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HERENCIA DE LA REPRODUCCION APOMICTICA E IDENTIFICACION DE
MARCADORES MOLECULARES LIGADOS AL CARACTER EN PASPALUM
NOTATUM

RESUMEN

La manipulaciéon de la apomixis, reproduccién asexual por medio de semillas,
puede tener un gran impacto en la agricultura. La apomixis es el modo principal de
reproduccion en Paspalum notatum, una graminea forrajera nativa de América Central
y del Sur. Los citotipos diploides son sexuales mientras los tetraploides son
apomicticos. Los objetivos de este trabajo fueron estudiar el control genético de la
apomixis e identificar marcadores moleculares ligados al caracter. Se generaron
progenies Fy, F,s y retrocruzas a partir de un cruzamiento original entre una planta
tetraploide 100 % sexual con una apomictica obligada. Las progenies fueron
clasificadas en sexuales o apomicticas mediante la observaciéon directa de sacos
embrionarios en 60 évulos por cada planta. Las plantas que poseian unicamente sacos
meidticos fueron consideradas sexuales, mientras que se clasifico como apomictica a
aquella que tenia sacos apospodricos. En todos los cruzamientos sexuales X
apomicticos la segregacién fenotipica fue cercana a 3:1 (sexuales:apomicticas). La
autopolinizacién de plantas F, sexuales y los cruzamientos entre ellas, siempre dieron
origen a descendientes sexuales. Estos resultados no se ajustan a un modelo
Mendeliano clésico para una herencia de tipo tetrasémica y con control monogénico.
Es probable que algun mecanismo de distorsién gamética o genotipica provoque la
muerte de algunas gametas o genotipos que condicionan para apomixis. El andlisis de
segregantes en grupos (Bulked Segregant Analysis) fue usado para identificar
marcadores de RAPD, AFLP y RFLP asociados con la apomixis. Diez plantas fueron
incluidas en cada uno de los grupos (S y A). Se probaron cuatrocientos iniciadores de
RAPD y se utilizaron 10 combinacion de pares de oligonucledtidos de AFLP. Se
ensayaron 77 sondas de RFLP de maiz y arroz. Dos marcadores RAPD, 2 de AFLP y 2
RFLP mostraron diferencias entre los grupos. Todos fueron especificos del padre y del
grupo apomictico. El analisis de segregacion en una poblacién de 175 individuos F,
para RAPD, 100 para AFLP y 132 para RFLP, mostrd un ligamiento completo entre el
locus Apo y los seis marcadores moleculares descubiertos. El locus de la apomixis fue
encontrado relacionado con el extremo distal del brazo largo del cromosoma 12 de
arroz. Los marcadores moleculares confirmaron que el caracter posee un control
monogéneico y es dominante sobre la sexualidad, pero la segregacién también mostrd
distorsion de las proporciones Mendelianas esperadas.



INHERITANCE OF APOMICTIC REPRODUCTION AND IDENTIFICATION OF
MOLECULAR MARKERS LINKED TO CHARACTER IN PASPALUM NOTATUM

ABSTRACT

Manipulation of apomixis, asexual reproduction by seeds, may have a great
impact in agnculture. Apomixis is the main mode of reproduction of Paspalum notatum,
a forage grass native to Central and South America. Diploid cytotypes are sexual while
tetraploids are apomictic. The objectives of this work were to study the genetic control
of apomixis and the identification of molecular markers linked to the trait. F,, F,s and
backcrosses were generated by crossing a 100 % sexual tetrapioid piant with an
obligated apomictic one. The progeny was classified in sexual or apomictic individuals
by direct observation of embryo sacs in 60 clarified ovaries for each plant. Sexual plant
was considerate that only had meiotic embryo sacs, while apomictic plant that had
aposporous embryo sacs. The segregation in all crosses of sexual x apomictic plants
was close to 3:1 (sexual:apomictic). Self-pollination of sexual F, plants and crosses
between two F, plants gave always origin to 100 % sexual offsprings. Taking in account
tetrasomic inheritance, these results do not adjust to a classic Mendelian model for
monogenic inheritance. It is probable that some mechanisms of gametic or genotype
distortion cause the death of some gametes or genotypes conditioning apomixis.
Bulked segregant analysis was used to identify RAPD, AFLP and RFLP markers
associated with the trait. Ten plants were included in each group (sex, apo). Four
hundred RAPD primers and 10 pairs of oligonucleotides for AFLP were tested. 77
RFLP probes of maize and rice were evaluated as well. Two RAPD, 2 AFLP and 2
RFLP markers showed differences between the groups. All markers resulted specific to
the apo group and were present in the apo parent. Linkage analysis performed using
175 individuals with RAPD, 100 with AFLP and 132 with RFLP showed complete
association between the apo locus and the six molecular markers detected. The apo
locus is related with the telomeric region of the long arm of rice chromosome. Molecular
markers confirmed that apo locus have a monogenic control and is dominant over
sexuality, but the segregation also showed distortion from the expected Mendelian
proportions.



