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Resumen

RESUMEN

Paspalum notatum es una graminea forrajera nativa de las praderas naturales de
las regiones subtropicales de América. Los citotipos diploides son de reproduccién
sexual y los poliploides, en su mayoria tetraploides, son apomicticos de tipo aposporico.
La manipulacién de la apomixis, reproduccion asexual por semillas, puede tener un gran
impacto en la agricultura, principalmente porque su introduccién en especies de gran
cultivo permitiria la propagacion indefinida de genotipos hibridos en forma clonal. En
P. notatum, la aposporia, un componente de la apomixis, estd controlada por un locus
complejo localizado en un fragmento cromosémico de gran tamafio, que presenta
supresion de la recombinacidn y apareamiento preferencial de cromosomas con uno de
los cuatro homdlogos del grupo. Los andlisis de secuencias de marcadores moleculares
100 % asociados al cardcter mostraron homologias con elementos repetitivos, genes
gag/pol de maiz y sectores no codificantes. El objetivo general de este trabajo fue llevar
a cabo un andlisis de los factores genéticos y epigenéticos asociados a la aposporia en la
especie. En este estudio se analizaron las frecuencias, los patrones y la variacion en la
metilacion de citosinas del ADN, en genotipos diploides y tetraploides. La técnica
utilizada (MSAP) (“Methylation Sensitive Amplification Polymorphism”) estd basada en
la técnica de AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) incluyendo en la
etapa de digestion del ADN dos enzimas de restriccion diferencialmente sensibles a la
metilacion. Las proporciones de los sitios CCGG metilados variaron entre 40 - 42 % y
31 - 41 % en diploides y tetraploides, respectivamente. al analizar el nimero total de
sitios blanco metilados y no metilados se obtuvo diferencia significativa entre grupos.
Los andlisis de similitud basados en los polimorfismos sensibles a metilacién mostraron
que los tetraploides fueron significativamente mdas diversos que los diploides. Se

encontrd una correlacion significativa entre la variacidon epigenética y no epigenética en
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ambos grupos. Varios marcadores mostraron estados de metilacién diferentes en los
distintos niveles de ploidia. El agrupamiento basado en las similitudes en cuanto a la
metilacién de citosinas, incluyendo todos los genotipos mostré que los cuatro diploides
y uno de los tetraploides experimentales de reproduccion sexual conforman un solo
grupo indicando una estructura epigenética comun. Varios marcadores MSAP que
mostraron polimorfismos en cuanto a su estado de metilacién entre los individuos
Q4188 y Q4117 fueron ensayados en una poblacién segregante F; derivada de ambos.
Este andlisis demostré que varios de estos sitios se transmiten a la descendencia en
forma mendeliana como alelos en dosis simple. Un andlisis similar que se llevé a cabo
con el citotipo diploide C4-2x y su autotetraploide derivado C4-4x (ambos de origen
experimental) mostré que las dos plantas son muy similares tanto a nivel epigenético
como genético aunque se detectaron polimorfismos asociados al nivel de ploidia. Las
secuencias derivadas de algunos marcadores MSAP presentaron homologia con
secuencias codificantes, transposones/retrotransposones y secuencias no codificantes.
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo indican que aunque la proporcion de
sitios metilados entre los dos niveles de ploidia es comparable, el patrén y la variacion
de los mismos difieren entre los citotipos. Mds aun, luego de la tetraploidizacién se
observo la generacion de nuevos “epialelos” en la especie.

Andlisis de RFLP con clones que mapean en el locus responsable de la aposporia en
combinacién con enzimas sensibles a metilacién mostraron que la regién genémica se
encuentra metilada e incluso se observan diferencias en el estado de metilaciéon de
algunos loci entre los genotipos sexuales y apomicticos.

Se desarrollé6 un marcador especifico de secuencia ligado completamente a la aposporia.
La disponibilidad de este marcador simplificard y acelerard la identificacion de

individuos apomicticos en poblaciones segregantes y permitird el escrutinio de
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bibliotecas gendmicas 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
poblacién natural y se encontré que su frecuencia en la poblacién es del 0.17. Por otro
lado, se aislaron secuencias adyacentes a los marcadores de AFLP 100 % ligados a la
aposporia mediante estrategias de caminata cromosomal. Se aislaron secuencias con
homologia a genes relacionados con la sintesis proteica, metilacion de especies de ARN,
retrotransposones y proteinas de tipo quinasa. Asimismo, se identific6 un nuevo
marcador ligado completamente a la aposporia en la especie cuya secuencia
corresponde a una proteina con repeticiones de anquirina. Los resultados presentados en
esta tesis muestran que tanto factores genéticos como epigenéticos estdn asociados a la
apomixis en Paspalum. En particular el cardcter aposporia estaria controlado por un
locus complejo que incluye secuencias codificantes y no codificantes, elementos

repetitivos y metilacion 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 F; 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 tetraploidizacion.

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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Introduccion

I INTRODUCCION

I.1 El género Paspalum

I.1.1 Caracteristicas generales

Paspalum L. (Poaceae: Panicoideae: Paniceae) es un género perteneciente a la
familia de las gramineas ampliamente distribuido en regiones tropicales, subtropicales y
templado-calidas de América. En el centro y sur de Brasil, este de Paraguay y noreste de
Argentina se encuentra uno de los centros de diversificacion especifica mds importante
de este género (Chase 1929, Burton 1974). El mismo comprende aproximadamente 330
especies (Zuloaga y Morrone 2005) con una notable variabilidad morfolégica y genética
que ha hecho posible su adaptaciéon a distintas condiciones ambientales, aspecto que
resulté de gran interés para estudios aplicados sobre la domesticacién de especies
forrajeras nativas (Caponio y Quarin 1993). Segtiin Bennett y Bashaw (1966) “toda
caracteristica deseable para una planta forrajera puede ser encontrada en alguna de las
especies de Paspalum’.

La poliploidia estd presente en aproximadamente el 80 % de las especies del
género, existiendo una gran variacion en el nivel de ploidia 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 ploidia se considera que la mitad
de las especies son tetraploides (Quarin 1992). En cuanto a la forma de reproduccion, el
género estd conformado por especies diploides de reproduccién sexual alégamas por
autoincompatibilidad y poliploides sexuales o apomicticos autofértiles (Quarin y
Norrmann 1987, Quarin 1992). En general, los citotipos tetraploides conforman las
poblaciones encontradas con mayor frecuencia y de mayor distribucién, mientras que

los citotipos diploides se encuentran restringidos en dreas mds pequeiias (Quarin y
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Lombardo 1986).

Hasta el momento se ha logrado la domesticacion de algunas especies del género
mediante de la seleccion de genotipos naturales a partir de grandes colecciones de
germoplasma. En base a caracteristicas agrondmicas como productividad de biomasa,
calidad de forraje, adaptabilidad a distintos ambientes, capacidad de produccién 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 apomicticas de P. notatum como
Argentine, Paraguay, Paraguay 22, Wilmington y Tifton 7. También se cultivan algunas
variedades apomicticas de pasto miel (Dallisgrass) (P. dilatatum) seleccionadas de la
misma manera. En nuestro pais se cultivaron durante mucho tiempo dos variedades
apomicticas de P. guenoarum: el Pasto Rojas y el Pasto Ramirez, 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 Camba de P. atratum y el cultivar
Chané de P. guenoarum, que se caracterizan por una importante produccion de forraje y
un buen valor nutritivo (Pessino y Ortiz 2009). Sin embargo, existe una gran variacién
genética que ain no ha sido explorada en muchas de las especies del género. Las
mismas podrian mejorase para aumentar su potencial agrondémico si se genera
informacion bésica sobre su nivel de ploidia, modo de reproduccion y caracteristicas

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

L.1.2 Paspalum notatum

Paspalum notatum Fliigge, de nombre vulgar “Bahiagrass” (EEUU), “Pasto
horqueta” (Argentina), “Capii cabayu” (Paraguay) o “Grama batatais” (Brasil) es una

graminea 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 sequia). Es muy utilizada como forraje en pastoreo directo, rotacion
de cultivos y ornamentacion de jardines y pistas de turf (Gates et al. 2004).

El numero bésico de la especie es x = 10 y presenta varios niveles de ploidia,
donde los citotipos diploides (2n = 2x = 20) se reproducen sexualmente y son
autoincompatibles y los poliploides son apomicticos, pseudégamos y autocompatibles
(Quarin 1992). La forma diploide (P. notatum var. saurae Parodi) se encuentra
naturalmente en un drea muy limitada de América del Sur (Burton 1946, 1955, 1967,
Daurelio et al. 2004). En Argentina, las poblaciones diploides estdn restringidas en
suelos sueltos de los margenes de los rios Uruguay, Parand 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
gramineas forrajeras cultivadas del sur de Estados Unidos y debido a su mayor
resistencia al frio se encuentra mds ampliamente distribuida que las poblaciones
tetraploides. Los citotipos diploides son originarios de las provincias de Corrientes,
Santa Fé y Entre Rios (Gates et al. 2004). El Dr. Glenn Burton descubrié una gran
poblacién natural diploide en la isla Berduc sobre el rio Parand (Santa Fé) con toda la
variabilidad genética observada en Estados Unidos para la especie cultivada. Por otro
lado en la ciudad de Cayastd (Santa Fé) se encontré otra poblacion diploide en cercania
a las ruinas del sitio donde se fund6 originalmente la ciudad. La ubicacién 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 regién sea
considerada el centro de origen de la especie (Burton 1967, Gates et al. 2004).

Desde el primer reporte de reproduccién apomictica en la especie una amplia
bibliografia demuestra que el citotipo tetraploide (2n = 4x = 40) predomina
ampliamente en la naturaleza. A partir del andlisis de 23 accesiones de P. notatum, en
las cuales determinaron el rango de variacidn para diferentes indicadores de tolerancia a
sequia 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 fecundacién de gametas
femeninas no reducidas (2n, sacos embrionarios apospdricos) 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, Martinez et al.
1994).

Hasta el momento no se han encontrado citotipos tetraploides completamente
sexuales en la naturaleza. Sin embargo, plantas tetraploides de reproduccién sexual han
sido obtenidas experimentalmente tras la duplicacién cromosdmica por tratamientos con
colchicina de un individuo diploide (Quarin et al. 2001) o bien a partir de cruzamientos
entre dos individuos apomicticos, siendo el parental femenino apomictico facultativo
(Martinez et al. 2001). La obtenciéon de estas plantas tetraploides “sexuales” es un
requisito importante para estudios bésicos del sistema reproductivo como asi también
para iniciar programas de mejoramiento genético, ya que los andlisis de segregacion
genética requieren contar con progenies obtenidas del cruzamiento entre individuos
sexuales y apomicticos con el mismo nivel de ploidia. 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 caracteristicas morfolégicas demostraron
que las mismas eran sexuales. Quarin et al. (2001) indujeron la duplicacién
cromosOmica en tres plantas de P. notatum individuales pertenecientes a una poblacion
natural diploide. Los estudios embrioldgicos demostraron que uno de estos nuevos
autotetraploides presentaba reproduccion sexual, mientras que los otros dos resultaron
apomicticos facultativos. Un genotipo de P. notatum inducido se considera sexual si
luego del andlisis citologico de al menos 200-500 6vulos no existe evidencia de
aposporia. Esto es muy importante ya que existe evidencia de que algunos diploides
poseen la capacidad, aunque en baja frecuencia, de formaciéon de sacos embrionarios
aposporicos, y que los tetraploides derivados de estos diploides pueden resultar
apomicticos (Quarin et al. 2001). En la actualidad se dispone de un nimero importante
de individuos tetraploides sexuales derivados de proyectos cientificos que emplearon
estas primeras plantas para estudios genéticos y moleculares. Estos individuos estidn
siendo utilizados en programas de mejoramiento tradicional de seleccion e
incorporacién de caracteres de interés agronOmico para la generacién de nuevos
cultivares.

El anélisis del apareamiento cromosémico durante la meiosis de distintas plantas
tetraploides (sexuales inducidas, apomicticas naturales o hibridos provenientes del
cruzamiento sexual x apomictico) indicaron que las razas tetraploides apomicticas son
de origen autotetraploide (Forbes y Burton 1961). Quarin et al. (1984) identificaron una
homologia completa entre el juego de cromosomas de una planta diploide con los dos
juegos de cromosomas de otra tetraploide, confirmando asi la hipétesis de que P.
notatum forma un complejo agdmico con diversos niveles de ploidia originados por
autopoliploidizacion (Gates et al. 2004).

Ademds de la gran diferencia en cuanto a la distribucién geogréfica y el modo de
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reproduccién entre los citotipos diploides y tetraploides existen otras caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas distintivas. En general, los citotipos diploides se propagan
mds rapido y presentan tallos mas 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 mds
anchas y rigidas con dos racimos de espiguillas, mientras que en los diploides ademas
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

Segin Nogler (1984) apomixis (en sentido restringido) hace referencia a una
forma de reproduccién asexual por semillas que genera progenies genéticamente
idénticas a la planta madre (ver detalles mas adelante). Debido a esta forma de
reproduccién, por mucho tiempo se pensé que las poblaciones de especies apomicticas
presentarian una muy baja variabilidad genética (revisado en Asker y Jerling 1992).

El andlisis de la diversidad genética dentro o entre poblaciones naturales de P.
notatum y la caracterizacion genética de los germoplasmas han constituido las bases
fundamentales para la seleccién 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
caracterizacion y estimacion de la diversidad genética en gramineas (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 poblacion
tetraploide (R4x, Corrientes) creciendo en simpatria con una diploide (R2x, Corrientes)

y la variabilidad de otra poblacién tetraploide creciendo en alopatria (C4x, Chaco).
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Considerando a todos lo individuos tetraploides como apomicticos obligados,
seleccionaron al azar 2 individuos de cada poblacién y llevaron a cabo pruebas de
progenie para descartar que la variabilidad observada proviniera de sexualidad residual
o mutaciones esporadicas. Los resultados determinaron que la poblacién R2x (poblacién
diploide) presentaba la mdxima variacion, la poblacion R4x (tetraploide creciendo en
simpatria con la R2x) una variacién intermedia (a pesar de tratarse de una poblacién de
reproduccién apomictica) y la poblacion C4x una variabilidad casi nula, ya que la
mayoria de sus individuos eran genéticamente idénticos. Al observar una mayor
variabilidad en la poblacidn tetraploide simpétrica en comparacién con la alopétrica los
autores sugirieron que la coexistencia de los tetraploides con los diploides impulsaria la
generacién de variabilidad en este sistema apomictico, 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 poblacidn simpétrica
mezclados con los de la poblacién diploide, postulan que los eventos de triploidizacién
ocurririan solo ocasionalmente, y en este caso todos los tetraploides podrian haber
surgido de un dnico triploide que sufrié varios episodios de hibridacién. 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 generaria continuamente nuevos genotipos
tetraploides (Daurelio et al. 2004).

Otro trabajo, que incluyé la caracterizacién genética de una coleccién completa
de germoplasma de P. notatum mantenida en el Instituto de Botédnica del Nordeste
(IBONE), Corrientes, Argentina, estudié la variabilidad genética entre las diferentes
accesiones y su relacion al modo de reproduccion de cada una de ellas (Espinoza et al.

2006). En este trabajo se analizaron genotipos naturales y experimentales, con distintos
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origenes, nivel de ploidia y modo de reproducciéon. Luego de los estudios
citoembrioldgicos los autores confirmaron la inexistencia de tetraploides completamente
sexuales en la naturaleza, ya que la totalidad de las accesiones analizadas resultaron
apomicticas facultativas, con un grado variable de sexualidad, o apomicticas obligadas.
Mediante la técnica de AFLP observaron un muy bajo grado de variabilidad genética
entre 42 accesiones de P. notatum, y postulan que seria consecuencia de que la especie
opera como un complejo agdmico, donde la gran distribucién de los genotipos
tetraploides se debe a la propagacion de los mejores individuos originados a partir de
poblaciones tetraploides en simpatria 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) permitié identificar 11 marcadores presentes solo en las genotipos
apomicticos y ausentes en los sexuales, los cuales fueron validados posteriormente
(Rebozzio, comunicacién personal). Finalmente, resaltan las ventajas de contar con este
tipo de estudios, ya que la informacién derivada de ellos facilita la seleccién de
genotipos parentales requeridos para generar poblaciones segregantes por el modo de
reproduccién y/u otra caracteristica de interés. Ademads con ellos es posible identificar
facilmente plantas cuasi-isogénicas que difieren en su modo de reproduccion para el
estudio de expresion 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 Rio Grande do
Sul (Brasil) y compararon estos resultados con el nivel de ploidia y las caracteristicas
morfolégicas 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 polimérficas (Morgante y Olivieri 1993) sus
resultados parecen contradictorios, ya que se ha asumido que la diversificacién de la
especie es relativamente reciente y que su principal modo de reproduccién 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. Ademads de la gran
variabilidad genética y morfolégica visualizada no encontraron correlacién entre la
ubicacion geogréfica 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 dispersion
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).

1.1.3.1 Modelos propuestos sobre el origen la variabilidad genética en poblaciones de

especies apomicticas

Se han propuesto diferentes modelos que intentan explicar el origen de la
variabilidad genética y la evolucién de los complejos agdmicos. En primer lugar,
Gustafsson (1947a, 1947b) definié varios aspectos de la apomixis y postulé que muchos
individuos apomicticos mantendrian cierto grado de sexualidad que les permitiria
generar esporddicamente nuevas combinaciones genéticas para sortear cambios
ambientales. Posteriormente, dos modelos fueron propuestos para explicar la generacién
y evolucién de los complejos agdmicos en las gramineas de subfamilia Panicoideas: de
Wet (1968), de Wet y Harlan (1970) y Savidan y Pernés (1982), propusieron el modelo
del “ciclo diploide-tetraploide-dihaploide” para explicar la variabilidad observada en los

sistemas Bothriochloa-Dichanthium y Panicum mdximum, respectivamente. En este
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modelo la variabilidad genética se generaria en el nivel diploide (sexual) y seria
transmitida a niveles superiores de ploidia a través de sucesivas hibridaciones
ocasionales de gametas no reducidas de un diploide con polen reducido de algin
diploide o poliploide (2n+n). Ocasionalmente, este nuevo poliploide podria 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 dihaploidizacién en especies
del género Paspalum y también han fallado los experimentos que intentaron la
obtencién de los mismos (Quarin, comunicacién personal). Debido a esto, otro sistema
evolutivo presentado por Quarin (1992) postula que los tetraploides en el género se
originarian a partir de un proceso que consta de dos pasos: un ocasional saco
embrionario apospodrico (no reducido, 2n) de una planta diploide seria fecundado con un
nicleo espermdtico reducido de otra planta diploide de la misma poblacién, dando
origen asi a una planta triploide (2n+n). Este triploide (de reproduccién apomictica),
aunque posee baja fertilidad podria producir nuevos tetraploides cuando es fecundado
con polen de otro diploide cercano (3n+n). Esta teoria 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 fecundacion con diploides co-especificos 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 6vulos conteniendo un saco
aposporico junto a un saco meidtico (Quarin y Lombardo 1986, Quarin y Norrmann
1987, Norrmann et al. 1989 y Quarin et al. 2001). Sin embargo, no existia evidencia
experimental acerca de la funcionalidad de los sacos apospdricos. Norrmann et al.
(1994) plantearon la posible funcionalidad de los mismos cuando tras la fecundacién de

una planta diploide de P. rufum con polen de una tetraploide de la misma especie,
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obtuvieron hibridos con 40 cromosomas, aunque en una muy baja proporciéon. En un
trabajo reciente Siena et al. (2008) mediante andlisis de progenies con marcadores
moleculares y citometria de flujo demostraron que al menos un genotipo diploide de P.
rufum produce sacos embrionarios apospdricos con capacidad de formar progenies por
apomixis. Este resultado demostrd la funcionalidad de la aposporia y partenogénesis al
nivel diploide en la especie. De esta manera, comprobaron que todos los componentes
que caracterizan la apomixis gametofitica son funcionales el nivel diploide en P. rufum
y aportaron evidencia sobre la teoria 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 segregacion 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 formulacion de hipétesis 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 autopoliploidia. Sin embargo, el tipo de herencia (disémica o polisémica)
en la especie era hasta hace poco tiempo desconocido. A partir de las relaciones de
segregacion 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 relacion de segregacion polisémica es indicativa de un origen autopoliploide y una
disémica de un origen alopoliploide (Qu y Hancock 1995). Como el andlisis
citogenético de los parentales de una poblacion segregante por el modo de reproduccién
mostré una variada proporcion de cromosomas formando asociaciones cuadrivalentes
durante la meiosis, la presencia frecuente de asociaciones bivalentes y univalentes, los

autores postularon que ambos tipos de herencia (polisomica y disémica) deben ser
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considerados. El andlisis de los datos de segregacidon de los marcadores moleculares
determind que las razas tetraploides de P. notatum presentan en general una herencia de
tipo tetrasémica, sin embargo en algunos sectores del genoma se observaron
segregaciones indicativas del apareamiento preferencial de cromosomas (o herencia
disémica). Particularmente, el grupo de ligamiento donde se localiza el locus

responsable de la aposporia muestra este tipo de segregacion (ver mas abajo).

1.1.4.1 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 duplicacién cromosdmica con colchicina de
Pensacola Bahiagrass (P. notatum var. saurae) con plantas tetraploides naturales
apomicticas, los autores postularon que el cardcter apomixis en la especie estaria
controlado por unos pocos genes recesivos en presencia de factores modificantes. En
todos los cruzamientos el modo de reproducciéon de los genotipos parentales se
determind a partir del estudio de caracteres morfologicos de 10-15 plantas F,. De la
misma manera el origen (sexual o apomictico) de cada una de estas ultimas fue
determinado a través del andlisis 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,
Martinez et al. (2001) postularon que el mismo presentd importantes limitaciones
relacionadas con la técnica de clasificacion del modo de reproduccion, el bajo nimero
de individuos segregantes utilizados y el posible error cometido al considerar que los
autotetraploides inducidos eran completamente de reproduccion sexual ya que se ha
demostrado la posibilidad de obtener tetraploides apomicticos facultativos por este
método (Quarin et al. 2001). Debido a que la reproducciéon apomictica en Paspalum

involucra al menos 3 procesos (aposporia, partenogénesis del embrion y pseudogamia)
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los estudios de herencia del cardcter resultan sumamente complejos. Una forma de
simplificar el andlisis es estudiar cada uno de los componentes por separado. En
particular el cardcter aposporia es relativamente ficil de seguir debido a que los sacos
embrionarios apospoéricos pueden diferenciarse morfoldgicamente de los meidticos por
estudios citoembriolégicos (ver mas abajo). Martinez et al. (2001) estudiaron el tipo de
herencia de la aposporia en la especie mediante técnicas embrioldgicas (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
6vulos mostraba sacos embrionarios meidticos) y una planta tetraploide natural
apomictica (la totalidad de los 6vulos mostraba sacos embrionarios apospdricos o
mixtos) generaron una poblacion de 213 individuos F; de los cuales 157 resultaron no-
aposporicos (sexuales) y 56 aposporicos, dando una relacion de segregacion de 2,8:1
no-aposoporicas vs aposporicas. Por otro lado, la autopolinizacién del parental
femenino y de cuatro individuos Fj, el cruzamiento de dos F; sexuales y la retrocruza
entre un F; sexual con el parental sexual femenino, generaron progenies exclusivamente
sexuales. Mientras que las progenies obtenidas del cruzamiento F; sexual x F;
apomictico y de dos retrocruzas (F; sexual x parental apomictico y F; apomictico x
parental sexual) presentaron una segregacion aproximada de 3:1 sex:apo. Teniendo en
cuenta que para la especie se demostré su origen autotetraploide (Forbes y Burton,
1961, Quarin et al. 1984), los autores asumen como modelo genético més probable que
la aposporia estaria controlada por un tipo de “herencia tetrasémica monogénica con
segregacion al azar de las cromdtidas durante la meiosis”. Debido a que estos resultados
no se ajustan al modelo de herencia para un factor mendeliano simple con herencia
tetrasomica (1:1) aceptado para la herencia de la aposporia en la mayoria de las

gramineas 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 distorsion de la segregacion a favor
a las plantas sexuales. Como modelo general los autores concluyeron que la aposporia
se comporta como un caricter dominante simple y que se transmite a la progenie de
manera no mendeliana debido a una segregacion distorsionada. La cual estaria
relacionada con algiin efecto letal pleiotrépico con penetrancia incompleta, o con la
letalidad parcial de factores ligados que afectan a las gametas masculinas (Martinez et

al. 2001).

L2 Apomixis

1.2.1 Definicion

El término apomixis hace referencia a una forma de reproduccién asexual a
través de semillas que excluye los procesos de meiosis y fecundacion de la célula
huevo, y origina por partenogénesis progenies genéticamente idénticas a la planta
madre (Nogler 1984). Esta supresion de la recombinacién genética en algiin momento
fue considerada una “via muerta” en la via evolutiva (Darlington 1939). Sin embargo,
dado que algunas de las plantas mds exitosas ecoldgicamente y ampliamente
distribuidas son apomicticas, el potencial evolutivo y de fitomejoramiento de este tipo
de reproduccion comenzé ha ser reconsiderado mas recientemente (revisado en Miles
2007).

