATGTTTATACAGGTGCATACATCACCTTCGCCTC
TAACAACAGGTTTGTATGCACTTTTAAAAAAAATTAAAATAATGAATTGTGGGACCC
TCACCATGCATTTGCTCAAGTTGCGTTGGAATGTGAGCCCCAGCTACACCACATTCAT
CAAAACACTCAGACAACGCCTAGAGAGTTATTTG 

G44 

CACGTGGTACATGTTTCGATGCTGACTTTTCCTCCTTGCCCGGTGCATCATCATCTGC
AACCCTTTCTTCGGGCTCAGGCATCTTCTCCTGCTCTTTACCTGCACGGCTAGGAGAT
GGAGGGTCCTGTGTGGACTTTCCACCCCTAGCCGGTTACTGCATTTATGTGCTCCTTG
GGAGGAGCTTCAGGTTGCCCTGGCAGTTTACCTGGATTTGTGTTAGGTAAAGCAGCA
GCCAACTAAGCTATTTGAGTTTCAAGCATTTTGTTGAAGCTAAGTTGGTTTTTCATAG
CACTATTCAAAGTTTCCATTTGTAAATATATAGACTCAAACATCCTATCATTAGCACG
GAACTTTTTACTAATGCTATTATTCACAGCTTTCTGATCAAAAGTGTAATTACTCTTA
GGAAATTGCTGCGAATTTGAAGAGTTACCTTGCCCAGAGAAAGGGAGATGTGGTCGT 
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Anexo C. Secuencia de los marcadores de AFLP ligados a la aposporía en P. notatum 

Marcador 
Combinación 

Cebadores AFLP 
Secuencia (5’ – 3’) 

J5 
e33m42e* 

(eAAG/mAGT) 

GAATTCAAGAATCATTAGGGAAGCATGACAATTACC
TTGGAAAACACTAATTGCTCAGGGGTGGTGATGCGCC
GAGAGAAGTTGGAGACAATCCGCTGCTAGGGAACGT
ATATCGTCGGTTTATTACATAGAACATAGGTACATAT
TTATAGTCCGAAGACTTGGACAACAAGTCCGACTATT
TCTATATCTAAAACCCTACTTTAA 

J7 
e33m42g* 

(eAAG/mAGT) 

TTAAAGTCTTAAAGTTGTAGGTACTAGGTAGTATGTA
TATGAAATTTCATAGGTGTATACTTGCGCACTGTATG
TATTCATAGCTAGCGCCTATATACTAGTACTACTTGA
ATTC 

U14 
e35m43n* 

(eACA/mATA) 

TTAAAAGAACTCACCAATCAAGCGTAATATTGATCCT
ATTGACAGCCCATCACTCAGAGCACATTGCTTGTCTA
CTAATCTCTGTGAATTC 

U16 
e35m43p* 

(eACA/mATA) 

TTAAAAGGTCAAAACGGAGCGAGGCAGGCAGCACTC
GAAAGAAAAGGTGATTAAAGTCTAATAATGTCAGTG
GAAAGATTCTAAAGGTCCACATGCCTAATCAGAAGC
ACATCGAACCTACTGTGAATGCAACTGAAGTCCAAG
AAACCAAGAAGATACCTGTAGTATGTGAATTC 

M3 
e36m37c* 

(eACC/mACG) 

GAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTTCCTCT
CGGCAATCCCGTTAGACTTGGGTGAATAAGATCAGA
CCTAAGGCGTTTAA 

C5 
e32m33e* 

(eAAC/mAAG) 

GAATTCAACAATCATCAAAGACTATATAACCTTTCAG
GGCACAATCTATCTATGTATTTTGTCCAGCCCTACTG
AAANCATGCTTCAACCTTTTAA 

I3 
e33m32c* 

(eAAG/mAAC) 