ABREVIATURAS

A = alelo dominante para apomixis
a = alelo recesivo para apomixis
ADN = acido desoxiribonucleico
ADNc = 4cido desoxiribonucleico complementario
AFLP = Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (“amplified fragment length
polymorphism”)
ARN = &cido ribonucleico
ARNmMm = acido ribonucleico mensajero
ASGR = region gendémica especifica de la aposporia ("apospory specific genomic region”)
BA = mezcla de ADN de 10 individuos apomicticos
BC =retrocruza
B, = hibrido formado por la union de una gameta femenina reducida (n) con otra masculina
también reducida (n)
B, = hibrido formado por la unién de una gameta femenina no reducida (2n) con otra masculina
reducida (n.
BS = mezcla de ADN de 10 individuos sexuales
BSA = andlisis de segregantes combinados ("bulked segregant analisis”)
cm = centimetro
cM = centiMorgan, unidad que expresa la distancia relativa entre los marcadores o genes sobre
un cromosoma.
CSPD = Disodium 3 - (4 - metoxispiro{1,2 - dioxetane - 3,2’ - (5'-
cloro)triciclo[3.3.1.13}decano} - 4 - yl)phenil phosphate, molecular weight: 461.
CTAB = Bromuro de cetiltrimetil amonio (“cetyitrimethyl ammonium bromide")
ddH,0 = agua bidestilada o ultrapura
DDRFs = fragmentos de restriccion de dobie dosis (“doble-dose restriction fragment”)
DIC = Contraste de interferencia diferencial (“Differential Contrast interference”)
Dig-dUTP = desoxiuridintrifosfato-digoxigenina
dNTPs = nucléotidos libres (adenina, guanina, citosina y timina)
DTT = dithiotritol
dTTP = desoxitimidintrifosfato
EDTA = Acido etilendiamino-tetraacético (“Ethylenediamine tetraacetic acid”)
EtBr = Bromuro de etidio
F, = primera generacién en un cruzamiento
F2 = segunda generacién en un cruzamiento
gr/l = gramos por litro
KAc = acetato de potasio
LB = medio basico para cultivo de bacteria
M = molaridad
mg = miligramo
mg/l = miligramo por litro
MgAc = Acetato de magnesio
MgCl, = cloruro de magnesio
ml = mililitro
mM = milimolar
N = normalidad
n = numero cromosdmico haploide de una especie
2n = numero cromosomico diploide de una especie
NaOH = hidréxido de sodio
NaCl = cloruro de sodio
NaAc = Acetato de sodio
ng = nanogramos
NH,OAc = Acetato de amonio



nm = nanémetro

OD = indice de absorbancia

PCR = reaccién en cadena de la polimerasa ("polymerase chain reaction”)

pb = pares de bases o nucleétidos

RAPD = ADN polimérfico amplificado al azar (“random amplified polymorphism DNA")

RFLP = Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (“restriction fragment
length polymorphism”)

RGP = Programa gendmico de arroz (Japén)

RL = restriccidn-ligacion

S = alelo dominante para sexualidad

s = alelo recesivo para sexualidad

S:A = sexual versus apomictica

SCAR = regiones amplificables caracterizadas por secuencia (“sequence-characterized

amplified region”)

SDRFs = fragmentos de restriccion de dosis simple (“single-dose restriction fragment”)

SDS = sulfato de dodecil sédico

SEA = saco embrionario aposporico

SEa = saco embrionario abortado o ausente

SEIl = saco embrionario inmaduro o poco desarroliado

SEM = saco embrionario meiético

S$S8C = Cloruro de sodio-citrato de sodio

TAE = Tris-Acido acético-EDTA

Taq = enzima polimerizante obtenida de Thermus aquaticus

TBE = Tris-Acido bérico-EDTA

TE = Tris-EDTA

Tris-HAc = Tris-acético

U = unidad de enzima

UBC = Universidad Britanica de Columbia (“University British Columbia”)

ug = microgramos

pl = microlitro

UV = ultravioleta

Viem = voltaje / centimetro

X = numero cromosémico basico de una especie

x? = prueba de bondad de ajuste
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1. Apomixis
1.1. Definiciones

El término apomixis deriva del griego “apo” que significa falta o ausencia,
y “mixis” que significa union o mezcla. Hace referencia a la faita de unién de
gametas de origen sexual.

El término apomixis fue utilizado por primera vez por Haacke (1893 a, b) y
luego por Maire (1900 a, b); aunque segun Battaglia (1991) la primera defini-
cidn de apomixis se la atribuye a Winkler (1908). EI mismo reemplazé a apo-
gamia, el cual habia sido errbneamente utilizado hasta ese momento. En la
actualidad se utiliza el término apogamia para referirnos a la falta o pérdida de
fertilizacion (Battaglia 1991). La descripcidn de apomixis hecha por Winkler
(1908) fue utilizada en un sentido mucho mas amplio, ya que incluia no sola-
mente la reproduccion asexual por semillas, sino también, a toda forma de
propagacién vegetativa, como puede ser la viviparidad, pseudoviviparidad, mul-
tiplicacion por bulbos, rizomas, estolones, etc. Esto llevd a que Gustafsson
(1946) hiciera una subdivision del término apomixis en agamospermia y repro-
duccién vegetativa. El primero se referia a todo proceso de reproducciéon por
semilla; mientras que el segundo quedaba restringido a los diferentes meca-
nismos de multiplicacion vegetativa.

En la actualidad el término apomixis se usa exclusivamente para referir-
nos a todo proceso de reproduccién asexual por medio de verdaderas semillas
(Nogler 1984a, Asker y Jerling 1992). De acuerdo a la definicién moderna de

apomixis, la misma es considerada sindbnimo de agamospermia (Nogler 1984a)
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La formacién de semilla sin fertilizacién fue observada por primera vez por
J. Smith en 1841 en plantas femeninas de Alchornea ilicifolia perteneciente a la
familia de las Euforbiaceas (Gustafsson 1946). A principios del siglo XIX se
hicieron los primeros estudios embrioldgicos en plantas apomicticas. La prime-
ra revision sobre el desarrollo del proceso apomictico fue hecha por Stebbins
en 1941. Pocos aios mas tarde, Gustafsson (1946, 1947a, 1947b) publicé tal
vez la mas completa revisidn sobre apomixis en plantas superiores que exista
en la actualidad. A partir de entonces fueron varios los articulos que se dedica-
ron a discutir el fendbmeno de la apomixis (Nygren 1954; Asker 1979 y 1980;
Nogler 1984a; Asker y Jerling 1992; Mogie 1992; Koltunow 1993; Naumova

1993; Den Nijs y Van Dijk 1993; Hayward 1998; Savidan 2000).