Este tipo de reproduccién 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
floreci6 y produjo abundantes semillas viables (Savidan 2000). Parad6jicamente, los
primeros trabajos con plantas apomicticas fueron realizados mucho antes que este tipo

de reproduccién fuera comprendido. Gregor Mendel en 1869 intent6 confirmar los
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resultados obtenidos en sus famosos estudios sobre la herencia en las arvejas de jardin
luego de realizar cruzamientos interespecificos de plantas del género Hieracium. La
dificultad para realizar los cruzamientos y la falta de segregaciéon observada en estas
poblaciones fueron atribuidas erréneamente a una supuesta “frecuente
autopolinizacién”. 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 méas de 300 especies de plantas pertenecientes
a 35 familias diferentes, entre las que se destacan las Podceas (Gramineas), las
Asterdceas (Compuestas), las Rosdceas y las Rutdceas (Richards 1986, Hanna y
Bashaw 1987, Carman 1997). Existe un marcado sesgo en la distribucién del caracter
ya que el 75 % de las plantas apomicticas gametofiticas (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 patrén de distribucién
podria estar reflejando la predisposicion, por parte de un cierto grupo de plantas, a los
cambios genéticos que caracterizan a la reproduccion apomictica (Grimanelli et al.
2001). Algo de este sesgo también podria estar relacionado con la facilidad con que se
puedan llevar a cabo los estudios embrioldgicos en estas especies y con la informacion
derivada de este tipo de andlisis asociada al mejoramiento de cultivos (Bicknell y
Koltunow 2004). A excepcidon de la manzana, los citricos, el mango y las fresas, la
apomixis no es comun en cultivos de interés agrondmico (Koltunow 1993). Debido a
que la reproduccion apomictica involucra principalmente un cambio en el desarrollo del
megagametofito femenino, para comprender mejor el fendmeno y determinar sus
caracteristicas generalmente se lo compara con la reproducciéon sexual normal de las

angiospermas.
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L.2.2 Reproduccion sexual en angiospermas

La sexualidad en las angiospermas comprende la alternancia ciclica entre los
estados de espor6fito (la planta misma, 2n) y gamet6fito (el grano de polen y el saco
embrionario, n). La meiosis que ocurre en las flores posibilita la recombinacién y
reduccion del contenido genético, y da lugar a la formacion de las esporas femeninas
(megdsporas) en el Ovulo y masculinas (micrésporas) en las anteras. En la
megasporogénesis se generan cuatro células haploides a partir de una “célula madre de
la megéspora” que se diferencia en la nucela del 6vulo. En la mayor parte de las
angiospermas, tres de estas células haploides degeneran, mientras que la restante
constituye la megéspora funcional. Por el proceso de megagametogénesis (serie acotada
de mitosis ordenadas) esta célula desarrolla un megagametéfito conocido como “‘saco
embrionario”. El saco embrionario mds comun es el de tipo Polygonum que estd
formado por 8 nicleos haploides (n) contenidos en siete células, a saber: la ovocélula,
dos sinérgidas, una célula central binucleada, y tres antipodas. Por otra parte, en las
anteras las microsporas desarrollan los granos de polen mediante un proceso de
microgametogénesis. El polen maduro estd tipicamente integrado por tres células
haploides (n), dos de las cuales constituyen los gametos masculinos. La otra tiene una
funcién relacionada con el crecimiento del tubo polinico. La formacién de la semilla
requiere del proceso de doble fecundacion: un gameto masculino (n) se fusiona con la
ovocélula (n) para originar al cigoto (2n). A partir de este cigoto se desarrolla el
embrion. La célula central del saco embrionario con sus dos niicleos (n + n) se fusiona
con el otro gameto masculino para originar el endosperma. Asi, la fusién de dos
gametos haploides Unicos derivados de la distribucion al azar del material genético
durante las meiosis masculina y femenina resulta en la generacién de progenies

genéticamente diversas. En resumen, en la reproduccion sexual la meiosis produce la

16



Introduccion

recombinacién genética de los caracteres de ambos progenitores y gametos haploides.
La fecundacion fusiona de manera aleatoria un gameto masculino con uno femenino
para originar un nuevo individuo con una constitucién genética Unica (revisado en

Pessino y Ortiz 2009).

1.2.3 Tipos de Apomixis

Las tres caracteristicas que definen a este tipo de reproduccion son: i) una falla o
sustraccion de la meiosis previa a la formacién del saco embrionario, ii) la
partenogénesis donde el embrion se desarrolla de manera auténoma y iii) ciertas
adaptaciones para la formacion del endosperma. La apomixis y la sexualidad no son
procesos mutuamente excluyentes, ya que pueden ocurrir simultdneamente en la misma
planta e incluso en el mismo 6vulo (Nogler 1984). Segin Savidan (2000) la apomixis se
originaria por la expresion a destiempo y fuera de lugar (ectépica) de genes que regulan
el desarrollo del embrién. Los mismos se activarian antes de lo que ocurre en el proceso
sexual y hasta incluso en células que normalmente no participan en el proceso
reproductivo, y su expresion sélo resultaria en un fondo genético favorable. Se ha
planteado que ambas formas de produccién tienen en comin muchos procesos y la
diferencia entre los dos tipos de reproduccion radicaria en la regulacion del lugar y el
momento en que ocurren dichos procesos (Koltunow y Grossniklaus 2003, Tucker et al.
2003). Mis recientemente, Ozias-Akins y van Dijk (2007) postularon que los genes que
controlan la reproduccién apomictica no deben ser nuevos en cuanto a su funcién, sino
que estarfan alterados a nivel regulatorio en comparacién con la reproduccion sexual.
Salvo algunas excepciones, la mayoria de las plantas apomicticas retienen la capacidad
de reproducirse sexualmente por lo cual se denominan apomicticas facultativas
(Koltunow y Grossniklaus 2003).

El tipo de reproduccién apomictica varia segin el origen de la célula que la
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inicia el proceso y si su destino inmediato es la formacién de un saco embrionario o un
embrion. También de como se evita la meiosis, el grado en el que el proceso sexual
ocurre en paralelo y el requerimiento de fecundacién y adaptaciones especificas para la
formacién del endosperma. En general la apomixis puede ser iniciada en diferentes
etapas durante el desarrollo del 6vulo y la frecuencia de eventos sexuales en el mismo
6vulo u 6vulos adyacentes se utilizan como punto de referencia para tanto el inicio
como la progresién de la apomixis (Koltunow y Grossniklaus 2003).

Los embriones de las semillas apomicticas pueden formarse a través de una ruta
esporofitica o gametofitica. En el primer caso, también denominada embrionia
adventicia, se produce una embriogénesis espontdnea a partir de células de la nucela o
de los tegumentos del évulo (Koltunow et al. 1995). El desarrollo sexual de la semillas
se inicia normalmente en el 6vulo y se produce un saco embrionario meidtico. Sin
embargo, junto con este desarrollo sexual multiples células somdticas (nucelares o del
tegumento) que rodean al saco meidtico, inician un proceso de embriogénesis de
manera espontdnea. El desarrollo de estos embriones es dependiente de la fecundacion
del saco sexual, posiblemente por los nutrientes y/o sefiales aportados por su
endosperma (Tucker y Koltunow 2009) por lo que es muy comun la presencia de
embriones multiples, unos de origen sexual y otros de origen materno (apomictico). La
embrionia adventicia “nucelar” es la mds comtn y es la que se encuentra presente en
los citricos, por lo que han representado un sistema modelo para su estudio. Las células
nucelares destinadas a formar embriones son morfoldgicamente distinguibles de las
otras células del tejido, ya que poseen un nicleo mas 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 embrionia adventicia se

ha reportado como un cardcter dominante de herencia simple. El dnico estudio de
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mapeo que se llevo a cabo en citrus reveld una segregacion 3:1, sin embargo se observé
un patrén mas complejo luego de un estudio de mapeo de QTLs (“Quantitative Trait
Loci”) (Revisado en Ozias-Akins 2006).

En la apomixis de tipo gametofitica, se forman sacos embrionarios que
contienen ovocélulas no reducidas (apomeiosis) y se generan embriones en ausencia de
fecundacién (via partenogénesis). A diferencia de la esporofitica, la apomixis
gametofitica puede reemplazar por completo a la “sexualidad” en un individuo
apomictico obligado, aunque es poco probable que exista un individuo de este tipo
(Asker y Jerling 1992). Segtn el origen de la célula que genera el saco embrionario,
este tipo de apomixis puede clasificarse en: a) diplosporica, cuando el saco embrionario
se genera a partir de la célula madre de la megdspora, directamente por mitosis o
después de una falla en la meiosis y b) apospdrica, cuando el saco embrionario se
genera por mitosis a partir de células somaticas del 6vulo, generalmente provenientes
de la nucela. A diferencia de la embrionia adventicia, ambas son iniciadas en una etapa
temprana del desarrollo del 6vulo (Koltunow 1993).

En la diplosporia, la célula madre de la megdspora 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 megdspora previas a la formacion
del saco diplospérico que han llevado a clasificar a la apomixis diplospdrica en
meidtica y mitética. En la primera, la célula madre de la megdspora se diferencia de la
nucela y comienza la meiosis, que luego es inhibida por un mecanismo que aun se
desconoce. El nicleo es restaurado a una forma que permite que la division curse
mediante una mitosis (ej: tipo Taraxacum) (Koltunow 1993). Mientras que en la
diplosporia mitética, la célula madre de la megdspora se encuentra inhibida

completamente para realizar meiosis, o esta inhibicién ocurre en una fase muy
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temprana indistinguible a nivel citoldgico (ej: tipo Antennaria) (Nogler 1984, Koltunow
1993). En ambos casos, la célula no reducida continda su desarrollo y resulta
equivalente (en cuanto a desarrollo) a una megaspora, ya que puede realizar mitosis
para formar un saco embrionario similar a un saco sexual, en cuanto a nimero y
distribucion de sus células pero cuyos niicleos son todos no reducidos. En el caso de la
diplosporia, la meiosis de la célula huevo resulta completamente comprometida.

Por otro lado, en la aposporia, la formacién mitética de un saco embrionario no
reducido a partir de una célula somdtica del 6vulo permite que los procesos sexual y
apomictico puedan ocurrir en la misma planta e incluso en el mismo ovulo de un
apomictico facultativo (Ozias-Akins 2006). La formacién del saco apospérico tiene
lugar cuando una o mds células nucelares iniciales de la aposporia se diferencian en
cercania a células involucradas en la reproduccion sexual (Bhat et al. 2005). A pesar de
que la aposporia se inicia luego de la diferenciacion de la célula madre de la
megdaspora, el saco aposporico se desarrolla mas rdpidamente que el saco embrionario
meidtico (Koltunow 1993). Tanto el nimero de sacos embrionarios apospdricos por
6vulo, como el porcentaje de 6vulos conteniendo sacos apospoéricos y meidticos varian
segln la especie en estudio (Nogler 1984, Richards 1986, Asker y Jerling 1992). La
aposporia es muy comin en un gran nimero de gramineas de interés forrajero
pertenecientes a los géneros Brachiaria, Panicum, Paspalum, Pennisetum y Poa y
puede ser de tipo Hieracium o Panicum (ver mds adelante).

Casi todos los sacos embrionarios diplospdricos (a excepcion de los de
Eragrostis) conservan la tipica estructura de los sacos embrionarios de origen meiético,
generalmente con siete células y ocho nticleos. Sin embargo, en la aposporia los sacos
muestran por lo general una constituciéon muy variable. Por ejemplo, en gramineas

tropicales o subtropicales, el saco apospdrico se forma por dos mitosis consecutivas,
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con permanencia de los cuatro ndcleos en un solo polo celular. Asi se organiza un
megagameto6fito con una ovocélula flanqueada por dos sinérgidas, la ovocélula y una
célula central con un solo niicleo polar, careciendo de antipodas. Esta estructura de saco
apospérico fue descripta por primera vez para Panicum maximum y por esa razén a los
megagameto6fitos con esta morfologia se los conoce como sacos aposporicos de tipo
Panicum. Sin embargo, en las especies aposporicas de Paspalum, existe una
caracteristica en la constitucidon de los sacos apospdricos que los diferencia netamente
del tipo Panicum. Generalmente presentan una célula central con dos nticleos polares y
a veces tres. Esta caracteristica es importante porque debido a la pseudogamia, la
relacion genémica materna/paterna del endosperma es distinta en las plantas sexuales y
en las apospdricas. En las sexuales, hay una relacién 2/1 materno/paterno (madre n + n;
padre n), mientras que en las aposporicas esa relacion es generalmente 4/1 (madre 2n +
2n; padre n). En Panicum la relacién es 2/1 tanto en las sexuales como en las
apospéricas (n + n/n en las sexuales y 2n/n en las apospdricas) (Revisado Pessino y
Ortiz 2009).

La apomixis gametofitica fue estudiada mds profundamente que la apomixis
esporofitica, principalmente por ser el tipo presente en las gramineas, donde muchas
especies con valor agrondmico presentan este modo de reproduccion. La mayoria de las
plantas apomicticas gametofiticas son poliploides mientras que las apomicticas
esporofiticas son diploides (Asker y Jerling 1992).

En la apomixis ganetofitica el embridén se desarrolla por partenogénesis,
proceso que excluye invariablemente una de las etapas de la doble fecundacién presente
en la reproduccion sexual de las angiospermas: la unién de los gametos masculinos con
los femeninos. Sin embargo, no necesariamente se anula la fecundacién de los niicleos

polares. Aunque existen casos en que el endosperma se puede desarrollar en forma
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auténoma, en la mayoria de las gramineas tropicales apomicticas es necesario que un
gameto masculino se fusione con el o los nicleos polares de la célula central del saco
embrionario para formar el endosperma (pseudogamia) (Chaudhury et al. 2001).

Es importante destacar que la embrionia adventicia, la diplosporia y la aposporia
coexisten en especies apomicticas de Beta y en algunas Rosdceas. Asimismo en algunos
pastos aposporicos, citricos y ciertas especies de Hieracium, coexisten la aposporia con
la embrionia adventicia (revisado en Koltunow y Grossniklaus 2003). En P. minus se
han observado 6vulos conteniendo sacos embrionarios apospdricos y diplospdricos
(Bonilla y Quarin 1997).

La apomixis gametofitica se encuentra fuertemente asociada a la poliploidia. La
mayoria de las especies con este tipo de reproduccién presentan este tipo de
constitucion 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 expresién del

cardcter se produce casi invariablemente en un entorno poliploide.

I.2.4 Importancia agronémica de la apomixis y transferencia del caracter

Aunque desde el punto de vista del mejoramiento genético la apomixis puede
considerarse como un sistema que restringe la variabilidad genética, esta forma de
reproduccién constituye una herramienta dUnica para desarrollar cultivares superiores y
preservar combinaciones hibridas indefinidamente (Pessino y Ortiz 2009). La ausencia
de recombinacién y de fecundacién de la ovocélula por un gameto masculino dan lugar
a la generacién de embriones con una constituciéon genética idéntica a la planta madre.
En teoria, cualquier combinacién genética que lleve los factores determinantes de la
apomixis puede ser mantenida y multiplicada como una réplica exacta por innumerables
generaciones via semilla.

Dentro de las principales ventajas agrondémicas de la apomixis, Bicknell y
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Koltunow (2004) destacan la rdpida generacién y multiplicacion via semillas, la
reduccion de costos y tiempos de los programas de mejoramiento, la prevencion de las
complicaciones asociadas con la reproduccion sexual (polinizadores e incompatibilidad)
y la prevencion 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
multiplicacién y mantenimiento de hibridos de alto potencial de rendimiento en forma
indefinida y por semillas, sin los problemas de segregaciéon y/o depresiéon 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 produccion del mismo. Los agricultores
del primer mundo esperan que el mayor beneficio sea la produccién de nuevas
variedades, con alto rendimiento para su uso en sistemas agricolas mecanizados.
Mientras que para los agricultores de los paises en desarrollo los mayores beneficios
que se esperan son referidos al mejoramiento de variedades, con alto rendimiento para
condiciones ambientales locales especificas, a la seguridad en el suministro de
alimentos y a una mayor autonomia sobre las variedades propias (Bicknell y Bicknell

1999).

1.3 Poliploidia y Poliploidizacién

La poliploidia, definida como la propiedad de poseer tres o méis juegos
completos de cromosomas, es una caracteristica muy importante en la evolucién de
muchos organismos eucariotas. A diferencia de los animales donde es menos frecuente,
salvo algunos casos de poliploidizacion 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 poliploidizacién al menos una vez durante

su evolucion (Leitch y Bennett 1997). A partir de la secuenciacién completa de los
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genomas de Arabidopsis y arroz, considerados tipicos diploides, se observé que ambas
especies son paleopoliploides (poliploides ancestrales). Con esto, es razonable asumir
que la mayoria de las plantas superiores, consideradas como diploides por su
comportamiento genético y citogenético, son paleopoliploides que sufrieron un proceso
de diploidizacién (Levy y Feldman 2002).

El término poliploidia fue introducido en 1916 por Winkler, y en 1917, Winge
advirti6 sobre la importancia de la misma al especular que la especiacién podria haber
ocurrido a través de hibridacién interespecifica seguida de duplicacién cromosdémica
(revisado en Comai 2000). Como este autor pensaba que la hibridacion entre especies
muy distantes daria lugar a progenies estériles debido a un desequilibrio cromosomal,
razond que al duplicar los genomas esto dejaria de ocurrir. En 1937, Blakeslee y Avery,
generaron las primeras plantas poliploides “sintéticas” mediante el tratamiento de
plantas diploides con colchicina, un inhibidor quimico de la polimerizacién de los
microtibulos durante las divisiones celulares. Estos poliploides sintéticos constituyen
un excelente material para llevar a cabo andlisis comparativos, ya que se conocen
exactamente sus progenitores, mientras que a excepcion de los poliploides naturales de
Spartina, Tragopogon y Senecio, la mayoria de los progenitores no se conocen 0 no
estdn disponibles (Chen y Ni 2006).

La clasificacion de los poliploides ha sido motivo de controversia durante mucho
tiempo. La mayoria de los autores, basdndose 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 especiacion de las plantas se refiri6 a los auto y
alopoliploides como los “miembros de una serie gradual de poliploides” e incluyé6 a los
alopoliploides segmentales como una clase de alopoliploides. Por otro lado, Stebins

(1971) coincidié en que la clasificacion de los poliploides en dos categorias bien
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discretas confunde en lugar de aclarar este sistema complejo de interrelaciones.

Los autopoliploides pueden ser originados por duplicacién gendémica o por
fusién de gametas no reducidas (poliploidizacién sexual). La duplicacién somadtica
puede ocurrir en el zigoto o en embriones jovenes, generando un esporofito
completamente poliploide. Mientras que la ausencia de reduccién gamética ocurre
durante la micro y la megasporogénesis, y de esta forma se pueden generar embriones
con diferentes niveles de ploidia ya que las gametas no reducidas pueden unirse tanto a
gametas no reducidas como reducidas. De la misma manera, los alopoliploides se
originan por duplicacién genémica, pero en este caso de hibridos inter-especificos o por
poliploidizacién sexual, donde se produce la fusién de dos gametas no reducidas de
especies diferentes. Ademads, 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
homologos, més de dos cromosomas pueden aparearse en las mismas zonas originando
asi diferentes configuraciones de multivalentes (herencia polisémica). Ramsey y
Schermske (1998) definen como ‘“diploidizacién” al proceso en el cual los neo-
poliploides (recientemente formados) se van estabilizando (perdida masiva de genes y
reorganizaciéon gendmica) durante su evolucion, y en ellos se observa una segregacion
de tipo “diploide”. Una evidencia de este proceso seria cuando en un autopoliploide se
observan sectores del genoma que tienden a presentar un apareamiento preferencial de
cromosomas homélogos 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. Aqui, s6lo se forman asociaciones bivalentes debido a que
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el apareamiento meidtico ocurre entre cromosomas homoélogos (herencia disémica). Si
ocurre algin apareamiento entre cromosomas homedlogos, por la existencia de
homologia entre ellos, se observan ademas asociaciones multivalentes y se denominan

alopoliploides segmentales (Grant 1981).

L.3.1 Ventajas de los poliploides

Una de las principales ventajas de los alopoliploides es la heterosis generada por
la combinacién de genes homedlogos (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 homeostdsis conferida por el
“permanente” estado hibrido de los alopoliploides (revisado en Ramsey y Schemske,
1998). Mientras que en una progenie F; diploide, la heterocigocis decae (en cada
generacidn la mitad de los loci heterocigétas se vuelven homocigétas), el apareamiento
“forzado” de los cromosomas homoélogos de un alopoliploide, previene las
recombinaciones entre genomas, manteniendo el mismo nivel de heterocigocis a través
de las generaciones y con ello la fijacion de los genomas parentales divergentes (Comai
2005). En comparacion con sus contrapartes diploides, los autopoliploides mantienen
una elevada heterocigocis debido a que son autocompatibles, con herencia polisémica y
poseen multiples alelos por locus (Osborn et al. 2003). Esta heterosis y caracteristicas
derivadas como mayor tolerancia a sequia, apomixis, resistencia a enfermedades,
variacion en los tiempos de floracion y tamafio de los 6rganos, han permitido que los
poliploides colonicen nuevos nichos o mejoren su adaptabilidad (Chen 2007). En
general, en comparaciéon con los diploides, los poliploides sobreviven mejor en
condiciones y ambientes mds 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 asi una “experimentacion
evolucional” (Adams y Wendel 2005). Por ultimo, 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 reproduccién asexual (apomixis) (Comai 2005).

La poliploidizacién es el proceso mas comiin y probablemente el inico que da
lugar a una nueva especie en un solo paso (Levy y Feldman 2002). Este proceso ha sido
considerado como un ‘“shock genémico” (McClintock 1984) ya que los nuevos
poliploides necesitan solucionar problemas como el dosaje génico, el aumento del
contenido de ADN en el nidcleo, la replicacion de miltiples y/o diferentes genomas,
asegurarse del apareamiento entre homoélogos y evitarlo entre homedélogos. 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 desafios de la poliploidia
(Levy y Feldman 2002).

La ocurrencia de los nuevos fenotipos presentes en los poliploides involucra
modificaciones en la expresion génica, que pueden ser causados, entre otras cosas, por
cambios genéticos y epigenéticos de los genomas parentales (Osborn et al. 2003). La
exacta contribucion de estos cambios resultaba dificil de estudiar ya que normalmente
no se conocen los genomas que dan origen a los poliploides naturales o han
evolucionado desde la formacién del mismo. Afortunadamente, andlogos 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 duplicacién genémica (Adams y Wendel 2005).

Los efectos de poliploidizacién sobre la regulacion y expresidon de genes siguen
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siendo poco claros. Osborn et al. (2003) presentan tres ideas de como se pueden generar
variaciones en la expresion génica tras la poliploidizacion. La primera estd relacionada
con el aumento del nimero de copias de genes regulados por “dosaje génico”. Esto
podria introducir variaciones en la expresion génica y conducir a la expresion de nuevos
genes en las progenies poliploides en comparacién con sus progenitores. Guo et al.
(1996) fueron los primeros en estudiar los efectos de la ploidia en la regulaciéon génica,
midiendo los niveles de ARNm de 18 genes en una serie euploide de maiz (1x, 2x, 3x y
4x). Encontraron que la expresion de la mayoria aumentaba de manera proporcional con
el dosaje conferido por nivel de ploidia, y que un 10 % de los genes presentaban
respuesta a las ploidias impares (1x y 3x) (revisado en Comai 2005). Mediante esta
hipétesis se podria explicar el elevado nivel de retencion de los genes duplicados en
poliploides ya establecidos. La segunda fuente de variacion presentada por Osborn et al.
(2003) se basa en la compleja regulacion de la mayoria de los genes (por ejemplo
mediada por factores de transcripcion) ya que en los poliploides la regulacién
dependeria de la interaccidn entre los factores reguladores de cada progenitor divergente
(alopoliploides) o entre los distintos reguladores de cada alelo (autopoliplides). Y por
ultimo Osborn et al. (2003) postula que los nuevos poliploides son muy propensos a
cambios rdpidos, genéticos y epigenéticos, variando asi la expresion génica a lo largo de

todo el genoma.

1.3.1.1 Cambios genéticos

Song et al. (1995) observaron cambios rdpidos en la organizacién gendémica de
alotetraploides sintéticos de Brassica. Los poliploides que utilizaron eran derivados de
hibridaciones interespecificas reciprocas entre tres especies diploides diferentes. En
todos los casos detectaron una herencia no aditiva de los fragmentos gendmicos,

ausencia de fragmentos gendmicos 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 recombinacién entre los dos
genomas (no homélogos). En todas las generaciones estudiadas (F, a Fs) observaron
gran cantidad de meiosis aberrantes con puentes de cromatina, cromosomas retrazados y
asociaciones multivalentes indicativos de una asociacion entre genomas y posterior
segregacion de cromosomas recombinantes o fragmentados. Comai et al. (2000)
describen este tipo de cambio como consecuencia de una disminucién en la funcién del
sistema de reparacion de “mismatch” que daria lugar a la “recombinacién homedloga”.

Estudios en alopoliploides sintéticos de trigo revelaron resultados similares a los
de Song et al. (1995). En general, observaron que las modificaciones ocurrian a través
de la eliminacién de secuencias de ADN en baja copia y en etapas tempranas de la
formacién del poliploide (Feldman et al. 1997). A partir de diferentes combinaciones
interespecificas e intergenéricas entre hibridos y poliploides (Aegilopus-Triticum) se
observé que la eliminacién de secuencias ocurre de una manera reproducible y que
puede involucrar hasta un 15 % de ADN gendémico (Ozkan et al. 2001, Shaked et al.
2001). El hecho de que las eliminaciones no sean al azar, provocaria un aumento de la
divergencia fisica entre los cromosomas homedlogos de manera de suprimir la
recombinacion (revisado en Levy y Feldman 2002).

En alopoliploides sintéticos de algodén (Liu et al. 2001) y Spartina (Salmon et
al. 2005) no observaron ningin tipo de cambio genémico por lo que se puede pensar
que estas especies presentan un mayor nivel de tolerancia a la hibridacién
interespecifica y a la duplicacién genémica.

Los cambios gendmicos 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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algodén. 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 genémica
provendria de la inestabilidad de unos pocos loci especificos.

A diferencia de lo que ocurre con los alopoliploides, la presencia de cambios
gendmicos en autopoliploides sintéticos no ha sido muy estudiada. Mecchia et al.
(2007) analizaron la estructura genémica de una serie euploide de Eragrostis curvula,
que consistia en un tetraploide natural, su dihapliode derivado y dos tetraploides
obtenidos por tratamiento con colchicina del dihaploide. Luego de la identificaciéon de
un 28 % de polimorfismos en los eventos de poliploidizacién y la observacion de que
muchos de estos marcadores polimdrficos revertian tras los sucesivos cambios de
ploidia, postularon que las alteraciones genéticas eran especificas y conferirian una
estructura caracteristica para cada nivel de ploidia. Martelotto et al. (2007) estudiaron
las variaciones en secuencias gendémicas luego de la autotetraploidizacién en dos
especies del genero Paspalum. El incremento del nivel de ploidia fue llevado a cabo por
hibridaciéon de gametas no reducidas (P. rufum) y por tratamiento con colchicina (P.
notatum). En el primer caso, observaron un 15-23 % de polimorfismo genémico
mientras que para P. notatum un 9,55 % de los loci detectados cambiaron con el
aumento de la ploidia. En ambos casos la frecuencia de pérdida de bandas de los
progenitores (83 %) fue mayor que la aparicién de nuevas bandas (17 %). Con esto, los
autores postularon que las modificaciones gendmicas en estas especies, involucrarian
principalmente la eliminacién de secuencias. Otra explicacion seria que la pérdida
frecuente de bandas se debe a la insercion de elementos repetitivos movilizados luego
de la hibridacién y duplicacién genémica. Finalmente, concluyen que un incremento en

el nivel de ploidia da lugar a alteraciones en la secuencia de ADN que involucran
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diferentes mecanismos segin la especie en estudio. A diferencia de los observado en
estas gramineas, Ozkan et al. (2006) no identificaron cambios genéticos asociados a la
autopoliploidia en Arabidopsis. Mediante la técnica de AFLP compararon los patrones
de hibridos F; con los de sus respectivos parentales autotetraploides y observaron una
perfecta aditividad en los hibridos.