GAATTCAAGCAACCAATCGGACCCCTAGTGCATTCAC
TGGAACGTCCGACGCCTGCATTTTGCATGCGGTCGCT
CATTCTTCTCTTCTGCCGCTTCTGTCTAGTTAGTGATC
CCCAGACCGTTCGATATGTGTAATATGCATCGGATCT
TGATCTTCATTTGCGGCAATCTTTCTCACCGGACCGTC
CCNTGTGCATCACCGGATTGTTTGGTACGTGCAAAAA
TTCGGCTTCACGGCATTGGTCATTGATGCCTTGGGTC
TTCTCTTATACGTTTTAA 
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Anexo D. Secuencias extendidas por caminata cromosomal sobre los marcadores de 

AFLP ligados a la aposporía en P. notatum. En negrita se muestra el cebador específico 

externo y subrayados los cebadores diseñados a partir de las mismas. 

Marcador  Extensión Nombre 5’-3’ 

2B 

CTAGGGGTCCGATTGGTTGCTTGAATTCAGCTAGTCTGT
CATGTATTTAACCTACCAACCCTACCCCTACAATCACTACT
CAATTCACGACCTCCTGCATTGCTACCATATATCACATTTC
CCAAATCATATC 

3B.1 

CTAGGGGTCCGATTGGTTGCTTGAATTGAGTGTGGGGA
GGGAGACAGTGAGGTGAGGACACTAACCAACACCCCGGG
TGTGGAGTAAATAAAGGCTTTCCG 

 

 

3B.2 
CGACGGCCCGGGCTGGTCTGTGCAACAATTCAAGCAACC
AATCGGACCCCTAGA 

4B 
CTAGGGGTCCGATTGGTTGCTTGAATTGGGGCAGTTCTT
GAGTTCTTCTGGCCTTCTGGTGGGCTTTTACCAGCCCGGGC
CGTCG     

5’ 

5B 
CGACGGCCCGGGCTGGTATCTAGCAGCTCAAGGCAAACAA
GCATGTTCAAGCACATCTATCATAGCATGATTAATTCAAG
CAACCAATCGGACCCCTAGA 

8A.1 

ATCTTATGTCCTAATCAAAATACATGTTTGGCCTTCAGTTT
TCAAAAGCTCTGAATCGCTTCCAAAAGGAGGATCCTACTTT
CCGTGTGGGTTTGGATCCGGAGAGTGGCCAGGTTTGTTATC
TCATCCATTTCATTTTCAAGTTGTATGTTTGCGTAGTTCTCA
ATACATTATATTTGCTTGTAGACAATTATTTCAGGGATGGG
TGAGCTATATTTGGATATATATGTTGAACGTATAAGAGAA
GACCCAAGGCATCA 

8A.2 

CGACGGCCCCTCGGAATCCATCCTGAAGTTTCGAATGTCAC
AGTTAATCCATTGAGATTCTCCAAGCTCTATTTCTGNNNAA
ATTCAGCTCTCTGGGGCTTTATTTGCCTAGGTGGTGCAACA
AGGGCACCAGCCATCATTGGAGGTACATCTGGTGTTTGAT
CAAGCTCGTAGTGGACATATTTGCAAGTCTAGAGATTGTA
CAATGCATGTAAGATAAAAATAGCCAAACAGATACTTGAC
AGGCAGTATATGAAAAGAAAGAATACTGTGATCACCTTTG
TGTGACGGCATGTATCCAGGAAAGAGCAATCTCCCAAGTT
TGTATCAGTATGTGGAGCAATAATACGCCGAAAGTGGACC
TGCTTGCAGTGAAACAGAACATAATGATTACATGTCATGT
GATAAAAAACAACGTATAAGAGAAGACCCAAGGCATCA  

I3 

3’ 