1.2. Diferentes tipos de apomixis

Se han propuesto varias clasificaciones para describir los diferentes me-
canismos o vias de desarrollo del proceso apomictico (Fagerlind 1940a; Steb-
bins 1941; Gustafsson 1946; Battaglia 1963, Nogler 1984a; Asker y Jerling
1992; Crane 1999). De acuerdo a Crane (1999) existen en teoria 45 tipos dife-
rentes de apomixis, 9 maneras distintas de producir sacos embrionarios no re-
ducidos y por o menos 5 patrones diferentes para el desarrollo del embrién y el
endosperma. Sin embargo, la mayoria de los investigadores utilizan la defini-

cién y clasificacion de apomixis hecha por Nogler (1984a).
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Nogler (1984a) dividid a la apomixis en dos mecanismos distintos para la
generacién de embriones de origen asexual: Embrionia adventicia y Apo-

mixis gametofitica.

1.2.1. Embrionia adventicia

En la embrionia adventicia los embriones se originan directamente a partir
de células somaticas del évulo, sin que se forme un megagametéfito o saco
embrionario no reducido (Figura 1); mientras que el endosperma es producido
en el saco embrionario de origen meiético. Por otra parte, de acuerdo al tejido
en el cual se originan los embriones, la embrionia adventicia se subdivide en:
a) embrionia nucelar y b) integumentaria (Gustaffsson 1946; Naumova 1993).

En la embrionia nucelar los embriones se originan directamente de células
del tejido nucelar del évulo; mientras que en la embrionia integumentaria es a
partir de células de los tegumentos del évulo. A la embrionia adventicia también

se la conoce como apomixis esporofitica (Koltunow et al. 1995).
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SEXUALIDAD

Q—/Q nucela (2n)

célula arquesporial (2n)

§

MEIOSIS 2

EMBRIONIA ADVENTICIA

C 2
=

c megaspora funcional (n)

MITOSIS

660 C

7 sinérgidas

Ad
ovocélula »
embrion
nicleos polares gamético
antipodas

embriones

DOBLE FECUNDACION
nucelares

embrion %2® n +n

endosperma

Figura 1. Esquema del origen y desarrollo embrionario a partir de un proceso sexual y otro por
apomixis con embrionia adventicia (ver descripcién en 1.2.1.)
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1.2.2. Apomixis gametofitica

En la apomixis gametofitica los embriones se originan directamente por
partenogénesis de una gameta femenina de un saco embrionario 0 gametofito
femenino citolégicamente no reducido. De acuerdo al origen de los sacos em-

brionarios se subdivide en dos grupos: Aposporia y Diplosporia.

1.2.2.1. Aposporia

Los sacos embrionarios se originan a partir de células somaticas del évu-
lo, fundamentalmente del tejido nucelar, a partir de dos o tres mitosis. De
acuerdo a su formacion y estructura los sacos embrionarios apospéricos pue-
den presentar distintas variantes: tipo “Hieracium” o bipolar, tipo “Panicum’ o
monopolar, ademas de algunas variantes tipicas del genero Paspalum (Figura

2).

1.2.2.1.1. Tipo “Hieracium”

La denominacién se debe a que fue descripta por primera vez en el géne-
ro Hieracium por Rosenberg (1908). Se trata de la primer planta apospérica
analizada embriolégicamente. La formaciéon del saco se produce después de
tres divisiones mitéticas, originandose ocho nucleos que se distribuyen hacia
ambos polos, conformando una estructura similar a los sacos embrionarios de
tipo Polygonum de las especies sexuales (Figura 2). La diferencia con este ul-

timo reside en que cada nucleo es no-reducido. Es un tipo de apomixis am-
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pliamente distribuida en diferentes géneros como son Hieracium (Rosenberg
1908, 1930), Hypencum perforatum (Noack 1939), Poa pratensis (Tinney
1940), P. granitica (Skalinska 1959), Elatostema acuminatum (Fagerlind 1944),
Ranunculus cassubicus (Izmailow 1965), R. auricomus (Nogler 1971), Hieroch-
loé (Weimarck 1967, 1970), Beta seccién Corollinae (Jassem 1976), Paspalum
secans (Snyder 1957), y P. simplex, aunque en esta especie también tiene

otras variantes de sacos apospéricos (Caponio y Quarin 1987).

1.2.2.1.2. Tipo “Panicum”

La segunda variante de la aposporia fue denominada tipo “Panicum” o
monopolar, debido a que fue descubierta por primera vez en la especie Pani-
cum maximum (Warmke 1954). Los sacos embrionarios se forman a partir de
células de la nucela del évulo, mediante dos mitosis consecutivas, dando ori-
gen a cuatro nucleos, los cuales se distribuyen hacia un solo polo. Los sacos
desarrollados estan constituidos de un aparato oosférico, compuesto por dos
sinérgidas y la ovocélula y una célula central con un solo nucleo polar, care-
ciendo de antipodas (Figura 2). La apomixis apospérica de tipo “Panicum” esta
ampliamente distribuida entre las Gramineas y en particular en las tribu Pani-
coideae y Andropogoneae (Brown y Emery 1958; Savidan 1978; Connor 1979;
Maass et al. 1996; Carman 1997). Muchas gramineas tropicales y subtropicales
poseen el tipo “Panicum” de desarrollo de saco embrionario; mientras que mu-
chas gramineas de clima templado poseen sacos embrionarios del tipo “Hiera-

cium’.
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SEXUALIDAD APOSPORIA

nucela (2n)
célula arquesporial
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-
endosperma embrion @(Zn)