Un mecanismo que puede causar cambios genémicos en la formacién de los
poliploides es la activacidon de elementos repetitivos (retrotransposones y transposones
de ADN). Estos elementos representan entre el 50-80 % del genoma de las plantas y
aunque la mayoria se encuentran inactivos pueden ser activados en respuesta a algin
tipo de estrés (revisado en Chen y Ni 2006) como por ejemplo la combinacién de dos
genomas divergentes evolutivamente. Kashkush et al. (2003) observaron que la
activacion de retrotransposones LTRs (“Long Terminal Repeats™) en alopoliploides de
trigo daba lugar a la activacion o silenciamiento de los genes adyacentes a el (revisado
en Levy y Feldman 2004). Madlung et al. (2005), mediante microarreglos genémicos
analizaron una regién heterocromdtica de Arabidopsis conteniendo muchos
transposones e identificaron que un transposén de la familia Suf (“Sunfish”) se
encontraba activado en un alopoliploide hibrido de Arabidopsis en comparacion con sus
parentales autotetraploides. Estos y otros estudios demuestran que la alopoliploidizacién
promueve la activacidn de los elementos repetitivos y con ello una posible mutagénesis
insercional con cambios en el fenotipo y/o regulacion de la expresion génica (Adams y

Wendel 2005).

1.3.1.2 Estudios masivos de expresion génica sobre poliploides

Con el advenimiento de estudios transcriptomicos 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 expresion génica debida a la
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poliploidizacién. Los efectos varian en funcién de la especie en estudio, pero existe
informacion suficiente como para hacer algunas generalizaciones, sobre todo referidas a
los alopoliploides. Sorprendentemente, una gran proporcion de estos cambios no son
aditivos, el nivel de expresion del alopoliploide no es simplemente una mezcla de los
niveles de expresion de los parentales, representando esto una explicacion a los
fenotipos no intermedios presente en los poliploides (revisado en Hegarty y Hiscock
2008). Wang et al. (2006) observaron una regulacién génica no aditiva en
alotetraploides sintéticos de Arabidopsis. Ademas, al no identificar ninglin cambio en la
expresion génica tras la comparacion del autotetraploide sintético (A. thaliana) con el
alotetraploide (A. suecica) concluyeron que la hibridacién interespecifica es la causa
primaria de las alteraciones observadas y no la poliploidizacién propiamente dicha.
Ademads para evitar confusion de los efectos de la hibridacién y la duplicacion, los
autores incluyeron el andlisis de expresion diferencial entre un diploide y su tetraploide
isogénico. Al observar muy pocas diferencias postularon que en la formacion 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 expresion diferencial entre diploides y autotetraploides sintéticos. También
observaron diferencias fenotipicas. Sin embargo caracterizaron a estas diferencias en la
expresion como “muy sutiles” (revisado en Doyle et al. 2008).

En algodén, Flagel et al. (2008) compararon las contribuciones de dos genomas
(A y D) al transcriptoma, en hibridos sintéticos diploides F; y en individuos
alopoliploides naturales. Mediante esta comparacion los autores determinaron que un 24
% de los genes con patrones de expresion sesgados eran consecuencia de la unién de los
genomas, mientras que el resto (76 %) seria el resultado de transformaciones evolutivas

de los genes duplicados a largo plazo, como la neofuncionalizaciéon y la
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subfuncionalizacién.

Otro estudio donde fue posible estudiar los efectos de los eventos de hibridacion
y duplicacién por separado se llevé a cabo en Senecio cambrensis (6x) por Hegarty et
al. (2005, 2006). S. cambrensis es el producto de la combinacion entre un tetraploide
natural (S. vulgaris) y un diploide (S. squalidus) donde primeramente se forma un
triploide estéril (S. baxteri) que por la unién de gametas no reducidas da lugar a este
hexaploide fértil. Al observar que los niveles de expresién génica estaban mads
perturbados en el triploide que en el hexaploide, sugirieron que la duplicacién genémica
tendria un efecto de “atenuador” del gran efecto provocado por la hibridacién (revisado

en Hegarty y Hiscock 2008).

1.3.2 Apomixis y Poliploidia

La observaciéon de que todas las especies que presentan apomixis del tipo
gametofitica son poliploides y altamente heterocigétas ha hecho sugerir que la
hibridacién y poliploidizacién han tenido un papel muy importante en la evolucién de
este cardcter (Tucker y Koltunow 2009). Aunque han sido informados algunos ejemplos
de plantas diploides apomicticas gametofiticas (Asker y Jerling 1992, Koltunow vy
Grossniklaus 2003, Sharbel et al. 2009) las mismas presentaban una escasa proporcion
de producciéon asexual de semillas, por lo que se postuldé que la poliploidia
incrementaria aunque no aseguraria la expresion de la apomixis (revisado en Bath et al.
2005). En gramineas, una baja expresion de aposporia se encontré 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 estaria 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, Martinez et al. 2007), sugiriendo una
relacion estructural entre la apomixis y la poliploidia. En Ranunculus auricomus,
Nogler (1982) demostr6 la obtencidn de individuos diploides apomicticos a partir del
desarrollo partenogenético de ovocélulas reducidas de tetraploides apomicticos o por
cultivo de anteras (dihaploides). Sin embargo, nunca observd reproduccién apomictica
en diploides cigéticos obtenidos por fusiéon 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 poliploidia
sobre la expresion de la apomixis. En P. notatum, existe evidencia experimental que el
aumento del nivel de ploidia desde diploides sexuales induce la expresion de la
apomixis en los autotetraploides (Quarin et al. 2001). Esto puede deberse tanto a la
influencia de la ploidia en el locus que controla el cardcter o a través de un locus
secundario que requiere mayor dosis alélica para asi afectar la expresion de la apomixis
(Quarin et al. 2001). Sin embargo, la primera hipétesis puede ser descartada debido a
que estudios genéticos en la especie determinaron que un solo locus es el responsable
del caricter y que el mismo tendria una constitucidon genética de simple dosis para un
alelo A dominante para la aposporia (Martinez et al. 2001, Stein et al. 2004, Stein et al.
2007). A diferencia de este modelo de “regulaciéon por ploidia”, Carman et al. (1997)
propuso un modelo de “regulacién por asincronia” donde la hibridacién de dos especies
relacionadas con caracteres reproductivos divergentes generaria un alopoliploide de
reproduccién apomictica. La expresion asincrénica de los genes duplicados relacionados
con el desarrollo del saco embrionario, provocaria la superposicion de los programas de
desarrollo como por ejemplo la omisién de la meiosis si se afecta la megasporogénesis

(revisado en Tucker y Koltunow 2009). Roche et al. (2001b) modificaron la teoria de
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Carman, sugiriendo que los genes responsables de la apomixis se encontrarian en
regiones heterocromadticas 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 apomicticas, el modo de
herencia no mendeliana de los mismos (segregacion distorsionada) y la falta de
recombinacion 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 (Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004 y Stein

et al. 2007).

.4 Epigenética

Uno de los principios centrales del proceso evolutivo es la disponibilidad de
variacion genética sobre la cual puede actuar la presion de seleccion. Esta nocién
fundamental neo-darwiniana impregné todo el pensamiento bioldgico y probablemente,
la mayoria de los bidlogos asumen que el poder de la seleccion natural depende de la
existencia, cantidad y estructuracion de la variacién genética. Sin embargo, en los
ultimos afos se ha puesto de manifiesto como la variaciéon hereditaria no
necesariamente debe estar basada en secuencias nucleotidicas, sino que por el contrario
se observan nuevos cambios en los patrones de expresion 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 regulacidon 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 mds preciso y
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estable de la expresidon génica a través de multiples generaciones. Estos mecanismos
incluyen: i) la metilacién 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 Metilacion del ADN

Uno de los mecanismos epigenéticos mas frecuentes es la hipermetilacion del
ADN o0 marca predominante de motivos GpC, CpNpNp y CpNpG (Finnegan et al.
1998). Esta modificacion covalente post-replicativa, que involucra la incorporacién de
un grupo metilo en la posiciéon 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 condensacion de la cromatina y represion de la
transcripcion. El descubrimiento de su papel en el silenciamiento de secuencias
repetitivas, virales y transgenes sugiere que este mecanismo evoluciond para asegurar la
estabilidad genémica (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 17 (MET1), marcador de las islas CpG y encargada
principalmente del mantenimiento de la metilacién (Kankel et al. 2003). La metilacion
no sélo promueve el silenciamiento de los genes, sino también el de los transposones
que de otra manera proliferarian, como lo demuestran los doble “knockouts” de los loci
CMT3 y MET]I, en los que se liber6 de la supresion a la familia CACTA de elementos
transponibles (Kato et al. 2003). En animales se ha descripto una enzima con capacidad
desmetilante, pero su homdlogo no se ha descubierto en plantas (revisado en Rapp y

Wendel 2005).
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La frecuencia de metilacion de residuos de citosinas varia considerablemente a
lo largo de los genomas vegetales y participa en la regulacion de la expresion génica
tanto a nivel local, de una secuencia nucleotidica tnica (gen) como a nivel de grandes
regiones cromosomales que involucran a varios genes. Todos estos sistemas exhiben
efectos epigenéticos sobre la expresion génica por medio del cual secuencias
nucleotidicas idénticas son utilizadas diferencialmente. Como en las plantas el estado de
metilacion puede ser mantenido durante la replicacion, MET1 utiliza como molde la
cadena madre de ADN para remetilar la recién sintetizada, estos patrones de expresion
diferencial son transmitidos a la descendencia en forma clonal durante la divisién
celular. Los cambios en los patrones de metilacién pueden ocurrir ya sea por una nueva
metilacién ("de novo") o por una demetilacién pasiva debido a una falla en el

mantenimiento de la metilacidon durante la replicacion.

1.4.2 Modificacion de Histonas

La modificacién covalente de proteinas histonas es otro mecanismo epigenético
importante del control de la expresion génica. Las histonas constituyen una familia de
proteinas globulares altamente conservadas cuyas colas N-terminal estdn ubicadas en la
superficie del nucleosoma y expuestas a modificaciones quimicas. Estas proteinas
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 transcripcion y a la ARN polimerasa, transcripcionalmente silenciada
(heterocromatina) o en un estado menos condensado asociado a la actividad

transcripcional (eucromatina). Este grado de condensacion 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 “cédigo de histonas”
capaz de especificar el estado de la cromatina y con ello el estado transcripcional de los
genes (Turner 2000).

La modificacion mas estudiada de las histonas es la N-acetilacion, donde los
grupos g-amino de residuos de lisina son acetilados, reduciendo asi la carga positiva de
la superficie de estas proteinas. Originalmente se postuld que esta disminucién de la
carga positiva reduce la afinidad de las histonas por el ADN, aumentando el acceso de
la maquinaria transcripcional aunque una hipétesis sugiere que actuaria como sefial para
el silenciamiento (Jenuwein y Allis 2001). Por el contrario, la desacetilacién da lugar a
la supresion de la expresion ya que la cromatina se condensa de eucromatina a
heterocromatina (Turner 2000). Tian et al. (2005) demostraron que la sobrexpresiéon de
una desacetilasa de Arabidopsis resultdé en la expresion ectdpica de ciertas rutas
y represion de otras, dependiendo del tejido, demostrando que el estado de acetilacién
sirve como elemento regulador en las distintas etapas de desarrollo (revisado en Rapp y
Wendel 2005).

Otra modificaciéon de histonas identificada como marca epigenética es la
metilacién de los residuos de lisina de la H3 (H3K4me2, H3K9me2/3 y H3K27me23).
El patrén de distribucién genémico de estas modificaciones fue determinado
recientemente en Arabidopsis mediante andlisis 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-especificos. H3K4me2 estd implicada en la
activacion de genes, se ubica preferentemente en genes endégenos 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 funcién en el silenciamiento de los mismos.
H3K27me3 se encontrdé presente en un gran nimero de genes (~ 4400), la mayoria de
los cuales eran altamente especificos de tejido y transcripcionalmente silenciados en los
tejidos analizados (plantulas jovenes) (Zhang et al. 2007, Zhang 2008).

No esté claro si la metilacién del ADN da lugar a la metilacidon de histonas o al
revés, o si existe una comunicacion generalizada entre ellas (Jenuwein y Allis 2001).
Estudios recientes indican enlaces interesantes entre la remodelacidon de la cromatina, la
metilacion de las histonas, la metilacion 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 condensacién de la
cromatina (Rapp y Wendel 2005). En general, la metilacién de histonas se asocia a la
metilacion del ADN y a la desacetilacion de histonas. Esta combinacién particular de
modificaciones da lugar a la condensaciéon de la cromatina por lo que se asocia al
silenciamiento génico. Por otra parte, la acetilaciéon y metilacion de histonas también
puede determinar un estado de cromatina mas relajado compatible con actividad
transcripcional. La metilacion de histonas estd asociada a los dos estados de cromatina
debido a que en cada caso se metilan diferentes residuos de amino 4cidos. H3K9 y
H3K?27 se asocian al silenciamiento mientras que H3K4 a una cromatina activa

(Rodrigues y Koltunow 2005).

1.4.3 Micro ARNSs y pequeiios ARN de interferencia

Para comprender la regulacién 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).

39



Introduccion

Mediante esta ruta se produce el silenciamiento post-transcripcional de genes
especificos, donde pequefias moléculas de ARN complementarias a un ARN mensajero
conducen habitualmente a la degradaciéon de éste. Estos ARN pequefios de 21-24
nucledtidos de longitud, se encuentran en todos los organismos eucariotas y se ha
demostrado que controlan rutas homdlogas conservadas. Actian como indicadores
moleculares de objetivos a ser silenciados: retrovirus, retrotransposones, genes
aberrantes expresados y loci normales del desarrollo. En plantas, seglin 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
pequeiios ARN interferentes que se generan a partir de precursores especificos
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
nicleo 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
traduccion del ARNm o inducir su degradacién. Sin embargo, a diferencia con la via de
los siRNA (ver mas adelante), la degradacion de ARNm mediada por miRNA se inicia
con la eliminacién enzimdtica de la cola de poli(A) del ARNm. Los siRNA son
moléculas de ARN bicatenario perfectamente complementarias de aproximadamente 20
0 21 nucledtidos. 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 guia para identificar el ARN mensajero

40



Introduccion

complementario. El complejo RISC cataliza el corte del ARNm complementario en dos
mitades que son degradadas por la maquinaria celular, bloqueando asi la expresion del

gen.

I.4.4 Técnicas para el estudio de la metilacion del ADN

El andlisis de la metilacién del ADN se puede llevar a cabo ya sea, estudiando el
nivel global de citosinas metiladas o examinando la metilacién de secuencias
especificas (Riddle y Richards 2002, Cervera et al. 2002). Hasta el momento se han
desarrollado varios métodos para la detecciéon de los cambios de metilaciéon de las
citosinas tanto en animales como en plantas. En general se basan en alguna de las tres
técnicas que se describen a continuacion: la conversion con bisulfito, la digestiéon con
enzimas de restriccion sensibles a metilaciéon y la purificacién por afinidad del ADN

metilado.

1.4.4.1 Conversion con Bisulfito de Sodio

Una citosina metilada posee las mismas caracteristicas en cuanto al
apareamiento de bases que una citosina no metilada, por lo que resultan indistinguibles
por los métodos de secuenciacion estdndar. Una opcion es tratar al ADN genémico con
bisulfito de sodio (Clark et al. 1994, Clark et al. 2006) lo cual bajo condiciones
adecuadas provoca la desaminacién de las citosinas no metiladas en uracilos, dejando
intacta las citosinas metiladas (Zilberman y Henikoff 2007). La amplificacion por PCR
de este ADN convertido reemplaza los uracilos por timinas y la comparacién de las
secuencias derivadas de los fragmentos tratados y no tratados (reemplazos de T por C,
respectivamente) se utiliza para cuantificar el grado de metilacién. Un problema
potencial con esta técnica es que depende de la conversién completa de citosinas no

metiladas. En el ADN de los animales, esta conversiéon incompleta se manifiesta con
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una abundante metilacién de citosinas que no se encuentran en dinucledtidos CG. En
plantas, este problema puede ser més dificil de detectar, pero en general se manifiesta

como una extensién continua de citosinas metiladas en la mayoria de las secuencias.

1.4.4.2 Enzimas de restriccidon sensibles a metilacion

Las enzimas de restriccion sensibles a la metilacién son la herramienta clasica de
andlisis de metilacion del ADN. La mayoria de estas son inhibidas por la metilacién de
su sitio de reconocimiento, mientras que algunas, como McrBC, digieren el ADN
metilado. Las enzimas de restriccion mds comdnmente utilizadas son los
isoesquizémeros Hpall y Mspl. Ambas enzimas reconocen la secuencia de 5’-CCGG-3’
pero exhiben sensibilidad diferencial en cuanto a la metilacion de alguna de las
citosinas. Hpall es sensible a la metilacion completa (ambas hebras) de alguna de las
dos citosinas del sitio, mientras que Mspl es sensible a la metilacién (hemi o completa)
de la citosina externa (McClelland et al. 1994). Ademds Hpall (y no Mspl) 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 metilacion: la full metilacién de la citosina interna
(observada en Mspl y no en Hpall) y la hemi metilacion de la citosina externa (presente
solo en la digestion con Hpall). Mediante la incorporacion de este par de
isoesquizomeros a la técnica de AFLP (Vos et al. 1995) se desarrolld la técnica de
MSAP (“Methylation Sensitive Amplified Polymorphism”) (Reyna-Lopez et al. 1997),
que representa un método seguro y eficiente para la deteccion de cambios (nivel y
patrén) en la metilacién desde una perspectiva general del genoma. Debido a que estas
enzimas no pueden diferenciar entre algunos estados de metilacién, comos ser CCGG
no metilada, C°™CGG o *"C°™CGG (hemi metiladas), los porcentajes de metilacion

calculados por esta técnica serdn inferiores a los valores absolutos (Reyna-Lépez et al.
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1997, Cervera et al. 2002, Dong et al. 2006). Ademads, si las bandas analizadas
contienen sitios internos CCGG full-metilados, los porcentajes serdn aldn mds
subestimados. Sin embargo, la capacidad de esta técnica para comparar los porcentajes
de metilaciéon relativos totales de los dos estados de metilacion mencionados

anteriormente ha mostrado ser técnicamente segura y eficiente (Baurens et al. 2003).

1.4.4.3 Purificacién por afinidad del ADN metilado

Estas técnicas hacen uso de los dominios de unién a metilo (MBD) con
capacidad de unién a sitios CG metilados. Un dominio MBD de E. coli es purificado
por afinidad y la columna MBD se utiliza posteriormente en la purificacion del ADN
metilado. Alternativamente, se puede utilizar anticuerpos monoclonales que reconocen
especificamente citosinas metiladas (Zhang et al. 2006) y que a diferencia del método
MBD en el que se purifican sélo las CG metiladas, con los anticuerpos se precipita al
ADN metilado en cualquier contexto. Todas las técnicas basadas en afinidad miden la

densidad de metilacién en una regién determinada.

L.4.5 Metilacion del ADN en Poliploides

Las alteraciones epigenéticas parecen ser especialmente prevalentes durante la
formacidn de hibridos interespecificos y poliploides (Levy y Feldman 2004, Wang et al.
2004). Muchos fenémenos de silenciamiento/activacion génicos observados en
poliploides sintéticos se encuentran bajo un control epigenético que surgen en respuesta
a la hibridacién y duplicacién gendmica, 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 poliploidizacién o “shock genémico”

(Chen 2007), y como se menciond anteriormente la variacién en la expresion génica se
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puede dar a través de metilacion del ADN, modificaciones de histonas y/o
modificaciones mediadas por ARNs no codificantes (Osborn et al. 2003).

Uno de los fendmenos epigenéticos mds estudiados que regulan la expresion
génica en poliploides, es la dominancia nucleolar o expresidn 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 estd asociado con la hiper-metilacién del ADN y la hipo-acetilaciéon de
histonas (Chen y Pikaard 1997).

Song et al. (1995) en su trabajo con alotetraploides sintéticos de Brassica en el
que observaron recombinaciones homedlogas, realizaron experimentos de metilaciéon y
postularon que la metilacion de ADN también podria 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, hibridos F; y sus parentales homocigétas diploides, de manera
de obtener una estimacién cuantitativa sobre la frecuencia de las alteraciones
epigenéticas a lo largo de todo el genoma relacionadas con la poliploidizacion.
Mediante la técnica de MSAP observaron que el 13 % de los loci analizados presentaba
un patréon de metilacion 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 diferian significativamente entre los dos genomas que
constituyen el alopoliploide. Identificaron 11 secuencias con un cambio heredable de
metilacion (ocurrié en la hibridacién y se mantuvo estable luego de la duplicacién

gendémica) de las cuales la mayoria pertenecian 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 habia detectado que en esta especie las alteraciones no eran al azar ya que las
mismas ocurrian en individuos diferentes seleccionados arbitrariamente e inclusive se
conservaban entre poliploides naturales y sintéticos (Liu et al. 1998). Una interpretacion
alternativa es que algunas de estos cambios en la metilacién 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
metilaciéon no siempre acompafian a un proceso de alopoliploidizacién, ya que
observaron aditividad de la metilacién cuando compararon tetraploides y hexaploides
sintéticos de algodén (Gossypium) con sus progenitores diploide y tetraploide,
respectivamente.

Con el objetivo de estudiar las consecuencias de la hibridacién y duplicacion
sobre la adaptacién de un genoma poliploide en el genero Spartina, Salmon et al. (2005)
compararon la metilacion de dos hibridos (Spartina x Townsendii y Spartina X
neyrautii) con la de sus progenitores hexaploides (Spartina maritima y Spartina
alterniflora). Mediante MSAP observaron que el genoma de los dos hibridos
experimenté una metilacion masiva. Los autores especularon que seria una
consecuencia del origen alopoliploide de los progenitores, sumado al elevado nivel de
ploidia de los hibridos. Vale la pena destacar que un gran porcentaje de estos
fragmentos metilados (71,4 %) eran comunes a ambos hibridos, por lo cual postulan que
estos cambios podrian ser “dirigidos” o al menos no estocdsticos y aportan evidencia de
que es la hibridacion, mas que la duplicacién, la que provoca los cambios.

En Arabidopsis, Madlung et al. (2002) analizaron la existencia de algin
fendmeno 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 metilacion del ADN no observaron un
cambio global en la metilacién del mismo en los alopoliploides. Con experimentos de
MSAP detectaron cambios (aumento y disminucién) pero no una hiper o hipo
metilacion generalizada. Algo muy interesante fue que muchos de estos cambios se
observaban en diferentes alopoliploides de la misma generacién, por lo que postularon
que algunos de estos cambios son heredados o especificos del locus. La mayoria de las
secuencias diferencialmente metiladas no presentaban homologia con secuencias de
funcién conocida. Por otro lado estudiaron el estado de metilacion de una regién
centromérica (heterocromdtica) 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 fenotipicas que observaban no eran
debidas a grandes cambios en la metilaciéon. Mediante el tratamiento de las plantas con
un agente demetilante (inhibidor de la ADN metiltransferasa) observaron una gran
inestabilidad fenotipica y transcripcional (cDNA-AFLP) especifica de los alopoliploides
y concluyeron que una estructura cromatinica previamente alterada pareceria mas
susceptible. Dado que los parentales y los alopoliploides eran tetraploides, los efectos
observados fueron debidos a la hibridacién mas que al cambio de ploidia, y lo que
observaron es una incompatibilidad entre los diferentes genomas. Estos mismos autores,
mas recientemente, observaron que la reactivacion del transposon de la familia Suf (ver
mas arriba), estaba asociado a la demetilacién de las secuencias CG y CNG del
transposon. 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 lineas transgénicas defectivas para dos genes
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involucrados en la metilaciéon del ADN y observaron que la expresién de dos genes
previamente silenciados se activaba en estas lineas. Como no ocurria lo mismo con
otros genes los autores postularon que la metilacién del ADN seria responsable solo de
algunos fenémenos de silenciamiento (revisado en Rapp y Wendel 2005).

Existen ain pocos trabajos de los efectos de la metilaciéon de citosinas en la
expresion génica derivados de la autopoliploidizacién en gramineas. Recientemente,
Ochogavia et al. (2009) mediante la técnica de MSAP analizaron el estado global de
metilacion de una serie “tetraploide-diploide-tetraploide” de Eragrostis curvula. Los
autores identificaron polimorfismos epigenéticos considerables durante la conversion
entre los niveles de ploidia. Una proporcion significativa de los cambios observados en
la conversién tetraploide-diploide revertia cuando se restablecia el nivel tetraploide.
Esta evidencia implicaria la existencia de un “epigenoma” caracteristico de cada nivel
de ploidia que afecta a un grupo de loci.

Ademds de la metilacion del ADN, existen otras modificaciones epigenéticas
encargadas del silenciamiento de genes duplicados en circunstancias donde la actividad
de més de una copia de un mismo gen es contraproducente. En poliploides, se han
observado genes silenciados que no son reactivados mediante demetilacién del ADN
debido a que los mismos se encuentran regulados a través de las interacciones entre loci
homedlogos. Este fendmeno, denominado “paramutaciéon” genera cambios heredables
en la expresion que son provocados por la regulacién en trans de uno de los alelos por
parte del otro y se encuentra relacionado con la regulacién génica post-transcripcional
mediada por ARN (siARN o miARN). Mittelsten Scheid et al. (1996) identificaron que
el cambio de ploidia 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 regulacion por ARNi con interacciones de tipo paramutaciones
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como los responsables de la regulaciéon en poliploides. Otra evidencia de este tipo de
regulacion surgié en un estudio con alotetraploides sintéticos de trigo (Kashkush et al.
2003) donde la reactivaciéon de transposones provocé la lectura de transcriptos
relacionados con la regulaciéon de genes cercanos dependiendo si los transcriptos se
encontraban en orientacidn sense o anti-sense. Con la formacién del poliploide, las vias
de ARNI de los parentales se modifican (incompatibilidad entre los genomas) en cuanto
a su biogénesis, acumulacién y especificidad, por lo que se puede observar una
regulacion negativa del gen blanco de uno u otro de los genotipos parentales o de los

dos al mismo tiempo (Chen y Ni 20006).