9A 

ATANGGCACGCGTGGTCGACGGCCCNNNNTGGTCTGGAAC
ATGATGCGCTCTGAACCTCTCGGTGAACTCCTGCCAGGTAA
TGGTGTTGGGGTTGTTATGAGCCAAGCGGTACGATTCCCAC
CATTGTTGAGCGGCACCCCGTAGCTGATGAGGGCCGTAGA
GAACTTTCTCCTGGTCGGTGCACTGAGCGACGTCCAGCTCC
CGTTCTATTGCGCGGAGCCAGTCTTCTGCATCCATAGGATC
GGCAGAGTGAGTGAACACAGGTGGGTGTCCCTTCCTAAAT
TCTGCGCGTCTGTCTCGCGGTTGAGGCGGTGGTGGCGGGG
GTGGTTGCTGCTGCGCCTGGTGCATGACTGCCACTCTTGAC
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CAAGAGCTTGTATCACTTGGGTCTGGTTCATGATCAGTTGT
TCCATAGTCATTGGCGGTGTTGGATTTGGGAGTCCTCCGTC
TCCGCGACCTCCTCTACCTCCGCGGCCACGACCACGTCCAT
GTCCTGTACTCATCTGATGGACCAAATATACCATTAGTACT
TATTTCCGACCATACATCTCATTCAACATTANNAACCANGA
CAGATGAGATAAAAGATCTGAACGTATAAGAGAAGACCC
AAGGCATC 

10A 

GATGCCTTGGGTCTTCTCTTATACGTTCAGATCTTTATCT
CATCTGTCTTGGTTACTAATGTTGAATGAGATGTATGGCCG
GAAATAAGTACTAATGGTATATTTGGTACATCAGATGAGT
ACAGGACGTGGACGTGGTCGTGGCCGTGGAGGTAGAGGA
GATCGCGGAGGCGGAGGACTCCCAAATCCACCACCGCCAA
TGACTATGGAACAACTGATCATGAACCAGACCCAAGTGAT
ACAAGCTCTTGGTCAAGCAGTGGCAGCCATGCACCAGGCG
CAGCAGCAACCACCCCCGCCACCACCGCCTCAACCGCGAG
ACAGGCGCGCAGAATTTATGAAGGGACACCCACCTGTGTT
CACTCACTCTGTCGATCCTATGGATGCAGAAGACTGGCTCC
GCGCAATAGAACGGGAGCTGGACGTCGCTCAGTGCACCGA
CCAGGAGAAAGTCCTCTACGGCCCTCACCAGTTACGGGGT
GCTGCTCAACAATGGTGGGAATCGTACCGCTTGGCTCATA
ACAACCCCAACACCATTACCTGGCAAGAGTTCACCGAGAG
GTTCAGAGCGCATCATGTTCCAGCTGGTGTGATGTCACTGA
AGAAAGAAGAGTTCCTGGCACTCACCCAGGGNNCCATGAC
CGTCAGTGAGTATCGAGACAAGTTCCTACAGCTGTCCCGCT
ACTGTCCCGAGGAGGTTAACACCGACCCCAAGAAGCAGTA
CCGNTTTCCTCAAAGGCTTGGTCGATCCACTCAGGTACCGC
TTATGAACCATACTTTTCCTAACTGCCAGCATCTGATAGAC
CGAGCTATCGTGACGGANAAT 

11A 
ATCCACAGTCAACCTCTGAAAAAAAAATCTAACACTCTTG
ATTCGTTTTGACCGATGCTGGTCAAATGACCAAAAGTAAA
CGTATAAGAGAAGACCCAAGGCATCA 

12A 
GATGCCTTGGGTCTTCTCTTATACGTTGCCCTGTCTGAG
TAGCCAAGATCACAAAGGATCCCCCAACTCGAGGTGCTGA
CTCAACCACGCGTGCCCTATAGT 

J7 3’ 3D 

ACNNNNNNGNACGCGTGGTTGCCACACAAGGTGGTAATGT
ATGAGCATGCATTCTTCTGCAGGTACACTAACCATGTGCGA
AAATTAAGAACGACTAGAGGACGACTAGTTGCATTAGAGA
GAGACGTGCATATGTGTCACCAAGATGTCGTTAGCTATAT
ATAATGTACATAGGGGTGTAATGTGAGAACGAATAGGACG
AATCATGCATCATGACACTCATGCTTCGTCAATCTACATCT
TAAGTTTGCTTTTCTACCAATTATGGTCTTT 

 

 

 

 

 

 