Figura 2. Esquema del origen y desarrollo embrionario a partir de un proceso sexual y por apomixis
de tipo apospoérica. En el esquema de la aposporia se muestran las dos variantes mas importantes
de sacos embrionarios (ver descripcion en 1.2.2.1)
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1.2.2.1.3. Variantes en Paspalum

En Paspalum existe una gran diversidad en la estructura, orientacion en el
ovulo y niumero de sacos embrionarios apospéricos por évulo. La estructura
mas comun de los sacos apospéricos es de forma globular, con una ovocélula
acompanada por una 0 dos sinérgidas y una célula central binucleada o even-
tualmente trinucleada. Los nucleolos en esta célula central tienen un volumen
que supera en dos veces 0 mas al volumen del nucleolo de la ovocélula (Qua-
rin y Burson 1991). La célula central esta constituida en un 70 u 80 % por es-
pacio vacuolar. Sin embargo, a la madurez del évulo se pueden observar sa-
cos aposporicos constituidos por dos a varios nucleos, l1os que pueden tener
varias posiciones dentro del saco. La caracteristica mas notable de los sacos
aposporicos de Paspalum es la ausencia de antipodas (Norrmann et al. 1989;
Quarin y Burson 1991). La caracteristica en comun de todas las células que
componen el saco embrionario apospérico, es que son citolégicamente no re-

ducidas (Nogler 1984a).

1.2.2.2. Diplosporia

Existen diferentes variantes de desarrollo de sacos embrionarios diplospé-
ricos; sin embargo, aca solamente se detallaran los tres tipos principales, des-

criptos recientemente por Savidan (2000) como los mas importantes (Figura 3).
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1.2.2.2.1. Tipo “Antennaria”

También conocido como diplosporia mitética. Se caracteriza porque la cé-
lula madre de las megasporas no entra en meiosis, sino que después de una
larga interfase, se produce un crecimiento acompanado por una profunda va-
cuolizacién, caracteristica de las megasporas funcionales, para luego sufrir una
primera mitosis. La propia célula madre de las megaspora funciona como me-
gaspora no reducida (diploide). Posteriormente, se producen otras dos mitosis,
que dan origen a un saco embrionario maduro compuesto por ocho nucleos
(todos no reducidos) (Figura 3). Este tipo de apomixis diplospérica es el que
estd mas ampliamente difundido. Entre los géneros mas importantes con este
tipo de apomixis se encuentran: Antennaria (Stebbins 1932), Erigeron y Eupa-
torium (Holmgren 1919; Sparvoli 1960), Hieracium (Bergman 1941), Poa alpina
(Hakansson 1943), Parthenium (Esau 1946), Calamagrostis (Nygren 1946),

entre otras.

1.2.2.2.2. Tipo “Taraxacum”

También conocida como diplosporia meidtica, debido a que la célula ma-
dre de las megéasporas inicia la profase meidtica, pero a consecuencia de una
asinapsis parcial o total, la mayoria o la totalidad de los cromosomas permane-
cen sin aparearse en forma de univalentes. Estos univalentes no migran hacia
los polos. Por el contrario, restituyen el nicleo, uniéndose en el centro celular y
luego, uniéndose a las fibras del huso separan sus cromatidas en una divisiéon

ecuacional dando origen a dos nucleos no reducidos. La posterior citocinesis
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origina una diada de megasporas, citolégicamente no reducidas. Generalmen-
te, en la célula del extremo chalazal de la diada, se producen tres mitosis con-
secutivas para formar un saco embrionario octo-nucleado (Figura 3). La forma-
cion del nucleo de restitucion se forma unicamente en la meiosis femenina
(Nogler 1984a). Este tipo de apomixis diplospérica esta ampliamente distribuida
en la familia de las Compuestas: Taraxacum (Osawa 1913; Fagerlind 1947a;
Battaglia 1948, Malecka 1971), Chondrilla (Bergman 1950) y en ciertas razas
de Antennaria carpatica (Bergman 1951). Entre las gramineas, fue observada
en Agropyron scabrum (Hair 1956), Paspalum conjugatum (Chao 1980), P.
minus (Bonilla y Quarin 1997), entre algunas de las especies con esta variante

de diplosporia.

1.2.2.2.3. Tipo “Allium”

Se caracteriza porque el numero cromosomico es duplicado mediante una
endoduplicacién premeidtica. Luego, se produce una meiosis femenina normal,
con apareamientos de cromosomas idénticos (autobivalentes), formando una
tétrada de nucleos no reducidos. Debido a que no hay formacién de pared celu-
lar en la diada chalazal, y luego de sufrir dos mitosis consecutivas, se forma el
saco embrionario maduro (Nogler 1984a) (Figura 3). Este tipo de apomixis es
muy poco frecuente y se la describié en algunas especies como Potentilla colli-
na (Mintzing 1958b), Saccharum (Bremer 1963), y Ranunculus auricomus (lz-

mailow 1976).
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Existe una cuarta variante descripta por Nogler (1984) presente en Ixeris
dentata y a la cual la denominé tipo “Ixeris”. Al igual que en la diplosporia de
tipo “Taraxacum” se produce una profase meidtica asindética que conduce a la
formacién de un nucleo de restitucién, el cual sufre una divisién nuclear sin que
exista division celular. Por lo tanto, la megaspora contiene dos nucleos no re-
ducidos en lugar de cuatro nucleos reducidos. Luego de dos mitosis se forma
un saco embrionario con ocho nucleos no reducidos. Este tipo de diplosporia es

menos frecuente.