1.4.6 Aspectos epigenéticos de la reproduccion asexual via semillas

La relacion entre la reproduccion sexual y apomictica puede ser explicada a
través de dos modelos. El primero, de la “mutacién génica”, postula que algtin factor
clave regulatorio de la reproduccién sexual se encuentra mutado o con su funcién
alterada, provocando la desregulacién de la via sexual. El segundo, “modelo de la
epimutacién”, considera que cambios reversibles en la configuracién de la cromatina
alterarfan la expresion de genes regulatorios claves, temporal y espacialmente,
disparando la via apomictica 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 mutacién en un regulador epigenético provocaria una alteracién
en la formacién de la cromatina (Rodrigues y Koltunow 2005).

Las evidencias de que la apomixis podria estar regulada epigenéticamente se
basan principalmente en que los programas de desarrollo de la mayoria de las especies
apomicticas no estdn fuertemente conservados. Presentan diferencias en el momento de
iniciacién y en las estructuras formadas en respuesta a diferentes condiciones

ambientales. Incluso se observa variabilidad en el desarrollo apomictico dentro de una
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misma planta de reproduccién vegetativa (Koltunow et al. 2000). Las epimutaciones son
reversibles y pueden ser transmitidas a la progenie, por lo que es mds probable que
generen miultiples cambios en la expresion génica y asi permitir el desarrollo de un
cardcter complejo como la apomixis, que ocurre simultineamente con la reproduccion
sexual en una misma planta (Koltunow y Grossniklaus 2003).

Los cambios epigenéticos pueden ser una consecuencia de la hibridacién o el
resultado de los cambios de ploidia en los hibridos o autopoliploides. Los cambios
epigenéticos observados después de la poliploidizacién en Arabidopsis resultaron
estables y se mantuvieron incluso después de una reduccién de la ploidia (revisado en
Koltunow y Grossniklaus 2003), como puede haber ocurrido en paleopoliploides. El
modelo de control epigenético proporciona una solucién al enigma de coémo varios
caracteres (apomeiosis, partenogénesis y formacién de endosperma) evolucionaron de
forma coordinada para producir apomicticos funcionales. Como la ocurrencia
simultdnea de varias mutaciones es poco probable, los modelos de participacion de un
gen maestro regulador Unico fueron los mds aceptados en el pasado. Sin embargo,
actualmente hay evidencias de que en algunas especies apomicticas 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 rdpidamente y pueden ser particularmente
frecuentes como resultado de la hibridacién y/o la poliploidia. Esto fue demostrado
experimentalmente por Quarin et al. (2001) donde la duplicacién cromosémica de un
diploide sexual produjo plantas tetraploides apomicticas funcionales en Paspalum

notatum.
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Si las modificaciones epigenéticas estdn involucradas en la reproduccién
apomictica es importante pensar cdmo surgen y se mantienen. Las caracteristicas
genéticas y moleculares de mutantes con ADN hipo-metilados sugieren que la
alteracién en la maquinaria de metilacién de mantenimiento conduce a la acumulacién
de estados alterados de metilacién 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-metilacién de loci especificos podria coexistir con los loci
metilados generando asi variacion epigenética (Saze et al. 2003).

La apomixis podria haber surgido tras la perturbacién de los mecanismos de
metilacion del ADN como se observd en mutantes ddm (Jeddeloh et al. 1999), de
manera que la acumulacién de epimutaciones causaria una expresion alterada de los
principales genes de desarrollo. Alternativamente, las epimutaciones causadas por algin
tipo de estrés en el ambiente o hibridaciones causarian también una expresion alterada
de los genes que controlan la via de reproduccién que conduce a la apomixis.

Recientemente, se han asociado transposones al locus responsable de la
reproduccién apomictica en especies de Pennisetum (Labombarda et al. 2002, Akiyama
et al. 2004) y Paspalum notatum (Stein et al. comunicacién personal) lo cual sugiere
que la alteracidon en la metilaciéon del ADN podria estar implicada en la expresion de
genes que conduce a la manifestacion de la apomixis ya que las secuencias repetitivas
en los genomas de las plantas son blancos comunes de la metilacion de citosinas
(Rabinowicz et al. 1999).

Sigue sin quedar claro si los niveles de actividad transposicional son de
importancia funcional para la reproduccién apomictica. Es tentador especular que los
transposones podrian insertarse en los principales reguladores epigenéticos de la

reproduccién sexual en las plantas apomicticas, desregulando asi la expresiéon del
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programa de desarrollo sexual espacial y temporalmente. Lippman et al. (2004)
demostraron que la expresion de los transposones puede conducir a la expresion
inadecuada de sus genes vecinos. Alternativamente, si un defecto en la maquinaria RNA
de interferencia desregula la expresion de los genes de la reproduccién sexual en plantas
apomicticas, entonces el actividad transposicional que se observa seria mas un efecto
que una causa de la apomixis.

Las epimutaciones, patrones aberrantes de metilacion de ADN y defectos en
genes involucrados en la remodelaciéon de la cromatina, han sido asociados con
diferentes problemas en el desarrollo, transformaciones homedticas, esterilidad,
activacion de transposones y defectos en la floracién (Rodrigues y Koltunow 2005).
Especificamente relacionado con la reproduccion de las plantas, la metilaciéon del ADN
ha sido asociada en el control del “imprinting” genémico, fendmeno 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 asociacién entre la
regulacion epigenética y la apomixis. La formacién de un embridn viable y el éxito del
establecimiento de la pldntula tras la fecundaciéon requieren de la formacién del
endosperma. El aislamiento de diversos mutantes en Arabidopsis ha permitido estudiar
y comprender mds acerca de la formacién del endosperma. Los mutantes FIS
(“fertilization-independent seed”), MEA (Medea), fis2 y FIE (“fertilization-independent
endosperm”) se caracterizan por su capacidad de formacion de endosperma en ausencia
de fecundacion (Grossniklaus et al. 2001). Una forma de avanzar en el tema podria
incluir el aislamiento de los genes ortdlogos FIS a partir de plantas apomicticas. Por
otro lado, si la metilacién del ADN estd involucrada en el control de la expresion de los

genes implicados en el desarrollo apomictico, la alteracion de los niveles de metilacién
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en etapas clave de la reproduccion apomictica permitiria identificar las etapas en las que
estas marcas epigenéticas son importantes. Finalmente, se podrian analizar los patrones
de metilacion del ADN de genes especificos y asi identificar las posibles diferencias

entre plantas apomicticas y sexuales durante todo el desarrollo del 6vulo.

.5 Estudios de la aposporia en especies de Paspalum

Entre las diferentes especies del género Paspalum, P. simplex Morong y P.
notatum Fliige han sido las mds estudiadas en cuanto a la genética molecular de la
apomixis. Paspalum simplex Morong es una graminea americana perteneciente al
subgénero Anachyris (Hitchcock 1927). Esta especie presenta citotipos diploides
sexuales y alégamos por autoincompatibilidad (Espinoza y Quarin 1997) y citotipos
autotetraploides apomicticos, pseudégamos y autofértiles. Ademds, cuenta con citotipos
triploides (2n = 3x = 30) y hexaploides (2n = 6x = 60) para los cuales se desconoce el
sistema reproductivo y comportamiento meidtico (Caponio y Quarin 1987, Pupilli et al.
1997).

A pesar de ser distantes genéticamente, ambas especies comparten muchas
caracteristicas en relacion a la apomixis. Un similar control genético y distorsion en la
segregacion fueron detectados en poblaciones segregantes de ambas especies (Pupilli et
al. 2001, Martinez et al. 2001). Pupilli et al. (2001) localizaron el segmento
cromosomico que controla la apomixis (ACL) en P. simplex. El mismo es un segmento
relativamente grande, con fuerte represion de la recombinacién y sinténico con una
porcidn telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de arroz. Estos mismos autores,
mediante mapeo comparativo, determinaron un grado parcial de sintenia entre esta
especie y P. notatum, ya que los marcadores mds 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 translocacion ocurrié entre estas dos especies. Mas
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recientemente, a partir de marcadores de AFLP obtuvieron 33 marcadores presentes
solo en plantas apomicticas (Calderini et al. 2006) con los que posteriormente
confirmaron la hemicigocidad de la regiéon (Labombarda et al. 2002) mediante la
hibridacién de los mismos con ADN gendémico de plantas sexuales y apomicticas.
También lo confirmaron citolégicamente 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
secuenciacion de 346H10 confirmé la sintenia con el cromosoma 12 de arroz y revel6 2
regiones que mostraron homologia con los genes EXS (un receptor del tipo proteina
quinasa rico en leucinas) y PKD (dominio de proteina quinasa). Estos genes resultaron
similares a SERK (receptor tipo proteina quinasa de la embriogénesis somadtica) el cual
fue asociado con la formacion de los sacos embrionarios apospdricos 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 localizacién
de sondas heter6logas (RFLP) de arroz, maiz y avena en diferentes regiones del
genoma, les permitieron identificar distintas regiones sinténicas con dichas especies.
Ademéds, lograron identificar dos grupos de ligamiento que incluyen marcadores
relacionados con la aposporia en Brachiaria (Pessino et al. 1998). Con el objetivo de
identificar marcadores ligados a la aposporia en P. notatum, Martinez et al. (2003)
generaron una poblacién segregante por el modo de reproduccién a partir del
cruzamiento de una planta tetraploide experimental 100 % sexual y una planta
tetraploide natural apomictica. Luego de determinar citoembriol6gicamente el modo de
reproduccién de 290 individuos F; (219 sexuales y 71 apomicticos) 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
caricter. Estos presentaban la misma distorsion de la segregacion observada
previamente (Martinez et al. 2001) al compararlos con las relaciones esperadas 1:1 y
13:15 (segregacién al azar de cromosomas y de cromdtidas, respectivamente),
consideradas para el control por un tnico gen dominante. Stein et al. (2004) ampliaron
estos estudios de herencia e identificaron la regién responsable de la apomixis en P.
notatum, utilizando una poblacién F; de 113 individuos segregante por el modo de
reproduccidn, obtenida a partir de los mismos parentales empleados por Martinez et al.
(2003). El modo de reproduccién de cada individuo F; fue determinado a través de dos
marcadores de RAPD completamente ligados a la aposporia (Martinez et al. 2003) y
confirmado citoembriolégicamente. También observaron que el caricter presentaba una
fuerte desviacion de la relacion 1:1 (sex:apo) esperada para un factor dominante simple,
ya que identificaron 98 plantas sexuales y 15 apomicticas (6,5:1). A partir de las
distancias de recombinacién de los marcadores ligados en fase de repulsiéon pudo
determinarse que el cromosoma que contiene la regién responsable de la aposporia
presenta apareamiento preferencial de cromosomas con uno de los otros tres homélogos.

Mas recientemente, con esta misma poblacién segregante por el modo de
reproduccién 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 carécter
aposporia (grupo-apo) se asocié a un solo grupo de ligamiento de los 39 que constituyen
el mapa del parental apomictico (Q4117) y quedé conformado por 25 loci, de los cuales
solo 15 co-segregan estrictamente con el cardcter. Algunos de estos marcadores
presentaron homologia con elementos repetitivos y coincidentemente con otras especies
estos agentes causantes de reordenamientos estructurales parecen estar fuertemente

asociados a la regién que controla la apomixis. A partir del ligamiento completo de
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estos marcadores con la aposporia confirmaron la supresiéon de la recombinacién
genética en esa region del genoma. Los autores postulan que puede deberse a distintos
factores como: localizacidén pericentromérica, telomérica o heterocromdtica, una
inversion o una translocacion. La elevada densidad de marcadores en la regién sugiere
que puede tratarse de un fragmento cromosdmico de gran tamafio (aproximadamente 36
Mpb) que incluye varios genes relacionados por funcién y aislados por recombinacién
(Stein et al. 2007).

En estudios realizados en paralelo a partir de una poblacién segregante por el
modo de reproduccién, Pessino et al. (2001) aislaron e identificaron inicialmente 3
transcriptos de ARNm diferencialmente expresados entre genotipos sexuales y
apomicticos 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 homologia entre ellos
pero no mostraron una similaridad de secuencia significativa con genes conocidos.
Posteriormente, Laspina et al. (2008) llevaron a cabo una caracterizacién mas extensa
del transcriptoma en la especie en la que aislaron 65 genes de expresion diferencial en
flores de genotipos sexuales y aposporicos, de los cuales 45 pudieron ser categorizados
funcionalmente. Los genes identificados se ubican dentro de unas pocas clases
ontoldgicas: transduccién de sefiales, protedlisis, control del ciclo celular, regulaciéon de
la transcripcién y actividad de transposones. Cinco de estos genes resultaron con
idéntica funcién a genes relacionados con la aposporia en Poa (Albertini et al. 2004;
2005) y en ambas especies existen numerosos representantes de una cascada de
transduccién de sefales 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 regioén 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 estarian silenciados en el genotipo apomictico. M4s atin,
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 regién
conteniendo el apo-locus en P. notatum contaria con genes determinantes para el
desarrollo sexual que podrian estar silenciados en los genotipos apomicitcos.

Esta tesis intenta contribuir al estudio de la apomixis en Paspalum desde esta
perspectiva y aportar conocimientos sobre la naturaleza de las secuencias asociadas
fisicamente a la aposporia y la caracterizaciéon molecular de la regién responsable de la
misma. Asimismo se pretende realizar una evaluacién de las frecuencias relativas,
distribucién y patrones de metilaciéon de los citotipos diploides y tetraploides de la

especie y determinar patrones comunes presentes en plantas apomicticas y sexuales.

Las hipdtesis que se detallan a continuacidén estuvieron dirigidas a iniciar
estudios sobre los niveles de metilacién del ADN en el genoma de Paspalum notatum,

su distribucidén y relacion con el sistema reproductivo:

- Existen diferencias en los niveles de sitios CCGG metilados entre los citotipos

diploides y tetraploides de Paspalum notatum.

- La distribucién de los sitios metilados es uniforme a lo largo del genoma de Paspalum

notatum.

- La regién gendmica responsable de la aposporia se encuentra hipo-metilada en la

especie.

Por otro lado se formularon hipétesis relacionadas con las secuencias de los

marcadores moleculares de AFLP completamente ligados a la aposporia en P. notatum,
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la busqueda de homologias con genes conocidos y el desarrollo de herramientas

moleculares para profundizar los estudios genéticos y moleculares del caricter:

- Los marcadores completamente ligados a la regidn que controla la aposporia pueden
utilizarse para la identificacion de genes relacionados al caricter apomixis en

Paspalum notatum.

- La informacién de secuencias especificas de esta region puede emplearse para el

desarrollo de marcadores alelo especificos asociados al modo de reproduccion.

- Los marcadores moleculares ligados al caricter apomixis en razas tetraploides de P.

notatum estan presentes en poblaciones de plantas diploides de la misma especie.
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II OBJETIVOS

IL.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 relaciéon con la apomixis, y caracterizar a nivel molecular la regién

gendmica responsable de la aposporia en la especie

IL.2 Objetivos especificos

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 distribucién de las regiones metiladas en el genoma de Paspalum
mediante el mapeo de marcadores de MSAP en una poblacién tetraploide

segregante por el modo de reproduccion.

3. Determinar el estado de metilacion de la regiéon gendmica responsable de la
apomixis empleando clones de RFLP y AFLP completamente ligados al caracter

en la especie y enzimas sensibles a metilacion.

4. Clonar y secuenciar marcadores de AFLP completamente ligados a la aposporia en

P. notatum y determinar su homologia con genes de funciones conocidas.

5. Desarrollar marcadores de PCR alelo-especificos a partir de fragmentos de AFLP

asociados al modo de reproduccién y validarlos en la poblacién segregante
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disponible asi como en distintas accesiones apospdricas y no apospdricas de la

especie.

6. Aislar secuencias flanqueantes de marcadores moleculares asociados a la regién que
controla la aposporia en la especie e identificar secuencias anotadas (genes)

asociadas al modo de reproduccioén.
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III MATERIALES Y METODOS

III.1 Material Vegetal

El material vegetal utilizado en este trabajo pertenece a la coleccion de
germoplasma de Paspalum notatum presente en el Instituto de Botédnica del Nordeste
(IBONE) — Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE, Corrientes, Argentina. Como
citotipos diploides se emplearon: el cultivar Tifton 9, desarrollado en la estacion
experimental “Coastal Plains Station” (Georgia, EEUU) y previamente empleado como
progenitor de una poblacién de mapeo para desarrollar el mapa genético de la especie al
nivel diploide (Ortiz et al. 2001); la accesién Q4175 derivada de una poblacién natural
ubicada a 15 Km de la ciudad de La Criolla (Santa Fé, Argentina) y 57 genotipos
pertenecientes a una poblacion natural localizada en el centro de la provincia de Santa
Fé (Cayastd), de los cuales dos de ellos (3-Cay y 6-Cay) fueron utilizados en la primera
parte de este trabajo. También se incluyd, 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 jovenes de un genotipo diploide de
P. notatum (Figura 1).

Para este trabajo se dispuso asimismo de una poblacién de mapeo F; de P.
notatum tetraploide (2n = 4x = 40) de 113 individuos, segregantes por el modo de
reproduccién. 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
apomictico obligado, Q4117, colectado de una poblacién natural del estado de Rio

Grande do Sul, Brasil. Q4188 fue obtenida del cruzamiento entre las plantas Q3664 y la
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accesion Q3853 (Quarin et al. 2003), siendo esta ultima tetraploide apomictica 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 apomictico de estigmas blancos (WSB) (Figura 2). El modo de
reproduccién de los progenitores de la poblacion fue estudiado por métodos
citoembriologicos y moleculares, determinindose que Q4188 sélo produce sacos
embrionarios de tipo meidticos y progenies de origen sexual (Quarin et al. 1984, Ortiz
et al. 1997) mientras que Q4117 genera sacos embrionarios de tipo apospoérico y
progenie de tipo materno (Martinez et al. 2001, Ortiz et al. 1997). Esta poblacién se
encuentra establecida en terrenos del IBONE (Corrientes, Argentina) y un duplicado de
la misma estd cultivado en macetas en la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNR.
Cada F fue clasificada de acuerdo a su modo de reproduccion en plantas aposporicas o
no apospéricas utilizando marcadores moleculares de RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”), previamente detectados como ligados completamente al cardcter
aposporia (Martinez et al. 2003) y posteriormente corroborado por estudios
embriologicos (Stein et al. 2004, Stein et al. 2007).

Como genotipos tetraploides también fueron incluidos en este trabajo el
genotipo apomictico natural N160, colectado a 25 Km al norte de la ciudad Pedro Juan
Caballero, departamento Amamabay (Paraguay), y el genotipo experimental de
reproduccién sexual Q4205, obtenido a partir de la autofecundacion de la planta Q3664

citada anteriormente (Figura 2).
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Regeneracion de laplanta
(sector diploide del calle)

Seleccion de seciores del
callo por citometria de flujo %
J C4-2x
%

Induccion de callos Tratarniemto
P-2x  provenientes de con colchicina

inflorescencias %
Cd-4x

Regeneracion de laplanta
(sector tetraploide del callo)

Figura 1. Representacion esquematica del procedimiento experimental utilizado para la
generacidn de las lineas C4-2x y C4-4x de P. notatum (adaptado de Martelotto et al.
2005).

P. notatum | Colchicina
—_—

PT-2 | x | WSB

var. Saurae
.S 4x - AF | 4x - AF
F,
l Autofecundacion

g

Q3664 (F,) | x | Q3853

/ 4x - AF 4x - A

Autofecundacion

| 0 3

Q4188 | x | Q4117
Q4205 (Fy) 4. S l
X - .
4x-S 4x - A
F,
Poblacion de Mapeo

Figura 2. Esquema de la obtencion de los genotipos tetraploides sexuales y de la
poblacién de mapeo utilizado en este trabajo de tesis (S = sexual, AF = apomictico

facultativo, A = apomictico obligado).
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1.2 Extraccion de ADN

La extraccién del ADN genémico de las plantas experimentales se realizé segin
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 N, liquido, disgregadas mecanicamente con mortero hasta obtener un polvo fino y
transferidas a tubos de polipropileno de 50 ml conteniendo 20 ml de buffer de
extraccion (Tris-HCI 100 mM pH 7,5; EDTA 50 mM pH 8.,0; 2 % p/v CTAB; NaCl 700
mM y 2-mercaptoetanol 140 mM). La preparacion fue incubada a 65 °C con agitacion
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. El1 ADN fue
precipitado mediante el agregado de un volumen de isopropanol frio e incubado a -20
°C por 16 h. El ovillo de ADN fue recogido con una varilla de vidrio y lavado durante
20 minutos en una solucién de etanol 76 % y acetato de sodio 0,2 M. Luego de ser
secado durante 20 minutos a 37 °C fue resuspendido en 700 pl de buffer TE pH 8,0
(Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM). Cada muestra fue incubada con 5 pl de RNAsa A (4
mg/ml) (Biodynamics) a 37 °C por 1 hora y posteriormente el ADN fue precipitado con
5 % v/v de 5 M NaCl y un volumen de isopropanol frio. Finalmente, la muestra fue
centrifugada por 20 minutos a 10.000 rpm, lavada con etanol 70 %, secada en estufa a
37 °C durante 1 hora y disuelta en 500 pl de agua ultra pura estéril. La cantidad y
calidad de la muestra fueron analizadas midiendo la absorbancia a 260 nm y el indice de
absorbancia a 260/280 (nm) respectivamente, con un espectrofotémetro 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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II1.3 Generacion de Marcadores Moleculares

II1.3.1 Amplificaciéon de Polimorfismos Sensibles a Metilacion (MSAP)

Los marcadores MSAPs se generaron segtin la técnica descripta por Xiong et al.
(1999) con modificaciones propuestas por Xu et al. (2000). Ambos son adaptaciones del
trabajo descripto por Reyna-Loépez et al. (1997), quien modificé el protocolo original
para la obtencion de marcadores de AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) (Vos et al. 1995) mediante la incorporaciéon de enzimas de restriccion
sensibles a metilacién. Los isoesquizomeros Hpall y Mspl fueron utilizados en lugar de
la enzima de corte frecuente Msel mientras que EcoRI se empleé como enzima de corte
poco frecuente.

Los marcadores MSAP se generaron llevando a cabo dos reacciones de digestion
en paraleleo para cada muestra de ADN. En una reaccién, 600 ng de ADN genémico
fueron digeridos con 5U de EcoRI y 5U de Hpall en un volumen final de 40 ul
conteniendo buffer OPA 1X (Tris acetato 100 mM, pH 7.5, acetato de magnesio 100
mM vy acetato de potasio 500 mM) (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
UK), DTT 5 mM y BSA 50 ng/ul a 37 °C durante 3 horas. La otra reaccion de digestion
fue llevada a cabo de la misma manera, excepto que se utiliz6 la enzima Mspl en lugar
de Hpall. Luego, los productos de digestion fueron ligados a los adaptadores
correspondientes, durante 3 horas a 37 °C mediante el agregado de 10 ul de mezcla de
ligacién, conteniendo 5 pmoles de adaptador EcoRIl, 50 pmoles de adaptador Hpall-
Mspl, 1U de ADN ligasa T4 (Promega), ATP 1 mM, buffer OPA 1X, DTT 5 mM y
BSA 50 ng/ul. El adaptador EcoRI fue el mismo que el utilizado en el protocolo
original de AFLP (Vos et al. 1995) (Anexo A). El adaptador Hpall-Msp]l, fue disefiado
para evitar la reconstruccion del sitio de restriccién y consistié en la combinacién de los

siguientes cebadores:
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5'-GACGATGAGTCTAGAA-3’
3'-CTACTCAGATCTTGC-5'

Ambos adaptadores (EcoRI y Hpall-Mspl) fueron preparados mezclando
cantidades equimolares de cada cebador, manteniendo la mezcla por 10 minutos a 65 °C
y permitiendo el enfriamiento lento hasta temperatura ambiente. La reaccion de pre-
amplificacidon se realiz6 utilizando cebadores complementarios a la secuencia de los
adaptadores y a los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion. Asi, el
cebador Hpall-Mspl utilizado fue:

ADAPTADOR ENZ EXT

5'-GATGAGTCTAGAA CGG  ANN-3'

La misma se llevd a cabo a partir de 2 pl del producto de ligacién, en un
volumen final de 25 pl conteniendo 30 ng de cada cebador con una base selectiva en el
extremo 3’ (EcoRIl + Ay Hpall-Mspl + A), dNTPs 0,2 mM, 1U de Taq polimerasa
(Promega), MgCl, 1,5 mM y buffer de PCR 1X (Promega). La reaccién de
amplificacién involucré 20 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 60 °C, 1 min a 72 °C y 5 min
finales de elongacion a 72 °C. Estos productos fueron diluidos 1/10 en TE 0,1 (Tris-HCl
10 mM y EDTA 0,1 mM) para ser utilizados como templados en la reaccién de
amplificacidn selectiva que se realizé en un volumen final de 25 ul conteniendo 30 ng
de cada cebador con 3 bases selectivas en el extremo 3’ (EcoRI + 3 y Hpall-Mspl + 3)
(Anexo A), dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl, 1,5 mM y buffer de
PCR 1X (Promega). Esta amplificacion selectiva consistié en un ciclo inicial de 30 seg
a94°C,30sa65°C, 1 mina 72 °C, seguido de 12 ciclos iguales donde la temperatura
de anillado fue disminuyendo 0,7 °C por ciclo hasta llegar a 56 °C. Finalmente, 22
ciclos de 30 sa 94 °C, 30 sa 56 °C, 1 min a 72 °C y 5 min de elongacién final a 72 °C.

Las secuencias de todos los oligonucleétidos utilizados en la técnica de MSAP se
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encuentran detallados en el Anexo A. Los productos de amplificacién fueron
desnaturalizados 5 min a 94 °C luego del agregado de 10 ul de buffer de siembra
(formamida 95 %, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml). Alicuotas (5 ul) 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 secuenciacion
(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 visualizacion de los fragmentos se llevé a cabo a través
de la tincion de los geles con nitrato de plata. La misma involucrd una fijacién de 20
min en dcido acético glacial 10 % v/v, tres lavados de 3 min cada uno con H,Od, tincién
de 30 min con una solucién conteniendo AgNOs 1 g/l y formaldehido 0,1 % v/v y
previo lavado de 10 seg con H»,Od revelado con soluciéon de carbonato de sodio
(carbonato de sodio 30 g/I, formaldehido 0,1% v/v, tiosulfato de sodio 2 mg/ml). En la
electroforesis, los productos de amplificacion de cada genotipo digerido con
EcoRl/Hpall o EcoRl/Mspl fueron sembrados uno al lado del otro de manera de

facilitar la visualizacién de los fragmentos diferencialmente metilados.