1.3. El proceso sexual

Generalmente en las Gramineas de reproducciéon sexual, una célula es-
pecializada de la nucela, denominada célula arquesporial o célula madre de las
megasporas, se divide meidticamente para formar cuatro megasporas reduci-
das (n). Una de las megasporas, da origen mediante varias divisiones nuclea-
res mitéticas y posterior diferenciacién, al gametofito femenino o saco embrio-
nario. Habitualmente, el saco embrionario de la mayoria de las Gramineas con-
tiene muchas células las que se ordenan de la siguiente forma: el “aparato oos-
férico” formado por la oosfera o gameta femenina, rodeada por dos sinérgidas,
el cual esta situado en el extremo micropilar del évulo, sitio por donde ingresa
el tubo polinico en el momento de la fecundacién. En el extremo opuesto del
ovulo, denominado extremo chalazal, se encuentra un gran numero de antipo-
das que puede variar de 6 0 7 hasta varias decenas. En algunas especies de la

familia de las Gramineas, las antipodas pueden ser tres como en otras angios-
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permas, aunque la mayoria de las especies tienen multiples antipodas. Estos
sacos embrionarios, por originarse en una megaspora que es el producto de la
meiosis, se denominan ‘meidticos”. Se clasifican como monosporico, porque se
forman de una sola megaspora (Figuras 1, 2 y 3), y se conocen también como
de tipo Polygonum, por haber sido descriptos para ese género.

En las anteras, |la meiosis sucede en los microsporocitos o células madres
de las microsporas, dando origen a cuatro microsporas. Cada microspora desa-
rrolla un grano de polen con una célula vegetativa y otra generativa, producto
de la division mitdtica del nucleo haploide. La célula generativa se divide una
vez mas para originar dos células espermaticas. En las Gramineas, esto ultimo
ocurre generalmente después de la germinacién del polen.

El polen germina sobre el estigma desarrollando un tubo polinico que cre-
ce por el estilo y entra al évulo a través de la apertura micropilar, y los nacleos
espermaticos ingresan al saco embrionario después de la penetracion del tubo
polinico a través de una sinérgida. Uno de los nucleos espermaticos fertiliza a
la oosfera para dar origen al embrién (n + n), y el otro se une con los nucleos
polares para originar el endosperma (2n + n). De esta manera se reestablece el

numero cromosomico diploide de la especie. (Figuras 1, 2y 3).
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Figura 3. Esquema del origen y desarrollo embrionario a partir de un proceso
sexual y otro por apomixis diplospérica. En el esquema de la diplosporia se
muestran las tres variantes mas importantes de formacion de sacos embrionarios

(ver descripciéon en 1.2.2.2.)
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1.4. Principales caracteristicas de la reproduccién apomictica
1.4.1. Variabilidad en plantas apomicticas

En la mayoria de las angiospermas la reproduccion sexual es el principal
proceso por el cual se generan nuevos esporofitos. Este mecanismo se carac-
teriza por la ocurrencia de una doble fertilizacién, en la cual una gameta feme-
nina y otra masculina, ambas con numero cromosémico reducido, se unen para
formar el embrion y de esta manera reestablecer el nimero cromosémico espo-
rofitico. Por otro lado, la otra gameta masculina reducida se une con los nu-
cleos polares de la célula central para dar origen al endosperma. Si bien este
mecanismo es caracteristico de muchas especies vegetales, no es el Unico por
el cual pueden originarse embriones. En muchas especies existe la reproduc-
cién asexual a través de semillas, apomixis, la cual puede coexistir o remplazar
al proceso sexual descrito anteriormente.

El proceso apomictico ocurre en el 6vulo y afecta tanto a la megasporo-
génesis como a la megagametogénesis. Usualmente, la apomixis no afecta la
formacién del polen y por lo tanto como consecuencia de la meiosis masculina
se forman granos de polen portadores de gametas reducidas (Nogier 1984a).

Otra caracteristica importante de las plantas apomicticas es el hecho que
generalmente la apomixis se comporta como un caracter facultativo, ya que
algunas progenies pueden originarse por fertilizacion de dos gametas reduci-
das. A partir de ello, cuatro tipos de embriones pueden formarse en una planta

apomictica de tipo apospérico:
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1)

2)

3)

4)

Los embriones denominados By (n + n) los cuales se originan por la
unién de dos gametas reducidas. Interviene un saco embrionario
meiotico y polen normal.

Los embriones de origen maternal (2n + 0) los cuales se originan por
partenogénesis de una gameta femenina no reducida. Interviene un
saco embrionario aposporico.

Los embriones denominados By, los cuales se originan por fecunda-
cién de una gameta femenina no reducida por otra masculina reduci-
da (2n + n). En este caso, la oosfera de un saco aposporico es fe-
cundada por polen normal.

Los embriones haploides (n + 0) originados por partenogénesis de
una gameta reducida (Savidan 2000). Se produce en un saco meioti-

co

Algunos autores incluyen otras variantes menos comunes como son em-

briones del tipo n + 2n (Asker 1977), o0 2n + 2n (Harlan y de Wet 1975; Huff y

Bara 1993).

La apomixis es considerada obligada cuando el 100 % de la progenie es

de origen materno. Si bien muchas plantas son consideradas dentro de esta

categoria, existen muchos ejemplos de variabilidad originada a partir de pobla-

ciones apomicticas. En los trabajos de Gustafsson (1947b) se menciona que

las plantas apomicticas, especialmente las apospéricas, retienen cierto grado

de sexualidad. Existen algunos trabajos donde se demostré el origen de proge-

nies variables a partir de plantas consideradas apomicticas obligadas como es
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el caso de Taraxacum (Ford y Richards 1985; Mogie 1988; van Oostrum et al.
1985). En Paspalum notatum se ha analizado embriolégicamente una coleccién
muy importantes de ecotipos tetraploides apomicticos, en los cuales, en practi-
camente todos ellos, se encontrd un grado variable de sexualidad residual (Al-
tamiranda 1983). Por otra parte, en un trabajo reciente en P. notatum (Ortiz et
al. 1997), se analiz6 mediante marcadores moleculares la progenie de dos
plantas tetraploides apomicticas, una considerada facuitativa y la otra obligada,
y de una planta tetraploide sexual. Los resultados fueron similares a las obser-
vaciones embrioldgicas, determinando que adn en la planta considerada apo-
mictica obligada, se originaron individuos por la via sexual.

Las plantas apomicticas pueden ser utilizadas en cruzamientos unicamen-
te como progenitores masculinos. Contrariamente a lo que sucede en la forma-
cién de gametofitos femeninos de estas plantas, donde los nucleos no estan
citolégicamente reducidos, en los gametéfitos masculinos si existe reduccion.
Por tanto, los sacos embrionarios portan una gameta femenina no reducida
(2n), mientras que las gametas masculinas en los granos de polen son reduci-

das (n).

1.4.2. Apomixis y poliploidia

Existe una relacion estrecha entre apomixis y poliploidia. En general, to-
das las plantas con apomixis gametofitica que se conocen, son poliploides (As-
ker y Jerling 1992; Savidan 2000). Sin embargo, la apomixis es comun en plan-

tas diploides con embriogenia adventicia, tales como Citrus, Nothoscordum,
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Sarcococca, y Euphorbia (Gustafsson 1946). La descripcion de algunos diploi-
des con apomixis gametofitica parece ser la excepcién a la regla. Sin embargo,
existe mucha controversia al respecto, a tal punto que repeticiones del analisis
de algunas de esas excepciones determinaron lo contrario (Holm y Ghatnekar
1996; Holm et al. 1997). En gramineas aposporicas existen algunos ejemplos
de dihaploides apomicticos como son el complejo Dichanthium-Bothriochloa
(de Wet 1968, 1971) y Panicum maximum (Savidan 1982a). En ambos casos
las plantas eran de origen experimental y se comportaron como estériles, tanto
en la parte masculina como en la femenina. Sin embargo, el analisis embriol6-
gico determiné la presencia de algunos sacos embrionarios multiples no redu-
cidos. Esto sugiere que la aposporia puede ser transmitida, pero la apomixis no
puede expresarse. En varios citotipos diploides de Paspalum se ha menciona-
do la presencia de sacos embrionarios apospéricos junto a los sacos embriona-
rios meidticos normales (Norrmann et al. 1989; Quarin et al. 1989; Quarin y
Norrmann 1990). Sin embargo, nunca se confirmé que la apomixis se exprese
efectivamente en especies diploides.

Existen dos teorias que explican la ausencia de apomixis a nivel diploide:
Una fue propuesta por Nogler (1982) y sostiene que el alelo dominante A, res-
ponsable de la aposporia, no puede ser transmitido a través de gametas
haploides, con lo cual la apomixis no puede ser encontrada en diploides natura-
les.

La segunda hipdtesis fue propuesta por Mogie (1988) y sostiene la exis-

tencia de un dosaje génico para un alelo mutante a", en presencia del alelo sal-
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vaje a', para que el caracter se exprese. De acuerdo a esta teoria la ausencia
de apomixis en los diploides naturales se debe mas bien a una falta de expre-
sién, en lugar de la no-transmision propuesta por Nogler (1988). Mogie (1988)
sugiere que se necesitan dos copias del alelo a” (frecuencia mayor a 0.5) para
la expresion de la apomixis. En contraste con esta teoria, Noirot (1993) propo-
ne que el alelo A no deberia estar presente en una frecuencia mayor de 0.25.
Una pregunta que nos hacemos es si los poliploides por si solos pueden
convertirse en apomicticos. Existen ejemplos de duplicaciones cromosémicas
de diploides sexuales mediante colchicina que no afectaron el modo de repro-
duccion, como en Taraxacum kok-saghyz (Stebbins 1950), Parthenium argen-
tatum (Hashemi et al. 1989), Panicum maximum (Hanna 1992). Por otro lado,
Nygren (1948) mediante tratamiento con colchicina obtuvo, a partir de diploides
sexuales de Calamagrostis canescens con 2n = 28, autotetraploides con 2n =
56 fenotipicamente similares a C. purpurea, los cuales fueron, probablemente,
apomicticos. Duplicaciones cromosdmicas de diploides sexuales de Paspalum
hexastachyum, produjeron autotetraploides apomicticos facultativos (Quarin y
Hanna 1980). Otro ejemplo de transformacion de diploides sexuales en autote-
traploides apospoéricos fue obtenido en Paspalum notatum (Quarin y Bovo
1995). Mediante cruzamientos entre dos razas diploides de Dichanthium arista-
tum y D. caricosum (2x=10) se obtuvieron hibridos tetraploides apospéricos,
productos de la fusién de dos gametas no reducidas (2n + 2n) (d'Cruz y Reddy

1971).
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En algunas especies es comun la formacion de individuos dihaploides,
originados a partir del desarrollo partenogenético de gametas no reducidas de
individuos tetraploides apomicticos. En hibridos aposporicos de Ranunculus
auricomus, Nogler (1982) obtuvo un gran nimero de dihaploides, los cuales se
comportaron como vigorosos Yy fértiles. Por otro lado, Savidan (1980) en Pani-
cum maximum obtuvo dihaploides muy débiles y totalmente estériles, tanto en
la parte masculina como en la femenina. Plantas parecidas a polihaploides fue-
ron observadas en Pennisetum (Dujardin y Hanna 1986; Hanna et al. 1993).
Por su parte, Leblanc et al. (1996) observd dihaploides apomicticos entre los
derivados de los hibridos de maiz-Tripsacum, portando un genoma de maiz
(x=10) y uno de Tripsacum (x=18), con lo cual sugieren que la apomixis y la
poliploidia no necesariamente estan ligadas y por lo tanto seria factible que
pueda expresarse en cultivos diploides.