I1.3.1.1 Analisis de datos

Los isoesquizdmeros utilizados en la técnica de MSAP, Hpall y Mspl,
reconocen la misma secuencia blanco (5'-CCGG-3') pero exhiben sensibilidad a la
metilacion. Hpall es inactiva cuando cualquiera de las dos citosinas de la secuencia
blanco se encuentra metilada (en ambas hebras), mientras que Mspl es sensible
(inactiva) solo a la metilacién de la citosina externa, esto es, cliva la secuencia
C™CGG, pero no SMCCGG (Reyna-Lopez et al. 1997, Cervera et al. 2002) (Tabla 1).
Ademéds de esto, Hpall 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 caracteristicas hacen
que para una dada muestra de ADN sea posible diferenciar entre dos estados principales
de metilacion de sitios CCGG, la metilaciéon de la citosina interna (ambas hebras) y
menos frecuentemente la hemi-metilacién de la citosina externa. Las comparaciones
entre los productos de amplificacién obtenidos de las digestiones EcoRI/Hpall y
EcoRI/Mspl permiten la deteccion de diferencias de metilaciéon. 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/Hpall vy
ausencia en EcoRI/Mspl es indicativo de hemi-metilaciones en la citosina externa,
mientras que los fragmentos presentes solo a partir de las digestiones EcoRI/Mspl se
atribuyen a la metilacién completa de la citosina interna. No obstante, algunos estados
de metilacién como la metilacién completa de la citosina externa o de ambas citosinas

no generan productos de amplificacién en ninguna de las digestiones.

Tabla 1. Sensibilidad a la metilacion y patrones de amplificacion esperados en

experimentos de MSAP utilizando los isoesquizémeros Hpall y Mspl

Estado de metilaciéon Digestibilidad Patrén
de la secuencia de las enzimas digestion/amplificacion
blanco Hpall Mspl EcoRl/Hpall | EcoRl/Mspl
gg(ég Activa Activa + +
MCCGG Parcialmente Inactiva N ]
GGCC activa
Sm,
g Gggg Inactiva Activa - +
mCICGG I . .
GG"CC nactiva Inactiva - -
“+” presencia de banda, ““-” ausencia de banda

Para la cuantificaciéon de las secuencias CCGG metiladas y las estimaciones de
la variabilidad entre los genotipos, los patrones de amplificacién producidos por cada

muestra a partir de ambas digestiones fueron registrados segtin 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 diferian en cuanto a
presencia/ausencia para una dada muestra digerida con EcoRI/Hpall y EcoRIl/Mspl
fueron incorporados en una matriz binaria de datos denominada ‘“Polimorfismos
Sensibles a Metilacion” (MSP). En esta matriz, se codific6 con “1” cuando el
polimorfismo se detectd entre las dos digestiones de una dada muestra y con “0” cuando
no se observé polimorfismo, ya sea por presentar el mismo fragmento de amplificacién
o por no detectarse amplificacién. Por otro lado, los fragmentos que presentaban un
patrén monomorfico entre las digestiones de una dada muestra, pero que exhibian
polimorfismos entre las distintas muestras fueron utilizados para crear una matriz
binaria de “Polimorfismos Insensibles a Metilaciéon” (MIP), donde “1” indicaba
presencia y “0” ausencia del fragmento amplificado. Parte de estos polimorfismos
derivarian 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 + ¢), donde J (ij)
es la medida de la similaridad entre los individuos i y j, a es el numero de fragmentos
polimoérficos compartidos por los dos individuos, b es el numero de fragmentos
presentes en i y ausentes en j y ¢ 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 aplicacion del algoritmo UPGMA (“Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic averaging”) (Michener y Sokal 1957). Los limites de confianza
de los conglomerados de los dendrogramas fueron obtenidos por medio de andlisis
“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 repitié en 5000 muestras bootstrap, lo que a su vez indicé 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 poblacién y que el error de muestreo es minimo. Para determinar la
correlacion entre los dos tipos de matrices dentro de cada grupo se realizé la prueba de
Mantel con 1.000 permutaciones aleatorias (Mantel 1967). Todos los anélisis fueron
llevados a cabo con los paquetes estadisticos NTSYS-PC version 2.10e (Rohlf 2000) e

Infostat (2001).

I1.3.1.2 Localizacion de marcadores MSAP en el senoma de Paspalum notatum

Con el objetivo de determinar la distribuciéon de los marcadores MSAP en el
genoma de P. notatum se realizaron experimentos de mapeo utilizando los datos de
segregacion de una poblacion segregante de tipo F; desarrollada previamente por Stein
et al. (2007). La estrategia utilizada para el andlisis de la distribucién 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 identificaciéon de
marcadores presentes en dosis simple (ADS, alelos en dosis simple) segregantes de cada
uno de los progenitores de la poblaciéon de mapeo (Wu et al. 1992, Grattapaglia y
Sederoff 1994). Los marcadores en esta situacion presentan una segregacion esperada
de 1:1 (Aaaa x aaaa) en la progenie por lo es posible determinar con exactitud el
genotipo de cada individuo de la poblaciéon (Wu et al. 1992). La deteccion de los ADS
se realiz6 confrontando los valores de segregacion observados contra los valores
esperados mediante una prueba de x2 aun p < 0.01. Los datos de segregacion de cada
genotipo parental se analizaron independientemente y se incluyeron en los archivos de
datos de segregacion 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 diferfan en cuanto a presencia/ausencia en alguno de los
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parentales digerido con EcoRI/Hpall y EcoRl/Mspl, fueron clasificados como
“Polimorfismos Sensibles a Metilacion” (MSP). Mientras que los fragmentos que
presentaban un patrén monomorfico entre las digestiones de los parentales, pero que
diferfan entre ellos y segregaban en la poblaciéon fueron clasificados como
“Polimorfismos Insensibles a Metilaciéon” (MIP) (Cervera et al. 2002).

El anélisis de ligamiento se realizé utilizando el programa de mapeo Mapmaker
3.0 (Lander et al. 1987) codificando los datos de los marcadores ADS como del tipo “F5
backcross” donde la presencia o ausencia de un determinado marcador indica
heterocigosis u homocigosis respectivamente para el locus considerado. Los datos de
segregacion de los marcadores de MSAP se tomaron de una muestra de la poblacion de
mapeo de 20 individuos. El dato del polimorfismo en la metilacién de cada genotipo
(MSP o MIP) se agregé al final del archivo de datos preexistente de cada progenitor.
Los mismos contenfan 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 ubicacién
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 funcién de
Kosambi (1994). El andlisis de ligamiento usando valores de LOD score entre 6.0 y 2.0

Un I'y (mix) = 0.33 (Wu et al. 1992).

II1.3.2 Experimentos de Southern Blot genémicos

Los marcadores de RFLP (“Restriction fragment length polymorphism”) se
generaron de acuerdo a lo descripto por Ortiz et al. (1997) con algunas modificaciones:
la digestion de 30 ug ADN gendémico de cada muestra se realizé durante toda la noche a
37 °C con 2,5 U/ug de ADN con las enzimas EcoRl, Hindll, Hpall y Mspl. Luego de

confirmar la digestién completa en agarosa al 1% se inactivaron las enzimas mediante la
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precipitaciéon del ADN (0,05 vol de NaCl 5SM y 2,5 vol de etanol absoluto), se lavaron
las muestras con etanol 70% v/v y se resuspendieron en 25 pl de H>O ultrapura estéril.
Las muestras fueron sembradas en geles de agarosa al 1 % y resueltas a 80 mA por 6 h.
La desnaturalizacién de los fragmentos se llevé a cabo por el método alcalino (NaOH
0,4 N y NaCl 0,6 M) durante 30 min, seguido de 30 min de neutralizacién (Tris-HCI 0,5
M pH 7,5; NaCl 1,5 M). Los fragmentos de digestién 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 solucién de
transferencia fue SSC 10X y el ADN fue fijado a la membrana mediante un tratamiento
de 3 minutos bajo luz UV e incubacién a 80 °C por 2 horas.

La marcacién de sondas, hibridacién y deteccion fueron realizados empleando el
método no radioactivo del Dig Luminicent Detection Kit (Boehringer-Mannheim), que
incluye CSPD como sustrato quimioluminiscente. La marcacion de las sondas se realizé
por PCR en un volumen final de 100 pl conteniendo dig-dUTP 2,5 uM, 50 uM [dATP,
dGTP, dCTP], 47,5 uM dTTP, 0,2 uM de cebadores superior e inferior M13, Taq
polimerasa 1U (Promega), 2 mM MgCl,, buffer de PCR 1X (Promega), glicerol 15 % y
10 ng de ADN plasmidico. La incorporacién del nucleétido marcado se verificé 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
concentracién de las sondas se estimé por comparacién de la intensidad de las bandas
con un marcador de concentracién conocida y por medicién en fluorémetro (Qubit™,
Invitrogen). Las sondas utilizadas se diluyeron en solucién de hibridacién (SSC 5X,
SDS 0,02 %, S-lauril sarcosina 0,1 %, reactivo de bloqueo 0,5 %, pH 7,5) hasta una
concentracion de 50 ng/ml.

Las membranas se pre-hibridaron durante 2 h y las hibridaciones se realizaron a
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65 °C (homdlogas) o a 60 °C (heter6logas) 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 °C con fuerte agitacion. La sensibilidad del
experimento o control de hibridacién se llevé a cabo empleando filtros conteniendo 1, 5,
50 y 100 pg del fragmento de ADN correspondiente a la sonda previamente
desnaturalizado.

La deteccidon de los fragmentos hibridados se realiz6 a temperatura ambiente,
con agitacién e incluyé: un lavado de 5 min en solucién conteniendo dcido maleico
0,1M, NaCl 0,15M, Tween 20, pH 7,5, 30 min en solucién de bloqueo (4cido maleico
0,1M, NaCl 0,15M, reactivo de bloqueo 1 %, pH 7,5, 30 min en solucién de anticuerpo
conjugado (anti-Dig-AP diluido 1:10.000), dos lavados de 15 min en la solucién de
lavado y 10 min en la solucién de deteccion (Tris-HCI 0,1M pH 9,5, NaCl 0,1M, MgCl,
0,05M). La incubacién de las membranas con el sustrato quimioluminiscente (CSPD) se
realiz6 por 5 min en oscuridad y con agitaciéon. Se incubaron 10 min a 37 °C
(temperatura 6ptima de la fosfatasa alcalina) para aumentar la eficiencia de reaccién y
se expusieron a placas radiograficas 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 aparicién de bandas.

Se utilizaron sondas homélogas de P. notatum generadas a partir de marcadores
de AFLP 100 % ligados a la aposporia y una sonda heter6loga de arroz (C1069) del
New Landmarker Set del Rice Genome Research Program de Japén (Nagamura et al.
1997). En estudios previos se determiné que esta sonda generaba fragmentos
completamente ligados al locus de la aposporia P. notatum y P. simplex (Pupilli et al.

2001, Martinez et al. 2003).
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I11.3.3 AFLP (““Amplified fragment length polymorphism”)

Los marcadores de AFLP se generaron segun la técnica descripta por Vos et al.
(1995) con las siguientes modificaciones: se digirieron 600 ng de ADN genémico de
cada individuo con 5 U de Msel y EcoRI en un volumen final de 40 pl conteniendo
buffer OPA 1X (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, acetato de magnesio 10 mM, acetato de
potasio 50 mM), DTT 5SmM y BSA 50 ng/ul, a 37 °C durante 2 h. Luego de la digestion
se agregaron a cada tubo 10 pl de una mezcla conteniendo: 5 pmoles de adaptador
EcoRI, 50 pmoles de adaptador Msel (Key Gene) (Anexo A), 1U de ADN ligasa T4
(promega), ATP 1 mM, buffer OPA 1X, DTT 5SmM y BSA 50 ng/ul. La ligacién de los
adaptadores se realiz6 a 37 °C por 3 h. La pre-amplificacion de las muestras se realizd
en un volumen final de 25 pl conteniendo 2 pl de la mezcla de ligacién, 1,2 ng/ul de
cada cebador conteniendo una base selectiva en el extremo 3” (EcoRI+A y Msel+A)
(Key Gene) (Anexo A), dNTPs 0,2 mM, Taq polimerasa 1U (Promega), MgCl, 1,5 mM
y buffer de PCR 1X (Promega). Las reacciones de amplificacion incluyeron una etapa
de desnaturalizacidn inicial de 30 s a 94 °C seguida de 20 ciclos de 30 s a94 °C, 30 s a
60 °C, 1 min a 72 °C y 5 min finales de elongacién a 72 °C. Los productos de PCR se
diluyeron 1/10 en un buffer compuesto por Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA 0,1 mM
[solucién de trabajo de ADN pre-amplificado (pre-AFLP WS)]. Las amplificaciones
selectivas se realizaron utilizando diferentes combinaciones de cebadores EcoRI - Msel,
en un volumen final de 10 pl conteniendo 2 pl de pre-AFLP WS, 1,2 ng/ul de cada
cebador EcoRI +3 y Msel +3 (Anexo A), ANTPS 0,2 mM, Taq polimerasa 0,5 U
(Promega), MgCl, 1,5 mM vy buffer de PCR 1X (Promega). Las condiciones de
amplificacién incluyeron una desnaturalizacion inicial de 30 s a 94 °C, un ciclo de 30 s
a94°C,30sa65°C, 1 mina 72 °C, seguido de 12 ciclos iguales donde la temperatura

de anillado fue disminuyendo 0,7 °C por ciclo hasta llegar a 56 °C y 22 ciclos finales de

73



Materiales y Métodos

30sa94 °C, 30 sa56°C, 1 min a 72 °C con una elongaciéon de 5 min a 72 °C. Los
productos de PCR fueron suplementados con 5 pl de buffer de siembra (formamida 95
% p/v, NaOH 10 mM y azul de bromofenol 2 mg/ml), denaturalizados a 96 °C por 5
min y sembrados en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5%
(acrilamida:bisacrilamida (19:1) 5 %, TBE 0,5X, urea 7,5 M). La electroforesis se
realizé empleando un equipo de secuenciacién 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

(II1.3.1).

II1.3.4 Desarrollo de marcadores de secuencias caracterizadas (SCAR)

Fragmentos de AFLP (I3, M3, J7, J5, Ul6, Ul4 y C5) asociados al modo de
reproduccién obtenidos previamente (Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004, Stein et al.
2007) fueron utilizados para el desarrollo de marcadores especificos de la regién
responsable de la aposporia. Para ello se reprodujo la reaccién de amplificacion a partir
del ADN de los progenitores Q4117 (apomictico) y Q4188 (sexual) mediante la
utilizaciéon de los cebadores correspondientes. Los fragmentos del tamafio esperado
fueron eluidos del gel (acetato de sodio 0,5 M, EDTA 1 mM pH 8,0) y re-amplificados
con sus respectivos cebadores especificos. Los productos fueron clonados en un vector
pGEM-Teasy (Promega, USA) y utilizados para transformar E. coli DH5a. Diez
colonias de cada transformacién fueron sometidas a una reaccién de PCR (“colony
PCR”) de manera de verificar la presencia del inserto segin lo descripto por Sambrook
et al. (1989). A partir del cultivo de las colonias que mostraban una reaccién de
amplificacién positiva se realizaron las preparaciones de pldsmido 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 publico ClustalX

(http://innprot.weizmann.ac.il/software/Clustal X.html). Para cada secuencia consenso se

disefiaron dos cebadores con el programa publico Primer3

(http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 www.cgi.). Cada par de

cebadores fue disefiado conservando el sitio flanqueante al corte con las enzimas de
restriccion y al menos 20 nucleétidos de la secuencia. La amplificacién de los ADN
genémicos con los cebadores SCAR inicialmente se llevé a cabo mediante una PCR
estdndar que consistio en 35 ciclos de 30 seg a 94 °C , 40 sega 56 °C y 1 min a 70 °C.
Para cada par de cebadores especificos se llevd a cabo la optimizacion de las
condiciones de amplificacion empleando distintas temperaturas de anillado (46 a 57 °C)
y reacciones del tipo “Touchdown” (Don et al. 1991). Los productos amplificados
fueron analizados por electroforesis en agarosa 2 % y en acrilamida 5 %, tefiidos con

EtBr y AgNOs, respectivamente.

III.4 Clonado y secuenciacion de fragmentos de interés

Las bandas de interés correspondientes a los marcadores de AFLP ligados al
cardcter, los marcadores tipo SCAR y las pertenecientes a la validacion de la extension
por caminata cromosomal (ver mas adelante), fueron cortadas del gel cuidadosamente
con un bisturi. Luego de la trituracién sobre un portaobjeto fueron eluidas con 50 ul de
buffer de elusiéon (acetato de amonio 0,5 M; EDTA 1 mM pH 8,0) por 16 h a 37 °C
(Sambrook et al. 1989). El1 ADN obtenido en el sobrenadante (recuperado después de
una centrifgacién a 12.000 rpm durante 20 min) fue precipitado con 2,5 volimenes 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 °C por una hora y disuelto en 15 pl de agua ultra
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pura estéril.

Cada fragmento de interés fue amplificado por PCR utilizando los cebadores y
las condiciones de amplificacion especificas de cada uno. La reaccién de ligacién con el
vector comercial pGEM-T Easy (Promega) se realizé durante 16 h a 4 °C. Las mismas
se realizaron en un volumen final de 5 pl conteniendo 2,5 ul del buffer de ligacion (2X),
0,5 pl del vector pPGEM-T Easy (50 ng) y 0,5 ul de Ligasa T4 (3 W U/ ul), la cantidad
correspondiente (1-5 ul) de cada producto de amplificaciéon dependiendo del tamafio y
la concentracién de los mismos. Dichas cantidades fueron calculadas segin el
procedimiento de  optimizacién descrito en el manual del usuario

(http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf, Seccién 6.C). La transformacion de

células E. coli DH5-a fue realizada agregando los 5 pl de mezcla de ligacién a un tubo
conteniendo 100 pl de células competentes. Se incubé en hielo por 10 min Yy
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 agitacién a 37 °C por 1 h con 500
pl 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 centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min y el
sedimento fue sembrado en placas de LB agar (15 g/l)- ampicilina (100 pg/ml) - X-Gal
(40 pg/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 antibidtico
(control de células) y en medio con antibidtico (control de seleccién). Como control
positivo de transformacion se emple6 un vector de tipo pGEM-T conteniendo un inserto
de tamano conocido. La identificacién de colonias conteniendo los pldsmidos con los
insertos de interés se realiz6 mediante la técnica de “Colony PCR” (Sambrook et al.
1989) con los cebadores especificos 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 mdltiple clonado (10-128) del vector, adicionando asi un total de ~260 pb a los
fragmentos clonados. Cada colonia fue disuelta en 10 pl de agua ultra pura estéril,
calentada durante 10 min a 95 °C y dejada enfriar lentamente. Como molde de las
reacciones de amplificacion se utilizaron 2 ul de cada preparacion. Los productos de
amplificaciéon 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 pg/ml)
por 24 h con agitacién en un bafio termostatizado a 37 °C. La purificacién de ADN
plasmidico se realizd6 mediante el juego de reactivos comercial “Wizard Plus
Minipreps” (Promega) siguiendo con las recomendaciones de los fabricantes.
Finalmente, luego de determinar la concentracion de las preparaciones de plasmido en
un fluorémetro QubitTM (Invitrogen), al menos tres clones obtenidos a partir de cada

una de las transformaciones fueron secuenciados por Macrogen Inc., Corea.

IIL.5 Bisqueda de homologia de Secuencias

El andlisis de las secuencias se llevé a cabo con los marcadores que presentaban
al menos un 95 % de homologia 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 homologia
entre los distintos clones de cada fragmento se determindé a través de la opcion

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 ademads, elimina de forma automaética
las regiones de menor calidad de cada secuencia, asi como las regiones correspondientes
al vector. Después de realizar el ensamblaje de los diversos clones, se generé una

secuencia consenso de cada fragmento.
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Los andlisis 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 nucledtidos del NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) con la opcidn blastn para realizar la comparacion

entre secuencias de ADN similares. Por otro lado se utilizaron bases de datos de

genomas especificos: 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 Validacion de marcadores moleculares extendidos por caminata

cromosomal

Con el objetivo de aislar regiones gendmicas adyacentes a los marcadores
moleculares de AFLP que resultaron completamente ligados al carcter aposporia en P.
notatum se desarroll6 en el laboratorio una estrategia de caminata comosomal basada en
el protocolo “Genome Walker™ Universal Kit” (Clontech Laboratories, Inc.) (Silvina
Felitti, comunicacién personal). Brevemente, el ADN genémico del genotipo parental
apomictico (Q4117) fue digerido (total y parcialmente) con tres enzimas de restriccion
(EcoRV, Dral, Pvull). Posteriormente los productos de digestion fueron ligados a los
adaptadores correspondientes de manera de obtener 6 bibliotecas no clonadas. Las
mismas fueron utilizadas como molde en reacciones de amplificacién, utilizando
cebadores complementarios a los adaptadores y al fragmento especifico identificado
previamente. Los fragmentos amplificados a partir del adaptador 5 (o 3°) que se
extendia hacia el ADN gendémico adyacente desconocido 3” (o 5°, respectivamente)
fueron clonados y secuenciados. Basindose en la informacién de la secuencia se
disefiaron nuevos cebadores de manera de poder revelar polimorfismos entre individuos

sexuales y apomicticos. Luego, para cada par de cebadores se llevd a cabo la
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optimizacién de las condiciones de amplificacién y se verificé su co-segregacion con la
regién que controla la aposporia mediante el uso de una muestra de entre 45 y 65
individuos de la poblacién de mapeo segregante por el modo de reproduccidn descripta

previamente.

79



Resultados

IV  RESULTADOS

IV.1 Estudio global de la metilacion de citosinas en el genoma de Paspalum

notatum

IV.1.1 Estimacion 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 metilacion en el
genoma de P. notatum se realizd una estimacién 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
utilizacién de marcadores moleculares de tipo MSAP (Xiong et al. 1999). El ADN de
cada muestra fue digerido con los pares de enzimas EcoRI/Hpall y EcoRI/Mspl y los
fragmentos generados fueron ligados a adaptadores especificos. Los marcadores MSAP
fueron generados utilizando 15 y 14 combinaciones cebadores selectivos para el grupo
diploide y tetraploide respectivamente.

A partir de la comparacién de los patrones de amplificacién generados por cada
muestra entre ambas digestiones se determiné el nivel de metilacién de citosinas para
cada uno de los genotipos utilizados. Para una dada muestra, los fragmentos
provenientes de la digestion EcoRI/Hpall que se ubicaron en la misma posicién que
aquellos generados por la digestion con EcoRI/Mspl fueron considerados marcadores
provenientes de sitios CCGG no metilados, situacion en la que ninguna de las enzimas
se encontraba inhibida (patrén 11). Cuando para una determinada muestra se observaron
bandas presentes en la digestion con EcoRI/Hpall y ausentes en EcoRI/Mspl (patrén
10) fueron consideradas como originadas por la hemi-metilacién de citosina externa del

sitio de reconocimiento, mientras que las bandas ausentes en EcoRI/Hpall y presentes
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en la digestion con EcoRl/Mspl (patrén 01) fueron consideradas como provenientes de
la metilacién (completa) de la citosina interna (Figura 3). El nimero total de marcadores
analizados en los genotipos diploides y tetraploides, y la proporcién de secuencias

CCGG metiladas en cada uno se muestran en la Tabla 2.

Q4188 Q4117 N160
EFH EM EH EM EH EM
— Metilacién
- completa C interna
— e |
S — Metilacién completa
- S| . 1bas C) 0 cambio
- en la secuencia
vt EE -
o |
Ausencia de
. metilacién
L e — A — — | ——
e

Figura 3. Patrones de metilacion obtenidos a partir de la técnica de MSAP. E/H:
Muestra digerida con el par de enzimas EcoRIl/Hpall. E/M: Muestra digerida con el par
de enzimas EcoRI/Mspl

En todos los genotipos analizados los polimorfismos producidos por la
metilacion de la citosina interna (bandas presentes solo en EcoRI/Mspl) fueron los més
abundantes. En los citotipos diploides, en promedio un 41,4 % de los marcadores (cuyo
rango de variaciéon se ubico 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 méaximo de 41,2 % (Q4205) y un minimo de 30,9 %
(N160) (DS = 4,86 %). Cuando se analizé el nimero 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 (x2 = 18,58, P < 0,0001) entre ambos niveles de

ploidia.

Tabla 2. Proporciones relativas y porcentajes de secuencias CCGG metiladas en

accesiones diploides y tetraploides de P. notatum

Sitios CCGG metilados
Genotipo Bandas  Sitios CCGG Sitios Sitios
Totales  no metilados  hemi-metilados  full-metilados Total
(C externa) (C interna)

Tifton 9 373 215 (57,6%) 6 (1,6%) 152 (40,8%) 158 (42,4%)
04175 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%)
04188 408 280 (68,6%) 7 (1,7%) 121 (29,7%) 128 (31,4%)
04117 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%)
04205 255 150 (58,8%) 9 (3,5%) 96 (37,6%) 105 (41,2%)

IV.1.2 Variacion en los patrones de metilacion de citosinas en los citotipos

diploides y tetraploides.

Con el fin de estudiar la similitud en cuanto a la metilacion 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 metilacion (MSP). Dichas matrices fueron generadas a partir de los

marcadores que mostraron diferencias en el patron de amplificacién para una dada

muestra digerida con EcoRl/Hpall y EcoRI/Mspl. En este tipo de polimorfismo los dos

principales estado de metilaciéon, hemi-metilacién de la citosina externa y metilacién

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

82



Resultados

diferente tipo de metilaciéon entre los genotipos fueron considerados como idénticos.
Cuando no se detectd polimorfismo entre los productos EcoRI/Hpall y EcoRl/Mspl
para una dada muestra, ya sea por la amplificacion en ambas o la no amplificacién de un
dado fragmento, se codificé con cero (0). En la Figura 4 se muestran ejemplos de
posibles patrones de amplificaciéon en 3 muestras hipotéticas y la codificacion de los

marcadores MSP.

Genotipo 1 Genotipo 2 Genotipo 3 Codificaciéon MSP

EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/

Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Genotipo 1 | Genotipo 2 | Genotipo 3

Figura 4. Esquema de patrén de bandas y codificacion de los marcadores MSP

(sensibles a metilacion)

Se utilizaron 200 y 186 marcadores del tipo MSAP para la construccién de la
matriz MSP diploide y tetraploide, respectivamente. La estimacion de la similitud entre
las muestras se calculé6 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 metilacion variaron entre 0,70 y 0,83, con un valor promedio de 0,76 (DS =
0,05) (Tabla 3). El dendrograma generado mostré que los dos genotipos més similares
fueron 3-Cay y 6-Cay (J = 0,833) (Figura 5). Los mismos provienen de la misma
poblacién natural y el agrupamiento resulté muy confiable ya que dicho nodo presentd

un valor elevado de bootstrap (89 %). El genotipo Q4175, colectado en una poblacién
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natural del centro de Argentina ubicada a 150 Km de la poblacién 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 seleccién en EEUU se presenta
aislado de este grupo, indicando que posee un patrén de metilacién de citosinas

diferente al resto de los diploides.