Un caso interesante es el ciclo “diploide-tetraploide-dihaploide” presente
en algunos complejos agamicos. Los cambios que se producen en el nivel de
ploidia conllevan a un cambio en el modo de reproduccién. Estos ciclos fueron
descriptos en el complejo Bothriochloa-Dichanthium por de Wet (1968) y de
Wet y Harlan (1970). En poblaciones naturales, los tetraploides apomicticos
facultativos predominan, pero una pequena parte de la poblaciéon consiste de
diploides sexuales. Mediante la fusién de una gameta femenina no reducida de
las plantas 2x, con gametas reducidas de plantas 4x, se originan autotetraploi-
des sexuales. Por medio de partenogénesis haploide, los tetraploides dan ori-

gen a nuevos diploides (dihaploides), los cuales son sexuales fértiles y vigoro-
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sos. Esto permite el intercambio génico eventual entre diploides y tetraploides y
viceversa.

Un ciclo similar ocurre en Panicum maximum (Savidan 1978) donde los
tetraploides apomicticos facultativos predominan, pero existen poblaciones di-
ploides locales; obteniéndose autotetraploides sexuales a partir de dichos di-
ploides. Los tetraploides sexuales no son capaces de mantenerse por si mismo
en la naturaleza. No existen diploides apomicticos, pero si se obtienen diha-
ploides a partir de tetraploides apomicticos, los cuales se comportan como
sexuales o estériles.

En Potentilla argentea ocurre un ciclo “diploide-tetraploide-haploide” don-
de los diploides se comportan como apomicticos facultativos en los cruzamien-
tos, aunque en poblaciones naturales ellos se reproducen por sexualidad. Sin
embargo, los autotetraploides se reproducen solo por fertilizacion de gametas
reducidas, y en este nivel de ploidia los cruzamientos con otras taxas son posi-
bles. Mediante retrocruzas reiteradas con diploides, se originan diploides re-
combinantes, los cuales son nuevamente apomicticos facultativos (Asker 1971,
1977). Sin embargo, en trabajos recientes se pone en duda la presencia de

apomixis en plantas diploides de Potentilla argentea (Holm et al. 1997).

1.4.3. Apomixis e hibridizacién
Desde el comienzo de los estudios sobre apomixis, a principio del siglo
XX, se postuld a ia hibridizacion como una causa posible del origen de la apo-

mixis (Ernst 1918). Sin embargo, Holmgren (1919) cuestioné la hipétesis de



L. INTRODUCCION 21

Ernst y establecid que la hibridacion es solamente un prerrequisito para la
apomixis. Como en el caso de la poliploidia, la hibridizacion en si misma no
induce a la reproduccién apomictica. Tal es asi que en la mayoria de las hibri-
dizaciones entre especies sexuales no se obtienen hibridos de reproduccion
apomictica (Stebbins 1950). En la literatura existen algunas pocas excepcio-
nes, como las reportadas por Nygren (1948, 1951) en cruzamientos entre es-
pecies sexuales de Calamagrostis epigeios y C. canescens que dieron origen a
hibridos diplospéricos apomicticos, morfolégicamente similares a la especie
apomictica C. purpurea. Otra excepcion fue la mencién de la obtencién de
hibridos intergenéricos de Raphanobrassica obtenidos por Ellerstrém y Zagor-
cheva (1977), los cuales mostraron una abundante presencia de sacos embrio-
narios aposporicos. En hibridos de Festuca pratensis X F. arundinacea también
se encontrd una cierta tendencia a la aposporia (Gréber, citado por Nogler
1984a).

Por otro lado, la apomixis ha sido considerada una via de escape a la es-
terilidad en hibridos interespecificos poliploides (Darlington 1939; de Wet y Har-
lan 1970; Gréber et al. 1974, 1976, citados por Asker 1979). Nogler (1984) vin-
cula a la apomixis gametofitica con la aloploidia, hibridacién y heterocigocidad.
Sin embargo, Gustafsson (1947) considera que la hibridizacién cubre solamen-
te una parte de la verdad; mientras que de Wet y Harlan (1970) reconocen que
la autoploidia juega un rol muy importante en la evolucion de muchos comple-
jos poliploides, caracterizados por la presencia de citotipos diploides y tetra-

ploides. Quarin (1992) considera que la autoploidia o la aloploidia segmental
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son el origen de muchos tetraploides apomicticos de Paspalum. De hecho, au-
totetraploides inducidos a partir de plantas 2x de P. hexastachyum, que eran
fenotipicamente sexuales, se comportan como apomicticos a nivel 4x (Quarin y
Hanna 1980). Lo mismo ocurre con autotetraploides inducidos de P. notatum

(Quarin y Bovo 1995)

1.5. Importancia agronémica de la apomixis

La apomixis ha sido observada en mas de 400 especies de plantas perte-
necientes a 35 familias, siendo las Gramineas, Compuestas, Rosaceas y Ruta-
ceas, las que estan mas ampliamente representadas (Richards 1986; Asker y
Jerling 1992; Carman 1997).

En la Tabla 1 se resume una lista de algunos de los géneros de grami-
neas apomicticas tropicales y subtropicales mas importantes.

Las potenciales ventajas de la apomixis han sido ampliamente discutidas
por varios autores (Bashaw 1980; Savidan 1986; Hanna y Bashaw 1987; Savi-
dan y Dujardin 1992; den Nijs y van Dijk 1993; Jefferson 1994; Hanna 1995;

Koltunow et al. 1995; Vielle Calzada et al. 1996).
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Tabla 1. Géneros de gramineas apomicticas tropicales y subtropicales mas importantes. Adap-
tado de Maass et al. (1996), Carman (1997) y Czapik (2000).