Tabla 3. Matriz de similitud de MSP (Indice 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
Tifton9
Q4175
55,6
-Cay
89,0'3

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

I
0.73 0.75 0.78 0.51 0.83
Coeficiente de JTaccard

Figura 5. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos sensibles a metilacion

(MSPs) dentro del grupo diploide de P. notatum.

Un andlisis similar se llevé 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 andlisis de

84



Resultados

agrupamiento por el método de UPGMA se observdé 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 limite (50
%) se consideraron posiblemente aleatorios y no como una consecuencia de la
asociacion entre las variables observadas.

Tabla 4. Matriz de similitud de MSP (Indice de Jaccard) entre los 4 genotipos

tetraploides de P. notatum.

04188 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
Q4188

N160

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.50 0.52 0.53 0.55 0.57
Coeficiente de Jaccard

Figura 6. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos sensibles a metilacion
(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 ¢®). La menor similitud epigenética promedio y la ausencia de
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agrupamientos confiables dentro del grupo tetraploide indicaria que el mismo es més

variable en cuanto a los patrones de metilacion 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 amplificacion fueron generados con la
combinacion de cebadores especificos EcoRI + AAG/Hpall-Mspl +AGC (A) y EcoRI +
AAT/Hpall-Mspl +AGC (B). Las flechas indican marcadores correspondientes a: a)
sitios CCGG no metilados monomorficos entre muestras, b) y ¢) sitios CCGG metilados
(MSP) monomorficos y polimérficos entre muestras, respectivamente y d) sitios CCGG
polimoérficos insensibles a metilacion (MIP). H = muestra digerida con el par de

enzimas EcoRl/Hpall, M = muestra digerida con EcoRI/Mspl

A partir del anélisis 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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observo que 30 (18,9 %) de estos variaban su estado de metilaciéon con el cambio del
nivel de ploidia (Tabla 5). Veintitrés marcadores que mostraron un patrén de metilacién
idéntico en los 4 genotipos diploides cambiaron su estado de metilacién en al menos
uno de los genotipos tetraploides. Por otra parte, 7 marcadores MSP con el mismo
patrén de metilacién en los tetraploides modificaron su patrén 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 metilacidn con el nivel de

ploidia.

Genotipos diploides Genotipos tetraploides Nro. de
Tifton9 Q4175 3-Cay 6-Cay Q4188 Q4117  N160 Q4205  marcadores
1 1 1 1 1 0 1 1 4

1 1 1 1 1 0 0 1 3
1 1 1 1 0 1 1 1 3
1 1 1 1 0 1 0 1 5
1 1 1 1 1 0 1 1 4
1 1 1 1 1 0 1 0 1
1 1 1 1 0 1 1 0 1
1 1 1 1 0 0 0 1 1
1 1 1 1 0 1 0 0 1
1 1 0 0 1 1 1 1 3
1 1 0 1 1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 1 1 1 1 1
0 0 1 0 1 1 1 1 1
Total 30

El andlisis de agrupamiento basado en la similitud epigenética entre pares de
genotipos (Tabla 6) obtenida a partir de estos 159 marcadores comunes mostrd 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 indicaria que los citotipos diploides y Q4205

compartirian un perfil de metilacién de citosinas caracteristico a pesar de la diferencia
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en el nivel de ploidia y que el resto de los individuos tetraploides presentarian una

estructura de metilacién inespecifica. El andlisis de bootstrap permitié validar el

dendrograma formado y confirmé la asociacién entre la estructura epigenética de los

genotipos diploides y Q4205.

Tabla 6. Matriz de similitud de MSP (Indice de Jaccard) entre todos los genotipos de P.

notatum.
Q4188 Q4117 N160 Q4205 Tifton9 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
Q4188
68.4 Q4117
N160
Q4205
81,0 69.5 Tifton9
o4 Q4175
99’2|3—Ca_\'
-Cay
O.;4 . lO.Lill . lCl.l'lI l lifl.l'.f}l o l(!.IS'

Coeficiente de Jaccard

Figura 8. Dendrograma obtenido a partir de los Polimorfismos Sensibles a Metilacion

(MSPs) derivados de los citotipos diploides y tetraploides de P. notatum.

IV.1.3 Variacion no-epigenética en los citotipos diploides y tetraploides

Con el objetivo de balancear la variacion detectada a partir de la metilacion de

sitios CCGG con la variacién no-epigenética existente en el grupo de genotipos
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analizados, la informacion generada a partir de los Polimorfismos Insensibles a
Metilacién (MIP) fue utilizada de manera similar a lo descripto anteriormente. Dichas
matrices fueron construidas con los marcadores que presentaban el mismo patrén de
amplificacidn para una dada muestra digerida con EcoRl/Hpall y EcoRl/Mspl, pero que
diferian entre genotipos en cuanto a presencia/ausencia (Figura 9). Debido a que la
ausencia de una banda de amplificacién en ambas digestiones para un dado genotipo
puede ser originada por la metilacion completa del sitio blanco (CCGG) o por la
ausencia del sitio (diferencias genéticas) se considera que el total de variacién no-
epigenética estimada por este método estard subestimada. Consecuentemente, por esta
limitacién, las estimaciones derivadas de este andlisis deben ser consideradas como
minimos.

Figura 9. Esquema de patrén de bandas y codificacion de los marcadores MIP

(insensibles a metilacién)

Genotipo 1 Genotipo 2 Genotipo 3 Codificacion MIP

EcoRl/ | EcoRIl/ | EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/ | EcoRl/

Hpall | Mspl | Hpall | Mspt | Hpanr | mspr | Gemofipol | Genotipo2 | Genofipo 3

A partir de 283 marcadores MIP del grupo diploide obtenidos mediante 15
combinaciones de cebadores selectivos se generd 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
poblacién natural. El dendrograma generado permitié la visualizacién 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
metilacidn, en este caso el agrupamiento fue més robusto (73,5 % y 97 %).

Tabla 7. Matriz de similitud de MIP (Indice 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
Tifton?
Q4175
73,5
3-Cay
97,0[
L-(‘.a}-‘
r-r—»r g1 r 1.1 1 1 Tt [ T Tt T T ]
0.68 0.70 0.73 0.75 0.77
Coeficiente de Jaccard

Figura 10. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos insensibles a

metilacién (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 revel6 un coeficiente de similitud promedio de 0,630
(S =0,06) (Tabla 8). Este valor también coincidié con estimaciones previas acerca de

las similitudes genéticas entre genotipos tetraploides de la especie que incluian los
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genotipos utilizados en este trabajo (Espinoza et al. 2006). Con un apoyo moderado de
bootstrap, los genotipos de reproducciéon apomictica (Q4117 y N160) conformaron un
grupo que resulto asociado al genotipo Q4205 (Figura 11).

Tabla 8. Matriz de similitud de MIP (Indice 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
Q4188
24117
59,1
77’7 160
—Q4205
O.TWI I I IO.;)'lI o IO.;}'-I. o I(}.zj.'l I I IO.EJ'_‘)
Coeficiente de Jaccard

Figura 11. Dendrograma generado a partir de los polimorfismos insensibles a

metilacion (MIPs) dentro del grupo tetraploide de P. notatum.

El andlisis de 215 marcadores insensibles a metilaciéon (MIPs) comunes a los
genotipos diploides y tetraploides (Figura 13) mostré resultados similares a los
obtenidos independientemente para cada grupo en lo que respecta a valores de
coeficientes de similitud y agrupamientos. El dendrograma generado resulté en la
formacién 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 resultd separado de ambos (Tabla 9 y Figura 12).

Tabla 9. Matriz de similitud de MIP (Indice de Jaccard) entre todos los genotipos de P.

notatum.
Q4188 Q4117 N160 Q4205 Tifton9 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
Q4188
Q4117
N160
85,8 Q4205
Tifton?
61,3
Q4175
95,5
3-Cay
974
-Cay
— — 71 T T T T T T T T T T 1T —
0.57 0.65 0.81 0.90
Coeficiente de Jaccard

Figura 12. Dendrograma obtenido a partir de los polimorfismos insensibles a

metilacion (MIPs) derivados de los citotipos diploides y tetraploides de P. notatum.

El agrupamiento entre Q4205, Q4117 y N160 no pudo ser validado mediante el

andlisis de aleatorizaciéon (bootstrap) ya que las probabilidades obtenidas fueron

menores al 50 %. Sin embargo, este resultado demostré que el agrupamiento basado en

marcadores MIP es capaz de diferenciar entre ambos niveles de ploidia, como se

observo 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
combinacion de cebadores especificos EcoRI + ATA /Hpall-Mspl +AGC y EcoRI +
ACC /Hpall-Mspl +ACT. a y d marcadores insensibles a metilacion (MIP), b yc

marcadores sensibles a metilacion. H = EcoRI/Hpall, M = EcoRl/Mspl

IV.1.4 Correlacion entre las variaciones sensibles e insensibles a metilacion

de los citotipos diploides y tetraploides

Para determinar si existe correlacion entre la variacion detectada a través de los

polimorfismos sensibles a metilacion y la variacién no-epigenética determinadas
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anteriormente para cada nivel de ploidia, 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 ploidia la comparacién de la matriz de
polimorfismos sensibles a metilacién con la matriz de polimorfismos insensibles a
metilacion resultaron correlacionados significativamente (MSPsqy) vs. MIPspq 1 =

0.896, p = 0.04 y MSPs(y) vs. MIPs(y r=0.809 p = 0.035) (Figura 14).

MSP,_ MSP,,
/o o B/ T=9,06'¥ % g %
. (P =3,9 E-06)
Jaccard Promedio = 0,760 Jaccard Promedio = 0,520
DS =0,05 DS =0,04
r =0,896% r =0,809*
(P =0,04) (P=0,035)
MIP, MIP,
(P =0,03)
X X X x [ < >
Jaccard Promedio = 0,705 Jaccard Promedio = 0,630
DS =0,04 DS = 0,06

Figura 14. Valores de correlacion (r) entre matrices MSP vs. MIP y comparacién de
indices de similitud medios (T) derivados de los polimorfismos sensibles e insensibles a

metilacion de los genotipos diploides y tetraploides de P. notatum.

IV.1.,5 Evaluacion de la metilacion de citosinas como resultado de la

tetraploidizacion en P. notatum mediante experimentos de MSAP

Con el objetivo de determinar la ocurrencia de cambios en los niveles y patrones

de metilacién como consecuencia del aumento en el nivel de ploidia 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 citometria de flujo
y transferidas a un medio de regeneracién 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 andlisis de los patrones de amplificacion
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 comparacion del total de bandas metiladas y no metiladas entre estos dos
genotipos no mostré diferencias significativas (X2 = 0,74, P = 0,3894). Sin embargo,
cuando estos valores fueron incluidos en la comparacién entre los sitios metilados
previamente realizado sobre los genotipos diploides y tetraploides nuevamente se
observar¢ diferencias significativas entre ambos grupos (X2 =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
Bandas Sitios CCGG Sitios Sitios
Genotipo )
Totales no metilados  Hemi-metilados Full-metilados Total
(C externa) (C interna)
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 metilacion de citosinas de sitios CCGG en el

genotipo diploide C4-2x y autotetraploide derivado C4-4x, obtenidos mediante

marcadores MSAP.
C4-2x C4-4x Numero | Bandas
Clase de por %
EcoRV/Hpall | EcoRl/Mspl | EcoRI/Hpall | EcoRI/Mspl
bandas | clase
A + + + + 657 657 |73,9
B1 + - + - 39
202 (22,7
B2 - + - + 163
Cl1 + + - - 1
Cc2 - - + + 2
C3 + - - - 3
10 1,1
Cc4 - + - - 4
C5 - - + - 0
Co6 - - - + 0
D1 + - + + 11
15 1,7
D2 - + + + 4
H1 + + + - 2
5 0,6
H2 + + - + 3

“+’presencia de banda, “-’ausencia de banda

La mayoria de los marcadores evaluados (73,9 %) correspondieron a fragmentos

que mostraron un patrén monomorfico (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 tetraploidizacién. 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 tetraploidizacidn. Esta clase representé 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 metilaciéon como consecuencia de la tetraploidizacién. Estos polimorfismos
indistinguibles entre si por esta técnica representaron un 1,1 % del total de marcadores
evaluados y podrian estar indicando un aumento de la metilacion en el sitio blanco (C1,
C3 y C4) o una demetilacién (C2, C5 y C6) como consecuencia de la duplicacién
gendémica. Muy interesante fue la identificacién de otro grupo de marcadores, Clases D
y H, que presentaban diferencias de metilacién asociadas tinicamente al cambio en el
nivel de ploidia. Dentro de esta clase, la mayoria de los marcadores polimérficos
resultaron de la demetilacion tras el cambio del nivel de ploidia (Clase D, 1,7 %),
mientras que el resto de los marcadores (Clase H, 0,6 %) se originaron a partir de la
hiper-metilacién 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 ploidia en P.
notatum aunque la mayoria de las secuencias metiladas permanecen invariables, existe
una proporcién de fragmentos que sufren cambios asociados a la tetraploidizacion. Esto
podria estar relacionado a la represion/desrepresion de genes para adecuarse a un
entorno poliploide y/o a la activacidn/inactivacién de transposones luego de la

duplicacién.
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E34-HMS5E33-HMS5 E34-HM4 E37-HMS E31-HM7 E40-HM6 E33-HM6 E42-HM6 E39-HM6
2x 4x  2x 4x 2x 4x 2x 4x  2x 4 2x 4x 2x 4x 2x 4x  2x 4x

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 Analisis de las secuencias MSAP

Con el objetivo de determinar las secuencias nucleotidicas de los marcadores de
MSAP analizados, 14 fragmentos representando diferentes tipos de alteraciones en el
patrén de metilacion fueron clonados y secuenciados (Tablas 12 y 13, Anexo B). En
promedio 327 pb fueron secuenciados por fragmento, con un minimo de 185 bp y un
méaximo de 482 bp. El andlisis de secuencia se llevd a cabo con los marcadores que
mostraron al menos un 95 % de homologia entre 3 clones de un mismo inserto,

determinado a través de la opcién “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 Caracterizacion de fragmentos derivados de Q4118 4117

Los tipos de polimorfismos seleccionados para este andlisis, las homologias
(NCBI), la anotacién funcional y mimero de alineamientos (hits) en el genoma de arroz
de 9 secuencias derivadas de los genotipos tetraploides Q4188 (sexual experimental) y

Q4117 (apomictico natural) se muestran en la Tabla 12.

Andlisis de secuencias de fragmentos co-migrantes en Q4188 'y Q4117:

En primer lugar se analizaron secuencias provenientes de sitios no metilado (patrén
1111) en Q4188 y Q4117 (A7 y A9). Las mismas fueron evaluadas con el fin de
analizar la homologia 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 andlisis de estas secuencias en la base de datos TIGR (A.

thaliana) (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/) arroj6 una homologia significativa con un

segmento del gen de enzima Fosfoetanolamina N-metiltransferasa involucrada en un
paso limitante de la sintesis de novo de la fosfatidilcolina, uno de los principales
fosfolipidos de membrana (E = 0.024, P = 0.024). El andlisis de BLAST en el genoma
de arroz (Gramene) mostré 90 hits en la especie. Este resultado indicé que los
fragmentos co-migrantes de ambos genotipos resultaron homdélogos entre si y que este

sitio no metilado correspondié a una secuencia génica.
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Tabla 12. Andlisis de secuencias de marcadores MSAP obtenidos a partir de los

genotipos tetraploides Q4188 y Q4117 de P. notatum

) Nombre | Tamaio Blastn sl Hits en
Patréon Marcador (bp) (N CBI)l Valor E Anotacion arroz’
At1g73600 68414.t07798
phosphoethanolamine N-
A7? methyltransferase 3,
gblAC232774.11 Solanum putative (I\S)\’ISTP%S;;‘;{‘L?L‘
A 484 lycopersicum chromosome Se-4 Phos hoZthanolamine N- 90
(1111) 2 clone CO2SLe0056J10. methf))/ltrans forase 1 (BC
2.1.1.103) (PEAMT 1)
A9 (AINMT1) {Arabidopsis
thaliana}
E =0.024, P =0.024
B a .
(0101) B11 389 No Hit - - 0
reflXM_002440910.11
Sorghum bicolor
C a hypothetical protein. GENE
aotoy | €1 185 | 1D 8084727 230 - 0
SORBIDRAFT_09g01782
1
D emblAM479609.11 Vitis
(1100) D3* 403 | vinifera contig 4e-3 - 8
VV78X007059.3
. ORSITEMT00100011
dbjIAP002902.2 Oryza ¢i169793181nt226750-
B sativa Japonica Group 227095 Repeat_region
E8P 382 | genomic DNA, 5e-21 ” 1103
(0011) chromosome 1. PAC clone: from: Oryza sativa adhl-
PO492F05 ’ ’ adh?2 region, MITE, Tourist
) E =5.4e-07, P = 5.4e-07
At4g02780 68417.t00347
copalyl diphosphate
gblGQ353528.11 Zea mays : yfl’thgse /pCPSp/ o
subsp. mays cultivar Kaurene synthetase A
Fl6* 28y |622219-CN-21 ADP- 48 | (GAI) identical to 121
glucose pyr(?phosphorylase GI:571330 [PMID:
F Sfri‘ll; lsgg;m“ (bt2) gene, 7994182]; formerly called
(0100) P ’ ent-kaurene synthetase A.
E=0.28, P=0.25
dbjlAP008212.1] Oryza
sativa (japonica cultivar-
F18* 332 | group) genomic DNA, 3e-05 |- 11
chromosome 6. Intronic
region.
reflXM_002441819.1I LOC_Os12g06380
G hpothetcal protin. GENE Transposon proten,
O111) G17 280 ID: 8079847 3e-89 ;e)zta;telzsee,dunclasmﬁed, 3
SORBIDRAFT_08200378 b ooesg

0

©(Q4188,° Q4117 .' NCBI (Blastn) (www.ncbi.org), > Segin Gramene
(www.gramene.org), NCBI (Blastx) o TIGR (www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/), >Gramene.
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Andlisis de secuencias de sitios igualmente metilados en Q4188 y Q4117 (patrones

0101, 1010):

Se incluyeron en el andlisis secuencias de marcadores indicativos de sitios
igualmente metilados en ambos genotipos (marcadores B11 y C19). El fragmento B11
derivé de un sitio completamente metilado en la citosina interna (presente solo en
EcoRl/Mspl) y el fragmento C19 fue generado a partir de una hemi-metilacién de la
citosina externa (presente solo en EcoRI/Hpall). El andlisis del fragmento B11 no arrojo
homologias significativas en ninguna de las bases de datos analizadas, mientas que el
marcador C19 mostré una elevada homologia de secuencia (2¢°) con una proteina

hipotética de Sorghum bicolor indicando que se trataria de una region codificante.

Andlisis de secuencias que mostraron polimorfismos entre Q4188 y Q4117 (patrones

1100, 0011y 0100):

Se analizaron las secuencias de marcadores que mostraron polimorfismos entre
ambos genotipos. Estas diferencias corresponderian a cambios en las secuencias
nucleotidicas de las regiones blanco de las enzimas empleadas en la generacién de los
MSAP o a cambios en los patrones de metilacién entre ambos genotipos. El marcador
D3 corresponde a un fragmento no metilado del genotipo sexual (Q4188), que estd
ausente en el genotipo apomictico Q4117. El marcador ES8 representa al patrén inverso,
es decir un fragmento no metilado en Q4117 y ausente en Q4188. Los andlisis de
secuencias mostraron que el marcador D3 aline6 con un clon de Vitis vinifera
(AM479609.1) aunque no mostré6 homologia con genes conocidos. Por su parte, el
marcador E8 alineé con un clon del cromosoma 1 de arroz y mostré homologia con un
transpos6n de la clase MITE (“Miniature Inverted-repeats Transposable Elements”),

tipo Tourist. Los MITEs son pequefios transposones de DNA sin capacidad codificante,
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presentes en un elevado nimero de copias en la mayoria de los genomas, y
especificamente los de tipo Tourist son los elementos transponibles mas 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
metilacién completa del sitio y una variacién 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 presentd
homologia de secuencia con una porcién del gen bf2 correspondiente a la subunidad
menor de la ADP-glucosa pirofosforilasa de maiz, mientras que el marcador F18 lo hizo
con ADN gendémico 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 biosintesis de las gibelerinas.

Andlisis de secuencias diferencialmente metiladas en Q4188 y Q4117 (patron 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
andlisis de secuencia mostrd un alineamiento con una hipotética proteina de Sorghum
bicolor, mientras que la anotaciéon funcional en TIGR mostr6 una homologia
significativa con una proteina de un transposén de arroz, aunque solo 3 hits fueron

detectados en esta especie en la base de datos de Gramene.

IV.1.6.2 Caracterizacion de fragmentos derivados de C-2x v C4-4x

Un andlisis similar a lo descripto anteriormente se llevo 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 anotacién funcional

y el nimero de hit en el genoma de arroz se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Anidlisis de secuencias de marcadores MSAP con diferentes patrones de

amplificacién entre los genotipos C4-2x y C4-4x de P. notatum

Patrén Nombre | Tamaiio Blastn1 Valor Anotacién? Hit en3
Marcador (bp) (NCBI) E arroz
gblAC130732.2| Oryza
A a sativa Japonica Group
(1111) A23 360 chromosome 5 clone de3 |- 13
P0708D12.
gblAC134926.3 Oryza EOC_OS03g39210
B sativa Japonica Grou etrotransposon
B26° 315 P P 6e-13 | protein, putative, 123
(0101) chromosome 11 clone unclassified
OSJNBb0056I10. E = 3e.14 )
At3g04910
68416.t00482 protein
emblAM432369.2| Vitis kinase family protein
E b vinifera contig contains protein
(0011) E32 270 VV78X056203.22. le-2 kinase domain, Pfam: 7
Intronic Region PF000609.
E =0.0079,P =
0.0078
emblAM428644.2| Vitis
G43* 437 vinifera contig 0.057 |- 0
G VV78X098338.8.
(0111 gblAC108498.2] Oryza LOC_0s05g12550.1
. . Retrotransposon,
G44° 462 sativa Japonica Group 2e-13 | putative, centromere- 35
chromosome 5 clone specific.
0J1076_HO08. E = 12018

1 (C4-2x, ° C4-4x. "NCBI (Blastn) (www.ncbi.org), ” Segiin Gramene
(www.gramene.org), NCBI (Blastx) o TIGR (www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/), *Gramene.

Andlisis de secuencias de sitios no metilados en C4-2x y C4-4x (patron 1111):

El marcador A23, proveniente de sitios no metilados en C4-2x y C4-4x, mostrd

un alineamiento con un clon del cromosoma 5 de arroz (PO708D12) y no fue posible

asignarle una anotacion funcional a través de las bases de datos utilizadas. Sin embargo,

el andlisis de Blast en el genoma de arroz (Gramene) mostré 115 alineamientos lo cual

podria corresponder a una region repetitiva.
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Andlisis de secuencias de sitios igualmente metilados en C4-2x y C4-4x (patron
0101):

El analisis de secuencia del marcador B26, el cual es indicativo de un sitio
igualmente metilado en los dos niveles de ploidia, mostr6 un alineamiento con
secuencias del cromosoma 11 de arroz (clon OSJNBb0056110) y una alta homologia
con un retrotransposén de arroz. En este caso, la secuencia mostré también un nimero

relativamente alto de hits en arroz, confirmando su posible anotacidn funcional.

Andlisis de secuencias que mostraron polimorfismos entre C4-2x y C4-4x (patron
0011):

El marcador E32 muestra un polimorfismo derivado de una variacién en la
secuencia entre los genotipos C4-2x y C4-4x o de una demetilacion del sitio blanco en
el genotipo C4-4x luego de la tetraploidizacion. El andlisis de secuencia mostré un
alineamiento con una regidn intrénica de Vitis vinifera (AM432369.2) y una posible
anotacién funcional con una enzima del tipo proteina quinasa de A. thaliana
(At3g04910). A pesar de que el patron de este marcador no permite distinguir entre una
variacién genética y variacion epigenética del sitio detectado, al tratarse de una regién
codificante este caso podria representar una demetilacién de una proteina quinasa en el

genotipo tetraploide.

Andlisis de secuencias diferencialmente metiladas en C4-2x y C4-4x (patrén 0111)

La caracterizacion de los fragmentos G43 y G44 revela diferencias en sitios
metilados relacionados con el nivel de ploidia. Los mismos mostraron homologia con
clones de Vitis vinifera (emblAM428644.2]) y arroz (gblAC108498.2),
respectivamente. El fragmento G44 mostré ademds una anotacién funcional relacionada

con un retrotransposén de arroz (LOC_0Os05g12550.1). El patrén de MSAP observado
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indica que esta region gendmica fue demetilada luego de la tetraploidizacion.

IV.1.6.3 Andlisis de restricciéon de los fragmentos secuenciados

La identificacidn de los cebadores especificos en los extremos de las secuencias
analizadas permitié determinar que de las 14 secuencias, 13 resultaron de hetero-
digestiones EcoRl - Hpall/Mspl correspondientes a marcadores MSAPs (Figura 16).
Solo en una de las secuencias obtenidas (A23") no fue posible confirmar su origen ya
que no se identificé el cebador Hpall/Mspl. Por otro lado todas las secuencias fueron
sometidas a un andlisis in silico de sitios de restriccién utilizando la opcion CUT MAP
del programa Sequencher. En ningtin caso se detectaron sitios internos CCGG que no
hubieran sido digeridos por el par Hpall/Mspl durante la preparacién del ADN
gendémico para la generacion de los marcadores. Este resultado indica que todos los
sitios blancos de las enzimas sensibles a la metilacién fueron clivados y por lo tanto las
proporciones de metilacion estimadas en los estudios anteriores son altamente

confiables.

Sec Fi6al
Sce F16a2

' Sec FlGad
! :

Primer HM+4

1 18 i 319

Figura 16. Alineamiento de las 3 secuencias analizadas derivadas del fragmento F16™ y

cebadores EcoRI y Hpall/Mspl (Sequencher)

IV.1.7 Localizacion de marcadores MSAP en el genoma de Paspalum

notatum

Con el objetivo de estudiar la distribucién de un grupo de marcadores MSAP en
mapa de ligamiento genético al nivel tetraploide de P. notatum, se analizd la

segregacion de los polimorfismos presentados por estos fragmentos en una poblacién de
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mapeo segregante por el modo de reproduccion. Debido a que la poblacién de mapeo es
una familia F; 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 poblacién de mapeo constituida por 10
individuos de reproduccién apomictica y 10 individuos caracterizados como de
reproduccién sexual. Se analizaron 6 combinaciones de cebadores de MSAP (E31-
HM1, E33-HM3, E31-HM3, E34-HM3, E34-HMS y E40-HM6) (Anexo A). Para cada
una de ellas se determind la presencia de: a) marcadores maternos: fragmentos
segregantes provenientes exclusivamente del progenitor femenino (Q4188) y b)
marcadores paternos: fragmentos provenientes exclusivamente del progenitor
apomictico (Q4117). Cada marcador fue clasificado en funcién del estado de metilaciéon
del sitio correspondiente mediante la comparacion del patrén de amplificacion generado
a partir de ambas digestiones (EcoRI/Hpall y EcoRl/Mspl) de cada planta F,. Los
marcadores que mostraron patrones del tipo 01 o 10 segregantes en la muestra de la
poblacién se consideraron como epialelos. Los que mostraron un patrén 11 o 00 fueron
considerados como marcadores no epigenéticos o insensibles a metilacion 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 metilacion, respectivamente. Por
otro lado los marcadores paternos segregantes fueron 11, con 5 epialelos y 6 insensibles
a metilaciéon. Se determiné la relacién de segregacién por presencia/ausencia de cada
locus comparando la segregacion observada con la segregacion esperada (tanto para
herencia tetrasémica como disémica) para un alelo en dosis simple (ADS, Aaaa x aaaa)

1:1 (Tabla 14).
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Tabla 14. Andlisis de segregacion de los marcadores MSAP, sensibles (S) e insensibles

(I) a metilacién.

Marcador | Nombre n Presentes | Ausentes | x’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

Materno 1331b 20 9 11 0,20 0,655
(Q4188) 1406, 19 13 6 2,58 0,108
1406, 17 9 8 0,06 0,808

1345a 20 18 2 12,80 0,000

1345c¢ 20 13 7 1,80 0,180

1345d 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

Paterno S345¢ 20 13 7 1,80 0,180
(Q4117) 1406a 19 15 4 6,37 0,012
1406¢ 19 17 2 11,84 0,001

1406d 19 5 14 4,26 0,039

1406e 19 7 12 1,32 0,251

1406f 19 16 3 8,89 0,003

1345b 20 14 6 3,20 0,074

Tabla 15. Ubicacién de los marcadores moleculares MSAP generados en la poblacion

de mapeo de Paspalum notatum tetraploide.

Polimorfismo Progenitor | Marcador (_}rup(_) de Lod
Ligamiento
S333m Fla 5,7
Q4188 S345b F5a 5,7
. S333p M3b 3,2
Sobies -
Q4117 S406b no ligado -
S345a no ligado -
S345¢ M9a 3,2
[331a no ligado -
1331b F3c 6,0
1406, F9a 4,0
4188 2
Insensible a ° 1406, F6a >.1
Metilacion [345¢ Fla 29
1345d no ligado -
1406d M4 2,1
Q4117 1406e M18b 2,7
1345b 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 utilizaciéon del programa
Mapmaker/Exp version 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 patron de segregacién obtenido con la

combinacién de cebadores E40-HM6 (Anexo A).

F1 no-apomicticos F1 apomicticos
9 6\ 1 1 6 11 13 15 25 26 32 36 58 19 20 23 27 31 51 63 67 71 74
HMHMH MHMHMHMHMHM ‘

Figura 17. Amplificacion MSAP con la combinacién E40-HM6 de los progenitores y
una muestra de la poblacion segregante. Las flechas en rojo y en verde indican los

marcadores segregantes sensibles e insensibles a la metilacion.
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Figura 18. Localizacién 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 metilacion respectivamente
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Figura 19. Localizacién 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 metilacién respectivamente.
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IV.2 Estudio del estado de metilacion de la region responsable de la aposporia en

Paspalum notatum

IV.2.1 Experimentos de RFLP con enzimas sensibles a metilacion y sondas

especificas de la region responsable de la aposporia

A partir de la construccién de un mapa de ligamiento genético de Paspalum
notatum al nivel tetraploide realizado dentro de este grupo de trabajo (Stein et al. 2007)
se localiz6 el grupo de ligamiento que contiene el/los factores determinantes de la
aposporia 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
carcter (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 andlisis de ligamiento se realiz6 usando el programa MAPMAKER
3.0 a LOD score = 4.0 y un valor maximo de recombinacién de 0.39. Este sector del
genoma mostré una fuerte supresion de la recombinacién y apareamiento preferencial
de cromosomas (Stein et al. 2004, Stein et al. 2007).

En este trabajo de tesis se utilizé la misma poblacion de mapeo F; segregante
por el modo de reproduccién 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 apomictico natural, Q4117. Con el objetivo de
determinar el estado de metilacién de la regién genémica relacionada con el apo-locus
se llevaron a cabo experimentos de RFLP involucrando enzimas sensibles a metilacion
(Hpall y Mspl) y las sondas M3 y C1069 que generan marcadores especificos de esa
region del genoma (Stein et al. 2004). Asimismo se utilizaron enzimas insensibles a

metilacién como controles de los patrones de hibridacién de ambas sondas.
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Figura 20. M17a: Grupo de ligamiento paterno donde se localiza el locus responsable
de la aposporia (grupo-apo). M17b cromosoma homélogo con marcadores ligados en

fase de repulsion (tomado de Stein et al. 2007).

El clon M3, deriva de un marcador de AFLP (e36m37c*) de 110 bp que mostrd
homologia de secuencia con un retrotransposéon del tipo “Tyl-copia subclass” de arroz.
El clon C1069 genera un marcador 100 % ligado a la aposporia en P. notatum, P.
simplex y P. mallacophylum (Martinez et al. 2003, Pupilli et al. 2004). Una parte de este
clon presenta homologia con una transposasa. En primer lugar se realizaron
experimentos de hibridaciéon contra el ADN de los genotipos Q4118 y Q4117. La
hibridacién del clon M3 con el ADN genémico de ambos genotipos parentales digeridos
con las enzimas insensibles a la metilacién del ADN (EcoRI y HindIll) mostraron un
patrén de hibridacién caracteristico de un sector repetitivo, aunque se observaron
algunas bandas discretas que mostraron polimorfismos entre Q4188 y Q4117 (Figura
21). Un patrén de hibridacion similar se observd con el ADN digerido con las enzimas
sensibles a metilacion (Hpall y Mspl). Para cada genotipo, el mismo mostré ser
polimoérfico entre el par de isoesquizomeros indicando que la regién homdloga

detectada se encuentra metilada. Cuando se compararon los perfiles de hibridacion entre
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los genotipos parentales Q4188 y Q4117 se observé un patrén de bandas similar entre
ellos, indicando que el estado de metilacion de este locus en particular es el mismo en

ambos genotipos (Figura 21).

Qq, 8

A
)
N
Q_V Q4188 Q4117

Hindlll Hpall ~ Mspl  Hpall  Mspl

&

Figura 21. Experimento de RFLP con el clon M3 y ADN de Q4188 y Q4117 digeridos
con las enzimas EcoRlI, Hindlll, Hpall y Mspl. Las flechas verdes indican

polimorfismos genéticos entre las muestras.

La hibridacion con el clon C1069 sobre el ADN digerido con EcoRI y HindIll
mostré un nimero de bandas discretas (indicativas de una secuencia de bajo nimero de
copias) y se identificaron los marcadores de RFLP completamente ligados al caracter
reportados previamente (Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004) (Figura 22).
La hibridacién con el ADN digerido con Hpall y Mspl, al igual que el caso anterior,
mostré diferencias entre isoesquizOmeros en ambos genotipos confirmando la
metilacion del sitio. A diferencia del resultado obtenido con el clon M3 en este caso se
observaron polimorfismos entre los genotipos, indicando que los sectores homdlogos
presentan diferencias en la metilacién de citosinas. Los mismos representaron sitios

metilados en el genotipo parental femenino (Q4188) y demetilados en el genotipo

113



Resultados

parental masculino (Q4117) (este tltimo estado determinado por la presencia de banda

en ambas digestiones).

N
~
~
OV’ Q4188 Q4117

EcoRlI Hindlll Hpall ~ Mspl Hpall Mspl

<«
<+—

C1069 .

Figura 22. Experimento de RFLP con el clon C1069 y ADN de Q4188 y Q4117
digeridos con las enzimas EcoRI, Hindlll, Hpall y Mspl. Las flechas rojas y verdes

indican polimorfismos epigenéticos y genéticos, respectivamente.

Para determinar si los polimorfismos de metilacion revelados entre los genotipos
parentales estaban asociados con la aposporia, se llevaron a cabo experimentos de
segregantes en grupos (Bulk Segregant Andlisis o BSA) (Paran y Michelmore 1993)
empleando el par de isoesquizémeros sensibles a metilacion (Hpall y Mspl) y progenies
F, sexuales y aposporicas derivadas de ambos. El BSA se realiz6 incluyendo 10
individuos sexuales y 10 apomicticos de la poblacién segregante, generando asi dos
grupos contrastantes por el modo de reproduccién. De esta manera, en cada grupo
analizado, el fondo genético se homogeneizé quedando como diferencial la regién
gendmica correspondiente al tipo de reproduccion.

La hibridacion con el clon M3 nuevamente mostré un patrén que consistié en
bandas inespecificas de alto peso molecular y una serie de bandas discretas de menor

peso molecular. La comparaciéon entre los grupos sexual y apomictico no mostrd
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polimorfismos asociados a la metilacién del ADN (Figura 23). Cabe destacar que se
observaron dos bandas de bajo peso molecular presentes en las digestiones (Hpall y

Mspl) del bulk apomictico que no estaban presentes en el parental apomictico.

Q4188 4117
Hozll Mspl Mspl Hpa\l Msp\ Hpall Mspl

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 Hpall y Mspl. PM: Marcador
de peso molecular (A EcoRI/HindIIl). A: Gel de agarosa tefiido con bromuro de

etidio.B: Autoradiografia de la membrana luego de 12 h de exposicion.

Un andlisis similar fue llevado a cabo con el clon C1069. La comparacion de los
patrones de hibridaciéon de C1069 sobre los grupos mostré la presencia de tres
marcadores indicativos de sitios metilados en el sexual y demetilados en el grupo
apomictico (Figura 24). Los marcadores a y b (1,8 Kpb y 0,125 Kpb, respectivamente)
presentaron un patrén 0111, indicativo de secuencias que presentaban metilacion de la
citosina interna en el grupo sexual y que se encuentran demetiladas en el grupo
apomictico. Por otro lado, se observd otro sitio demetilado en el grupo apomictico de
0,5 Kpb identificado a través de un patrén 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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Q4188 Q4117 SB AB
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

19|

18

-

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 Hpall y Mspl. A: Gel de agarosa
teflido con bromuro de etidio. B: Autoradiografia de la membrana luego de 12 h de
exposicion.

Para corroborar estos resultados se realizaron experimentos de hibridacién con el
clon C1069 incluyendo todos los individuos que conformaban los grupos (debulk)
(Figura 25). Los patrones de hibridacion de cada individuo F; 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 patrén 01 (sexuales) 11 (apomicticos) se
reprodujo en 9/10 progenies apomicticas indicando una metilacién diferencial asociada
al modo de reproduccién. La banda con ese mismo patrén de hibridacién 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 reproduccion debido a que la misma solo se observd en
uno de los individuos apomicticos (F; 71). Este patrén de hibridacién inespecifico pudo
ser debido a una degradacién del ADN. Por otro lado, el marcador indicativo de un sitio
demetilado en el grupo apomictico (0,5 Kpb, patrén 0011, banda c¢) se reprodujo en

todas las progenies apomicticas, indicando un estado de metilacion especifico para los
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genotipos con este tipo de reproduccién. En la Figura 26 se presenta un esquema de los
patrones de hibridacidn caracteristicos de la sonda C1069 con los genotipos sexuales y

apomicticos.

E1
1 3 10 30 32 33 85% 42 B9

B e e M oy M W M M HM

-

R S

+ 40 -.e -
s x A B F ., B0 @
F1

9" 19+ 23" 27" 40* 35 67" 71* 84 86* 112
AM e w Mo BEE G iR R SR M ;‘-.‘*1 Mege oM H M

Q4188 Q4117

lm

v°°

Figura 25. Experimento de RFLP con el clon C1069 y ADN de Q4188, Q4117, 10
progenies sexuales y 10 progenies apomicticas (*) digeridos con las enzimas Hpall (H)

y Mspl (M).
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Q4188 Q4117 F, Sexual F, Apo
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl
— — — —

— — — — —
— — — —
— — — —

Figura 26. Esquema indicando los patrones de hibridacién caracteristicos de los
parentales (Q4188 y Q4117) y los individuos F; segregantes por el modo de

reproduccién con la sonda C1069.

IV.3 Identificacion de factores genéticos relacionados fisicamente con la

aposporia

IV.3.1 Caracterizacion molecular de factores genéticos relacionados con la

aposporia

A partir de estudios previos sobre la localizacién y herencia de genes
relacionados con la apomixis en razas tetraploides de P. notatum se construy6 el primer
mapa genético marco para esta especie y se identificé el grupo de ligamiento donde se
localiza el locus responsable de la aposporia (Stein et al. 2007). En este, se identificaron
varios marcadores de AFLP completamente ligados a la regién que controla la
aposporia (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 identificacidn de secuencias fisicamente asociadas a la region responsable

de la aposporia en la especie mediante una estrategia de caminata cromosomal.
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Tabla 16. Caracterizacion molecular de marcadores de AFLP completamente ligados a

la aposporia en P. notatum

Marcador | Tamaifio Blastn NCBI Blastn Gramene Blastn TIGR*
gblAC231617.2| Zea mays (zlliss gﬁ%ﬂiﬂfggﬂng 1A
BAC clone CH201-190G15 |2 Hits (E<1) & ) . o
J5 207 bp from chr. 8 B014738 Oryza sativa gypsy-
E: 66-0 4' ’ type retrotransposon RIRE3
’ DNA, internal region. E: 0.43
9 Hits (E<1)
Intrén de At1g08320 68414.t00819 bZIP
LOC Os06224980 family transcription factor
J7 115bp |s.h transooson grotein contains Pfam profile:
putatfi’ve o APCT " PF00170 bZIP transcription
’ factor. E: 0.28
En/Spm subclass.
1 Hits (E < 10)
Ul4 91 bp sh LOC_0s09g20250.1 sh
retrotransposon
protein, putative, Tyl-
copia subclass.
At4g00650 68417.t00080
FRIGIDA protein identical to
U16 176 bp | s.h n.h Swiss-Prot:Q9FDW0
FRIGIDA protein [Arabidopsis
thaliana]. E: 0.50
gblAF434192.11 Zea mays
line LH82 transposon Ins2,
YZ1 (yzl) gene, YZ1-LH82 | 193 Hits (E < e-06)
allele, complete cds; tRNA-
Phe (trnF) gene, complete LOC_0s02g09870.1 .
M3 87 bp sequence; retrotransposon Retrotransposon 355122115{:1;%%’1;?00;§
Machiavelli Gag and Pol protein, putative, Tyl- retrot_ransposon E: 2 1e-06
(gag/pol) gene, complete cds; | copia subclass. T
and retrotransposon-like
Ozymandias and MITE
Gnat1, complete sequence.
E: 7e-16
gblAC135233.19] Medicago | ' TS (E<D
Cs 96 bp i?;cilé?éiglizigthz_mc 1 1ntrén de s.h
b 3p-oz quence. LOC_Os05g37830
: 3e .
expressed protein.
13 279bp |s.h n.h n.h

* Arabidopsis thaliana Blast Search o TIGR Plant Repeat Database (www.jcvi.org)
s.h: sin homologia; n.h: ningin hit

De la totalidad de los fragmentos ensayados 7 pudieron aislarse y reamplificarse

de manera exitosa. Luego del clonado en el vector pPGEM-Teasy (Promega, USA), todos

los framentos fueron secuenciados por Macrogen, Corea. Los andlisis de secuencia

mostraron que el fragmento M3 presenté homologia

significativa con un
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retrotransposén de maiz. Aunque con menor significancia los fragmentos J5, J7, Ul4
también mostraron homologias con proteinas de transposones o retrotransposones. El
fragmento U16 mostré homologia con un segmento de la proteina FRIGIDA (FRI) de
Arabidopsis thaliana. Esta proteina estd involucrada en la regulacion del tiempo de
floracion regulando positivamente al represor FCL (“Flowering Locus C”) (Johanson et
al. 2000). El fragmentos C5 mostré homologia con una secuencia intrénica de una
presunta proteina y el fragmento I3 no mostré6 homologia 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
aposporia en P. notatum (Tabla 16, Anexo C) se disefiaron cebadores internos para su
amplificacién por PCR a partir del ADN gendémico mediante la utilizacion 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 amplificaciéon de marcadores AFLP asociados a la

apomixis en P. notatum

Con;liilllj)cién Marcador | Tamaiio | Cebador upper (5’-3’) | Cebador lower (5°-3°)
o] 11| aiy |FORGETCATTA [(TCTO0GEICATC
eAAG/mAGT 77 90 bp ?é’?fg(C}TTAAAGT éii?SCTAGCTAT
e I Nl vt
eACA/mATA Ul16 142 bp ié(c},i(c}?GGCAGGC E?"}:(C}E;CCFI;}%GTTT
eACC/mACG M3 65 bp gﬁé¥g§2CCAAGT E?ZIACC?}CCCAAGT
cAAC/MAAG|  C5 68 bp i&i’éﬁ%}‘*mﬂc iﬁ%ﬁggTGGACAA
e N Il 5 S
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Inicialmente, se llevaron a cabo las reacciones de optimizacidn para cada par de
cebador disefiado a partir de las 7 secuencias (Tabla 17). Se utilizaron diferentes
temperaturas de anillado (46 a 57 °C) y se incluyeron reacciones de amplificacién por
enriquecimiento del templado mediante un “fouchdown” 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 13, J7, Ul4, J5, Ul6 y C5 se obtuvo el producto de amplificaciéon del
tamafio esperado pero ninguna reaccién de amplificacién mostré patrones polimorficos

entre los parentales (sexual y apomictico) (Figura 27).

Marcador
PM B

Marcador
g & A S~ gy

Figura 27. Gel de agarosa con productos de amplificacién de los marcadores 13 y J7.
PM = Marcador 100 bp; B = blanco de reaccion; @ = Q4188 (sexual); & = Q4117

(apomictico); A = F; apomictico y S = F; sexual.

De la misma manera que lo descripto anteriormente, sobre la base de la
secuencia nucleotidica del marcador M3 (e36m37c) se disefiaron un par de cebadores
especificos para amplificar un fragmento interno de 65 bp (Tabla 17). En este caso,

cuando los cebadores disefiados a partir de este marcador se utilizaron en una reaccidén
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de amplificacién de tipo “touchdown’ sobre los genotipos parentales de la poblacién de
mapeo, Q4188 (sexual) y Q4117 (apomictico) y algunos individuos F;, se observaron
dos bandas, de 65 bp (SPNA1) y 182 bp (SPNA2) respectivamente presentes solo en el

parental apomictico y en los genotipos F1 apomicticos (Figura 28).

Fi1s
M 22, ,33822383 611132023
200bp [T [
g, - G e —
L]
100bp ' o~

Figura 28. Amplificacién de los marcadores SPNA1 y SPNA?2 sobre una muestra de la
poblacién de mapeo. Q@ = Q4188; & =Q4117; 6, 11 y 13 individuos de la poblacién F,

de reproduccidn sexual; 20* y 23* individuos F; apomicticos.

El andlisis de estos marcadores SCAR sobre la poblacién de mapeo mostré que
ambos marcadores segregaban juntos y completamente ligados a la aposporia (r = 0.00;
LOD = 13.245). Las bandas amplificadas a partir de Q4117 se extrajeron de los geles,
fueron clonadas y secuenciadas. El andlisis de la secuencia de SPNA1 mostr6 una
homologia completa con el fragmento interno del marcador original de AFLP
(e36m37c¢) de la cual deriv. Como era de esperar el andlisis de la secuencia de SPNA2
mostré 100 % de homologia tanto a la secuencia de e36m37c y SPNAI, pero en su

extremo 3’ incluyé una regién sin homologia con las secuencias anteriores (Figura 29).
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

E36M37c GACTGCGTACCAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTTCCTCTCGGCAATCCCGTT 60

SPNAI e GAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTITICCTCTCGGCAATCCCGTT 50

sPNA2 e TGAATTCACCAAGTCAGTCAACGTGCGGTTTTICCTCTCGGCAATCCCGTT 51
hhkkhkhkhkkhkhhkkhkhhrhkkhkhhhhhrhhkhkhhhkhhkhhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkkhkxhxkkxx

E36M37c AGACTTGGGTGAATAAGA - ————————— TCAGACCTAAGGCG----TTTACTCAGGACTC 106

SPNA1 AGACTTGGGETGARATA — — —— ——— ———— — = 65

SPNA2 AGACTTGGGTGAATAGGGAGGCGTCCTCTCATGAATAATGCAATGTTCCGCACAGAAATC 111

khkkkkkkhkxkkxkkx*k

E36M37c AT C A=~ — 110

SPNAI = e

SPNAZ2 ATCAAAGACTTTAGAAAAATACTCGCCACCACGATTTACCTCTCGGCAATCCCGTTAGAC 171

E36M37c e

SPNAI e

SPNA2 TTGGGTGAATA 182

Figura 29. Alineamiento de secuencias: Marcador M3 (e36m37c), SPNAI y SPNA2
(ClustalW 2.0.12)

El andlisis Blastn del fragmento SPNA2 completo mostré 106 hits en el genoma
del arroz (Gramene). La mejor alineacion en esta base de datos mostré que los primeros
142 nt (4-146) fueron homodlogos a un retrotransposén de la subclase Tyl-Copia
(LOC_0s08g03030.1, % de identidad: 86,11, valor E: 4,6 e-23). Por otro lado, el
andlisis Blastn incluyendo sélo los 36 nucledtidos del extremo 3’ que no presentaban
homologia con el retrotransposén produjo un solo hit en el genoma del arroz, maés
especificamente en la region pericentromérica del brazo corto del cromosoma 12. Este
pequefio segmento resulté homdlogo a una regidén intrénica del locus
LOC_Os12g15010 de arroz que codifica para una proteina retrotransposon putativo, de
la subclase Tyl-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 aposporia en P. notatum, P. simplex y P. malacophyllum (Pupilli et al.
2001, Pupilli et al. 2004, Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004).

En un experimento paralelo se ensayd este marcador especifico del modo de
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reproduccién en una poblacion natural diploide de P. notatum. Se utilizaron las mismas
condiciones de amplificacion y se incluyo el genotipo Q4117 apomictico como control.
Se observo la presencia de la banda del tamafio esperado en 10 de los 57 individuos que
constituyen esta poblaciéon natural (Figura 30). Este resultado indica que una regién
homdloga a la amplificada en los citotipos tetraploides se encuentra presente en los

diploides en una proporcion aproximada del 17,54 %.

e

Figura 30. Gel de Poliacrilamida al 5%. Amplificacién del marcador SPNA1 en una

poblacién diploide natural de P. notatum. & = Q4117 (apomictico).

Con el objetivo de determinar si esta banda amplificada en los genotipos
diploides correspondia al marcador especifico SPNAI, estas fueron eluidas del gel,
clonadas y secuenciadas. En todos los casos el fragmento presenté homologia con el
retrotransposon de arroz del tipo subclase Tyl-Copia, confirmando la homologia de

secuencia con el fragmento 100 % ligados a la aposporia obtenido previamente.
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IV.3.3 Identificacion de secuencias genémicas flanqueantes a marcadores

moleculares de la region apo por caminata cromosomal

Con el objetivo de identificar secuencias génicas fisicamente asociadas al locus
responsable de la aposporia en P. notatum se disefio 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 aposporia se realizaron
reacciones de extension 3" y 5” sobre las bibliotecas a fin de determinar la presencia de
segmentos codificantes que pudieran estar relacionadas al modo de reproducciéon. Las
reacciones de caminata cromosomal se llevaron a cabo sobre los marcadores 13, J7 y C5
(Tabla 16 y Anexo C).

Las secuencias de los adaptadores y cebadores para la amplificaciéon de los
fragmentos extendidos se tomaron del manual del kit GenomeWalker™ Universal
(http://www.clontech.com/images/pt/PT3042-1.pdf).  Paralelamente se disefiaron
cebadores especificos para la extension del marcador I3 teniendo en cuenta para el
diseiio de los mismos, su ubicacién en el fragmento, un tamano de 26-30 nucleétidos,
un contenido de GC entre 40-60 % y no mds de 3 G+Cs en las tltimas 6 posiciones del
extremo 3’ del mismo (segin manual GenomeWalker™ Universal kit). Para las
extensiones de los marcadores J7 y C5 se utilizaron como cebadores especificos juegos
previamente disefiados para la conversion 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 restriccién y cebadores especificos para los marcadores moleculares en estudio. En el
caso de la extension 5’ del marcador I3 se realizaron tres rondas de PCR. En la primera

se utilizaron los cebadores externos, el cebador especifico del adaptador (AP1) junto al
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cebador especifico de la secuencia (I3NP51). Para la segunda reacciéon de PCR,

empleando como molde el producto de la primera reaccidn, se utilizaron los cebadores

internos especificos (AP2 y I3NP52). Finalmente, a partir de una dilucién (1/50) del

producto de esta segunda reaccién se repitié esta amplificacién con los mismos

cebadores. De la misma manera se procedié para la extensién 3’ de este marcador, pero

en este caso se utilizaron los cebadores especificos del adaptador (AP1 y AP2) y

I3NP31 y I3NP32 especificos del fragmento, para la reaccién externa e interna o

“anidada”, respectivamente (Figura 31). Por otro lado, para la extensién 3’ de los

fragmentos J7 y C5 se utilizaron los cebadores especificos J7F y CSF respectivamente y

los cebadores J7R y C5R para su extension hacia el extremos 5’ (Tabla 18).

Tabla 18. Oligonucleétidos utilizados en la extensién por caminata cromosomal

Nombre Secuencia (5’ - 3°)
Adaptador 1* | GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACG
GCCCGGGCTGGT
Adaptador 2* | ACCAGCCC-NH,
API* GTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2* ACTATAGGGCACGCGTGGT
I3NP51 CAGGCGTCGGACGTTCCAGTGAATGCA
I3NP52 CTAGGGGTCCGATTGGTTGCTTGAATT
I3NP31 AAATTCGGCTTCACGGCATTGGTCATT
I3NP32 GATGCCTTGGGTCTTCTCTTATACGTT
J7F AAAGTCTTAAAGTTGTAGG
J7R TATTCATAGCTAGCGCCT
CS5F TTCAACAATCATCAAAGACT
C5R TAGGGCTGGACAAAATACA

* tomado del manual GenomeWalker™ Universal kit
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13

lo3NPS2

I3NP51 !
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, : I3NP31

I3NP32
[ — — R |
1 2 88 m 248 279

Figura 31. Esquema de la ubicacién de los pares de cebadores disefiados a partir de la

secuencia del fragmento 13

Los productos de amplificacién de estas reacciones anidadas fueron eluidos de
los geles de agarosa, clonados en pGEMT-Easy (Promega) y secuenciados (Macrogen
Inc. Corea). La validacion de los fragmentos extendidos se realiz6 mediante la
identificacion de los cebadores correspondientes a ambos extremos de cada secuencia y
la conformacién 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 extension 5’ y 3’ (respectivamente) del marcador I3.

Sec I3

333

.............................. ; Sec SA.2

1 48 279 688

Figura 32. Esquema de la validacién de las extensiones 5’ (A) y 3° (B) del marcador 13

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 contenian 258 nucledtidos, con un maximo y minimo de 54 y 826
respectivamente. Las caracteristicas de los fragmentos extendidos y las homologias de

secuencias detectadas se muestran en la Anexo D y la Tabla 19.
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Tabla 19. Analisis de las secuencias extendidas mediante caminata cromosomal

M | Ext | Nombre T*zg‘;‘)““ Blastn (NCBI) Blastx (NCBI) Blastn (Gramene)
gblEUS558534.1 n.h 2 Hits (E< 1)
Arabidopsis lyrata n.h
clone SINE9
I3 2B 133 transposon-insertion
display band genomic
sequence (E: 0.59).
n.h n.h LOC_0Os07g30070.1
101 Retrotransposon
protein (E: 0.94)
dbjlAP009415.1I n.h n.h
3B Solanum lycopersicum
, 54 genomic DNA,
5 chromosome 8, clone:
C08SLm0019J03 (E:
0.86)
dbjlAK241017.1 Oryza | n.h 1 Hit (E< 1)
sativa Japonica Group n.h
4B 85 cDNA, clone:
JO65054E09, full insert
sequence (E: 0.78)
gbIBT094704.1I n.h 1 Hit (E<1)
Soybean clone JCVI- LOC_0Os06g21210.1
5B 90 FLGm-24P16 unknown Glycine rich protein
mRNA (E:1.1) family protein
(E:0.94)
dbjlAB040052.11 Oryza | gblEEF44417.1I 1 Hit (E<1)
sativa Japonica Group Translation elong. LOC_0s03g36780.1
3 260 mEF-G gene for factor G, putative Elongation factor (E:
mitochondrial elong. [R. communis] 1.2e-28)
factor G (E: 1e-38) (E:6e-13)
refINM_001154411.11 | gblACG29004.1I 2 Hits (E< 1)
8A Zea mays N6- N6-adenosine- LOC_0Os02g45110.1
adenosine- methyltransferase MT-A70 domain
441 methyltransferase MT- | MT-A70-like containing protein (E:
A70-like protein protein [Zea mays] | 3.5e-59)
(LOC100281493) (E: 4e-34) LOC_Os12g01355.1
mRNA (E: 2e-64) Expressed protein (E:
0,016).
gbIDQ417753.1| Zea gblAALS9229.1l1A | 163 Hits
mays B73 F448416_9 gag- LOC_0s07g16360.1
serine/threonine kinase | pol Zea mays (E: Retrotransposon
protein, expressed 9e-27) protein (E: 1.2e-14)
9A 617 protein and RNA- gblABA98741.2
dependent RNA retrotransposon,
polymerase (mopl) put, Ty3-gypsy
genes (E: 2e-27). subclass O. sativa
(E:9e-24)
gblDQ417753.11 Zea gblAALS9229.11A | 184 Hits
mays B73 F448416_9 gag-pol | LOC_0s04g06360.1
serine/threonine kinase | Zea mays (E: 9e- Retrotransposon
protein,expressed 48) protein, putative, Ty3-
10A 826 protein and RNA- gblABA98741.2] gypsy subclass (E:
dependent RNA retrotransposon 2.0e-25)
polymerase (mopl) put., Ty3-gypsy

genes (E: 3e-78)

subclass [O. sativa
(E: 9e-43)

128




Resultados

gblEU139072.1I n.h n.h
Solanum lycopersicum
11A 106 chromosome 9 clone
C09HBa0226D21 (E:
0.01)
12A 102 n.h n.h n.h
gblGU080322.1| n.h At5g06670
s Saccharum hybrid 68418.t00685 kinesin
7 3 3D 273 cultivar R570 clone motor protein-related
BAC 086H20 (E:0.032) (E: 0.26)

Cuando se analizaron las secuencias generadas tras la extensiéon 5° del fragmento
I3, el tamafio de las mismas en general resultd inferior al obtenido a partir de la
extension 3’ del mismo. Consecuentemente, las homologias de estas tltimas fueron méas
significativas cuando se compararon con las bases de datos y resultaron las tdnicas
secuencias con una posible anotacién funcional (Blastx). El fragmento designado como
8A mostr6 homologia con un componente fundamental de la maquinaria de sintesis
proteica (gblEEF44417.11) y una enzima asociada a la metilacién de especies de ARN
(gblACG29004.11). Esta secuencia presentd dos localizaciones fisicas en el genoma de
arroz, en los cromosomas 2 y 12 de esta especie (Tabla 19). Como se menciond
anteriormente existen cada vez mas evidencias acerca de la asociacidn entre esta region
gendmica de arroz y los factores determinantes de la apomixis en distintas especies de
Paspalum (Pupilli et al. 2001, Pupilli et al. 2004, Martinez et al. 2003, Stein et al. 2004,
Laspina et al. 2008). Por otro lado, dos de los fragmentos obtenidos a partir de la
extension 3’ del marcador I3 (9A y 10A) que presentaron la misma anotacion funcional
resultaron coincidentes con una de las clases mas comunes de los retrotransposones
LTRs (“Long terminal repeats”) de plantas (tipo Gipsy) (gblABA98741.2l). Sin
embargo, estos fragmentos mostraron asimismo una homologia de secuencia (Blastn,
NCBI) significativa (E = 3e-78) con genes de una proteina quinasa, una proteina
expresada y una ARN polimerasa dependiente de ARN de maiz (gb/DQ417753.11). El

andlisis in silico de las secuencias de los fragmentos obtenidos en los experimentos de
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extension 5° del marcador I3 mostraron homologia con una secuencia gendémica de
Arabidopsis lyrata derivada de la técnica de “Tansposon Display” (2B), un
retrotransposon de arroz (3B), una proteina rica en glicina (5B) o resultaron secuencias
no codificantes (4B). Por ultimo, la tunica secuencia derivada de la extension del
marcador J7 (3D) mostré6 homologia de secuencia con un clon de BAC de cafia de
azicar y con menor significancia con una proteina quinesina de arroz.

Con el objetivo de lograr una asociacién entre los fragmentos extendidos
mediante caminata cromosomal y la region responsable de la apomixis en P. notatum se
realiz6 un andlisis de ligamiento genético entre los amplicones y el modo de
reproduccion. Para ello, a partir de los contigs formados por las secuencias extendidas o
flanqueantes con el marcador del cual se partid con la caminata cromosomal se
disefiaron cebadores especificos para su amplificaciéon a partir del ADN gendmico
(Figura 33). Estos tltimos, junto con el cebador anclado respectivo fueron inicialmente
ensayados sobre los genotipos Q4188 y Q4117, sexual y apomictico respectivamente
(Figura 34) y luego sobre 20 individuos F; de la poblacién segregante por el modo de

reproduccioén (Figura 35).
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Figura 33. Esquema del disefio de cebadores para las extensiones 5° (A) y 3’ (B) del

marcador I3
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Las reacciones de validacion 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 realiz6 la optimizacién de la
temperatura de anillado entre 54 — 64 °C.

Tabla 20. Combinaciones de cebadores ensayadas en la validacion de la caminata

cromosomal de los marcadores 13 y J7

Nombre y secuencia
cebador
anclado (5°-3%)

Nombre y secuencia
cebador
disenado (5’- 3°)
I3_3B_F
3B GGGCTGGTCTGTGCA
ACAAT
I3_4B_F1
CAGAAGGCCAGAAGA
ngTGACCAATGCCG - ﬁfﬁfm
5 TGAAGC CAGAAGGCCAGAAGA
ACTCA
I3_5B_F1
GGCTGGTATCTAGCA
5B GCTCAA
I3 5B_F2

13 GCATGTTCAAGCACA
TCTATC
I3_8A_R1
GGAATCCATCCTGAA

8A GTTTCG
(441bp) |[I3_8A_R2

Secuencia
extendida

Fragmento

M | Ext. esperado (bp)

264bp

326 bp

278 bp

309 bp

279 bp

563 bp

37

I3F
CCCAGACCGTTCGAT
ATGTGTAAT

GCTCGTAGTGGACAT
ATTTGC

409 bp

I3_10A_R1

TAGTCATTGGCGGTG
GTGGAT

I3_10A_R2
GTGAGTGCCAGGAAC
TCTTCT

J7_3D_R
GCTGGTAAAGACCAT
AATTGG

344 bp
10A

763 bp

J7F
AAAGTCTTAAAGTTG 3D
TAGG

7| 3 325 bp

En la visualizacién de los productos de amplificacién en geles de agarosa en
todos los casos se observo un patrén de bandas muy difuso por lo que se procedié a su
visualizacién en geles de poliacrilamida al 5 %. Como era de esperar, la resolucion de
los geles de poliacrilamida permitié la identificacién de un gran nimero de bandas en

todas las reacciones de amplificacién. 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 extensién 5’
del marcador I3 sobre los genotipos parentales de la poblacién segregante por el modo
de reproduccién y en la Figura 35 se muestra el patrén obtenido de la amplificacidn,
sobre los genotipos parentales y 20 individuos F;, con la combinacién I3F -

I3_10A_R2, proveniente de la secuencia flanqueante 3’ al marcador 13.

3R
I3.4B_F1  13.4B F2 1338 F 1358 F1 I358F2
BRR33 BR?34BRRJ4J
Yo BrE=E. . EE

MBC0J3 89033

1000bpt

w.{s

Figura 34. Amplificacion de secuencias extendidas 5’ del marcador I3 con 5 pares de

cebadores especificos. @ = Q4188 (sexual); & = Q4117 (apomictico)
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" e
-

Figura 35. Gel de acrilamida al 5%. Validacion caminata cromosomal del marcador I3.

Combinacién I3F — I3_10A_R2. * F; apomicticos.

Los resultados obtenidos indican una naturaleza repetitiva del entorno de los
marcadores de AFLP (I3 y J7) a partir de los cuales se realizé y validé el aislamiento de
sus secuencias adyacentes. Aunque en algunas de las amplificaciones a partir de los
genotipos parentales de la poblacidn se observo el fragmento del tamafo esperado solo
en el genotipo apomictico (Q4117), indicados con las flechas mas grandes (Figura 34),
dicho polimorfismo no pudo ser asociado a la apomixis cuando se ensayaron sobre la
poblacién segregante por el modo de reproduccion.

A partir de la combinacién I3R - I3_5B_F1 se identificé una banda de 764 bp
presente solo en los individuos apomicticos (Figura 36). La misma fue clonada y
secuenciada. El andlisis de homologia de secuencia mostr6 homologia con una regién

rica en AT de un clon de Arabidopsis thaliana (gblAC006429 .41) (E = 7¢%) (NCBI) y
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con una proteina expresada (Atlg01690) sobre la base de datos del TIGR (Blastn) (E =
1.68'3). En este mismo andlisis 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 = 2.9¢™, este fragmento presenté homologia con una regién
intrénica de una anquirina (LOC_Os12g12810.1). Este tipo de proteinas han sido
relacionadas con interacciones proteina-proteina, regulacion del ciclo celular,

diferenciacion celular y desarrollo embrionario.

Figura 36. Gel de acrilamida al 5 %. Validacién caminata cromosomal del marcador I3.
Combinacién I3 R - I3_5B_F1. * F; apomicticos. La flecha indica la banda de 764 bp

ligada a la apomixis en P. notatum.

134



Discusion

V  DISCUSION

V.1 Estudio global de la metilacion de citosinas en el genoma de Paspalum

notatum

V.1.1 Estimacion 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 investigd el estado y las proporciones relativas de los sitios CCGG
metilados en el genoma de Paspalum notatum. Estas determinaciones se basaron en la
comparacién visual de los fragmentos generados a partir del par de isoesquizémeros
Hpall y Mspl que poseen sensibilidad diferencial a la metilaciéon de citosinas. Estos
isoesquizémeros son inhibidos por la metilacion del sitio de reconocimiento. Hpall se
inactiva si alguna de la citosinas del sitio se encuentra completamente metilada (ambas
hebras), mientras que Mspl se bloquea ante la metilacion de la citosina externa. Por otro
lado Hpall, 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 digestion con EcoRI/Mspl y no amplificados en EcoRI/Hpall, son
debidos a la metilacién completa de la citosina interna y los marcadores que aparecen
luego de la amplificacion del producto de la digestion con EcoRI/Hpall y que estdn
ausentes en EcoRI/Mspl provienen de la hemi-metilaciéon de citosinas externas. Un
producto presente en ambas calles y con una intensidad relativamente similar fue
identificado como un sitio CCGG no metilado. Esta metodologia combina las ventajas
de la técnica de AFLP que permite la visualizacién de un gran numero de marcadores

por experimento y el estudio del estado de metilacion de citosinas del sitio de
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restriccion especifico de estas enzimas (CCGG), permitiendo realizar un estudio a nivel
global de la metilacién del ADN.

Los MSAPs han sido descriptos como marcadores altamente eficientes para la
deteccion de metilacion 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 pequefia proporcion de citosinas del genoma
que se analizan ya que solo se estudian las citosinas de los sitios CCGG Yy ii) que existen
estados de metilacién 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 (C"CGG), como asi 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 detecciéon a gran escala de la
metilacion 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 metilacion de cada genotipo fueron
analizados cuantificando y comparando los productos de amplificacion del ADN
gendémico luego de ambas digestiones (EcoRI/Hpall y EcoRl/Mspl) sembradas una al
lado de la otra. La aplicacién de esta técnica revelé un importante nivel de metilacién
del genoma de P. notatum. En promedio 37,7 % del total de bandas consideradas en el
andlisis 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 lineas 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 funcién de la sensibilidad diferencial que presentan los
isoesquizémeros Hpall y Mspl la probabilidad de que un sitio CCGG metilado sea
digerido por la enzima Hpall es menor que para Mspl. De esta manera se deben esperar
una mayor cantidad de fragmentos EcoRI/Mspl en los patrones MSAP.
Coincidentemente con esto, en todos los genotipos analizados se observd que la
metilacién completa de la citosina interna ocurre con mayor frecuencia que la hemi-
metilacién de la citosina externa en el genoma de P. notatum (Tabla 2). Si bien el nivel
global de metilacién en ambos grupos analizados resulté semejante, la comparacion del
nimero total de bandas derivadas de sitios metilados y no metilados de los citotipos
diploides y tetraploides mostré diferencias significativas (Ji: XXX p < 0.001). Este
resultado indica que existen diferencias en los niveles de metilaciéon entre ambos
citotipos, al menos en el grupo de genotipos analizados en este trabajo. Esto podria
resolverse mediante el andlisis de un mayor nimero de genotipos diploides y
tetraploides, y determinando el grado de relacion entre las proporciones de metilacion y

el nivel de ploidia.

V.1.2  Evaluacion de la variacion en los citotipos diploides y tetraploides

A partir del andlisis de los patrones de metilacién de los genotipos pertenecientes a cada
grupo se construyeron las matrices de MSP y MIP utilizando el coeficiente de Jaccard.
Los coeficientes de asociacion mds utilizados para el andlisis 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 valido es considerar que dos muestras son mds
parecidas cuanto mas “presencias” (unos) compartan, y que la coincidencia de

“ausencias” (ceros) no aportaria 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 dard un
valor de asociacién menor que Dice, salvo cuando toman el valor 0 6 1, caso en que
siempre coinciden. Mas alin, ambos estin relacionados mediante la ecuacioén J = D/(2-
D) 6 D = 2J/(1+J). Esta relacion tiene como consecuencia que en un andlisis de
agrupamiento muestren los mismos grupos, s6lo que con distintos valores de asociacidn.
Segin la codificacién utilizada para los marcadores MSAP (Cervera et al. 2002), el
coeficiente de Jaccard resultd 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 metilacion completa del sitio CCGG o de la ausencia del sitio de
restriccion.

La variabilidad identificada a través de los polimorfismos sensibles a metilacion
y estimada a partir de los porcentaje de las distancias (1-J.,) 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 patrén de sitios CCGG metilados en este ultimo grupo es

mas variable. De la misma manera, mediante la comparacién de los coeficientes de

similitud entre los dos grupos de plantas se observé que la similitud promedio (J ¢ =

0,76) del grupo diploide resultd significativamente mayor que la del grupo tetraploide

(J i =0,52) (t=9,06, p 2 colas) = 3,9x10'06) confirmando asi que estos dltimos son més
diversos en cuanto a los patrones de metilacidn de citosinas.

De los 4 genotipos tetraploides analizados dos eran apomicticos naturales
(Q4117 y N160) mientras que los otros dos eran individuos sexuales obtenidos de
manera experimental (Q4188 y Q2405). A partir del anélisis de agrupamiento segin las

similitudes de sitios metilados incluyendo ambos niveles de ploidia (Figura 8) se

138



Discusion

observé que los individuos apomicticos agruparon con un soporte bootstrap moderado
(68,4 %) indicando una posible estructura epigenética comuin asociada al modo de
reproduccién. Se ha determinado que la regién gendmica especifica de la aposporia 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 metilacién especifica de
secuencias del locus o de un cambio global en la metilacidn de los citotipos tetraploides
apomicticos. Por otro lado, los genotipos tetraploides sexuales, Q4188 y Q4205,
derivados del mismo progenitor femenino no presentaron una estructura comuin ya que
en ninguno de los dendrogramas generados agruparon juntos. Un resultado notable es
que la planta Q4205 mostré una proporcion de sitios metilados que se desvia del
promedio del grupo tetraploide y no difiere significativamente de las proporciones del
grupo diploide. Ademads, cuando se llevaron a cabo los anélisis de similitud a partir de
los marcadores sensibles a metilacion comunes a los dos niveles de ploidia, Q4205
agrup6 significativamente (valor P del bootstrap 81,0 %) con los genotipos diploides
(Figura 8). Este resultado indica que Q4205 no solo presenta una proporcion similar de
sitios metilados con los diploides sino que también comparte la estructura epigenética.
Teniendo en cuenta el origen Q4205 (obtenida por autofecundacién de un tetraploide
altamente sexual, Figura 2) podria haber ocurrido que esta planta hubiese retenido la
misma estructura epigenética que los diploides luego de la tetraploidizacién. Por el
contrario Q4188, que derivada de un cruzamiento con un apomictico natural (ver
materiales y métodos) podria haber sufrido un cambio en el patrén de metilacién
generalizado como consecuencia de la aceptacion de una gameta masculina derivada de
este genotipo apomictico. Por lo tanto, en esta parte del trabajo no fue posible detectar
una relacién directa entre la metilacién y el modo de reproduccién. Se deben llevar a

cabo nuevos experimentos, principalmente focalizados en el estudio del estado de
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metilacion de la regiéon gendémica que gobierna la apomixis en la especie para
determinar esta cuestion.

A partir de los marcadores sensibles a metilacion ensayados en todos los
genotipos (2x y 4x) se identificé un grupo de marcadores (18,9 %) que presentaban un
estado de metilacidn especifico del nivel de ploidia y que se alteraban con el cambio de
la misma (en al menos un genotipo). Aunque, una variacion en la secuencia nucleotidica
no puede ser descartada, resultados similares fueron obtenidos con las serie
experimental C4-2x y C4-4x (ver mas adelante). Este resultado podria estar indicando la
modificaciéon de secuencias especificas como consecuencia del cambio en el nivel de
ploidia.

Se realiz6 un andlisis de similitud utilizando marcadores insensibles a la
metilacion (MIPs). Es de destacar que el andlisis de similitud realizado con estos
marcadores muestra solo una fraccion 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 (metilacion completa de los sitios CCGG). Por lo tanto los
resultados que se presentan deben analizarse como una estimacién de la “minima
variacion genética” presente en un grupo de genotipos. En esta parte del trabajo los
resultados mostraron que en el grupo diploide los dos individuos mds similares fueron
3-Cay y 6-Cay, ambos pertenecientes a la misma poblacién natural, por lo que se espera
que presenten mds alelos en comin que con los otros dos genotipos del grupo, uno
obtenido de otra poblacién natural ubicada a 150 km de distancia (Q4175) y el otro de
EEUU (Tifton 9). Asimismo, el andlisis de polimorfismos insensibles a metilacién en el
grupo tetraploide mostré un grupo formado por los individuos Q4117 y NI160
apomicticos 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 caracterizacion 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 relacion al nivel de ploidia. En un trabajo
realizado en papa (2x) de origen hibrido, Marfil et al. (2009) analizaron la inestabilidad
fenotipica, evidenciada a través de malformaciones florales, la inestabilidad genética y
la variabilidad epigenética entre estas plantas. Las bandas MSAP fueron clasificadas
como “sensibles a metilacion” e “insensibles a metilaciéon” de manera de asegurarse que
los polimorfismos sensibles a metilacion observados fueran debidos exclusivamente a
cambios en la metilacién y no a cambios genéticos en el sitio de reconocimiento de los
isoesquizémeros Hpall y Mspl. Los polimorfismos “insensibles a metilacion”, al igual
que los datos del andlisis 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 determinacion 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 dltimo, resulté muy interesante que en los dos grupos analizados los
individuos mds similares epigenéticamente resultaron también los mds similares cuando
se analizaron los datos derivados de los polimorfismos insensibles a metilaciéon (MIPs).
Este resultado, basado en las distancias calculadas, indicaria que los patrones

epigenéticos estarian asociados con el “fondo genético” en ambos niveles de ploidia.
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V.1.3 Correlacion entre las variaciones sensibles e insensibles a metilacion

de los citotipos diploides y tetraploides

Con el fin de determinar si las variaciones observadas en los patrones de
amplificaciéon de los marcadores sensibles a metilacion (MSP) se encuentran
relacionadas con la variacion detectada por los marcadores insensibles a la metilacion
(MIP) se realizé un andlisis de correlacion entre las matrices MSP y MIP para cada
grupo. La ausencia de correlacion entre ambas matrices indicaria que estas dos variables
tendrian un mecanismo de regulacién independiente, mientras que correlaciones
significativas podrian indicar la existencia de mecanismos comunes de regulacion.

En la bibliografia 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 correlacién (r = 0,17; p > 0,15) entre los polimorfismos (epigenéticos y
no-epigenéticos) y postularon que los mecanismos de regulacién de la metilaciéon no
estarian relacionados con la variacién en la secuencia nucleotidica. De la misma
manera, Salmon et al. (2008) no obtuvieron correlacion significativa entre los
dendrogramas (MSAP y AFLP) (r = 0,20) a partir del andlisis de 30 lineas de Brassica
oleracea y postularon que los diferentes agrupamientos pudieron deberse a un diferente
tipo de regulacién 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
utilizacion de tres tipos de marcadores moleculares (AFLP, S-SAP y MSAP). Los
andlisis de correlacidn entre las inestabilidades genéticas y epigenéticas mostraron que

existia una correlacion significativa entre MSAP y S-SAP (r = 0,81; p < 0,05) mientras
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que la correlacion entre MSAP y AFLP no result6 significativa (r = 0,105). Con estos
resultados especulan con la posibilidad de que la correlacién entre estabilidades
genéticas y epigenéticas existiria solo para ciertas regiones genémicas, 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
restriccion con secuencias LTR (“Long tandem repeats”). Coincidentemente,
Rabinowicz et al. (2005) determinaron que en las plantas las citosinas metiladas no
estarian distribuidas uniformemente a lo largo del genoma, sino que existirfan regiones
con transposones y retrotransposones fuertemente metiladas y regiones génicas libres de
metilacion. Por otro lado, Guo et al. (2007) llevaron a cabo un trabajo para determinar
alteraciones especificas en la metilacion del ADN debidas al cultivo de tejido en
Codonopsis lanceolada. El objetivo principal consistié en detectar si existia alguna
correlacion entre las alteraciones epigenéticas detectadas por MSAP y los cambios
genéticos detectados a través de marcadores RAPD e ISSR. Mediante la comparacién
de las matrices de similitud observaron una correlacion significativa entre los tres tipos
de marcadores (r = 0,78; p < 0,01 y r =0,93; p < 0,01). Aunque esta informacién no
permite identificar alguna posible relacién 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 metilacion del ADN probablemente ocurran
antes y mas rdpidamente que los cambios genéticos. Las alteraciones en la metilacién
del ADN podrian tener efectos mutagénicos. Por ejemplo, estas alteraciones podrian
afectar la formacién de la heterocromatina y la duracién de la replicacién, lo que
causarfa rupturas de cromosomas y con ello diferentes tipos de aberraciones. Mas
especificamente, Ochogavia et al. (2009) luego de analizar la variacion en los patrones

de metilacion (MSAP) asociada al nivel de ploidia en Eragrostis curvula compararon
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sus resultados con datos genéticos y de expresion previamente obtenidos a partir de las
mismas plantas. La comparacion entre los datos genéticos y epigenéticos mostré una
correlacidn positiva entre estos dos tipos de variaciones (r = 0,5; p < 0,0001).

La existencia de una correlacion significativa entre la variabilidad detectada a
partir de los polimorfismos sensibles a metilacién y la variabilidad detectada a partir de
los polimorfismos insensibles a metilacién en los dos niveles de ploidia de P. notatum
indicarian que los cambios en la metilacién del ADN ocurririan de alguna manera
asociados a los cambios en la secuencia de ADN, aunque no es posible inferir una
relacion causal entre ambos fendmenos. El enfoque andénimo utilizado para medir la
variabilidad s6lo permite estimar la correlacién general entre estas variables, pero no
proporciona informacion sobre el estado genético/epigenético de cada gen activado o
reprimido asociado al cambio de ploidia. En nuestro sistema experimental esta
correlacion podria ser consecuencia de las modificaciones epigenéticas ocurridas en los
poliploides para mantener la actividad gendmica a este nivel de ploidia. Se sabe que la
poliploidizacién se encuentra asociada a cambios en los patrones de metilacion de
manera de preparar al genoma a un incremento en el contenido total de ADN del niicleo
(Rapp y Wendel 2005, Wang et al. 2004). Este tipo de modificaciones aumentaria la
variacion del epigenoma entre los genotipos sin presentar una estructura especifica
asociada con el nivel de ploidia. Esto podria explicar por