SUBFAMILIA  TRIBU GENERO REPRODUCCION
Chloridoideae Eragrostideae Eragrostis von Wolf D
Chlorideae Chloris Swartz A
Panicoideae Paniceae Brachiania (Trin.) Grisebach A
Cenchrus L. A EA
Melinis P. Beauvois A
Panicum L. A
Paspalum L. A D
Pennisetum Richard A D, EA
Setaria P. Beauvois A
Urochloa P. Beauvois A
Andropogoneae Dichanthium Willemet A D
Hyparrhenia Fournier A
Sorghum Moench
Tripsacum L. D

A = Aposporia; D = Diplosporia; EA = embrionia adventicia

Las principales ventajas de la apomixis fueron descriptas por Savidan
(2000) como las siguientes:

1) facilidad y eficiencia en el desarrollo, multiplicacién y mantenimien-
to de genotipos hibridos superiores, ya que una planta que posea
el caracter puede convertirse inmediatamente en un cultivar esta-
ble.

2) facilidad para producir semilla pura de alta calidad sin requerimien-

tos de aislamientos.
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3) facilidad y eficiencia en el desarrollo y aplicacion de nuevos proce-
dimientos de mejoramiento.

Estas ventajas permitirian lograr, por un lado, el interés por parte de los
mejoradores ya que es factible lograr fijar el vigor hibrido en los cultivos; por
otro lado, el interés por parte de las companias semilleras, las cuales deberian
lograr producir semilla hibrida a un menor costo de produccién y por ultimo, el
interés por parte de los agricultores de areas marginales.

En los paises subdesarrollados se cultivan variedades de polinizacion
abierta adaptadas a dichas zonas, debido fundamentaimente a que los agricul-
tores no pueden afrontar los costos de las semillas mejoradas. Debido a ello,
es comdn que los mismos guarden sus propias semillas para la préxima gene-
racién de cultivo. Si bien se seleccionan los mejores granos, al ser plantas de
reproduccion sexual y de polinizacién cruzada, segregaran para todos los ca-
racteres incluyendo la produccion. Si en dichos sistemas agricolas se pudiera
introducir un porcentaje de reproducciéon apomictica, se lograria mantener las
caracteristicas positivas de los genotipos seleccionados para semilla. Por ello,
Hanna (1995) sostiene que el mayor impacto de la incorporacién de la apomixis
en los grandes cultivos se produciria mas que nada en los paises pobres y en

vias de desarrollo.

1.6. Antecedentes de transferencia de la apomixis a cultivos sexuales
La apomixis es un caracter que no se encuentra naturaimente entre las

especies cultivadas de mayor importancia econémica, a excepcion de algunos
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arboles frutales, como los citricos (Citrus) y el mango (Mango indica), los cua-
les poseen embriogénesis adventicia (van Dijk y van Damme 2000). Sin em-
bargo, existen algunas especies cultivadas que poseen parientes silvestres con
reproduccién apomictica, como es el caso del maiz, trigo y mijo perla.

Se han realizado algunos intentos por introducir la apomixis en cultivos
sexuales mediante métodos de mejoramiento tradicional (Hanna y Bashaw
1987). Sin embargo, hasta el momento dichos intentos no han sido del todo
exitosos. Uno de los ejemplos es el caso del maiz (Zea mays), cuya especie

apomictica emparentada es Tripsacum.

1.6.1. Maiz

Los primeros intentos de transferencia de la apomixis al maiz comenzaron
en 1962 por intermedio de cientificos rusos dirigidos por Petrov (Petrov et al.
1979). Ellos realizaron cruzamientos entre maiz tetraploide [2n=4x=40 cromo-
somas (M) de maiz] y un tetraploide apomictico de Tripsacum dactyloides
[2n=4x=72 cromosomas (T) de Tripsacum). Obtuvieron § hibridos Fy macho
estériles (2n=56=20M+36T) de los cuales uno solo se comportd como apomic-
tico facultativo. Luego de varias retrocruzas por maiz se obtuvieron progenies
2n=38=20M+18T las cuales poseian un alto porcentaje de plantas originadas
por apomixis (84,5%). Este programa tuvo el inconveniente del bajo rango de
plantas formadas sexualmente, lo cual implicaba producir y analizar un gran
namero de progenies hasta obtener plantas de origen sexual (n+n) con bajo

namero cromosdmico y que se reproduzcan por apomixis.
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Otros proyectos se desarrollaron posteriormente con el mismo objetivo.
Uno de ellos fue realizado por Kindiger et al. (1996) a partir del mismo esque-
ma realizado por los rusos. El otro proyecto fue desarrollado en el IRD-
CIMMYT por el grupo de Savidan (Berthaud y Savidan 1989; Savidan y Bert-
haud 1994; Savidan et al. 1992, 1994, 1995). Se analizd una larga serie de
progenies producto de retrocruzas (BCy — BCs) tratando de lograr genotipos
apomicticos que posean el complemento cromosomico completo de maiz
(2n=20) y el menor numero de cromosomas de Tripsacum. Hasta el momento

los esfuerzos realizados mediante esta estrategia no fueron del todo exitosos.

1.6.2. Mijo Perla (Pearl Millet)

En el mijo perla (Pennisetum glaucum), un cereal importante en algunas
regiones del mundo, también se trabajo en la transferencia de la apomixis a
partir de hibridaciones con especies silvestres (Hanna y Dujardin 1986; Dujar-
din y Hanna 1989a). Si bien se obtuvieron varios hibridos apomicticos, todos
ellos resultaron ser estériles en la parte masculina, con lo cual fue imposible
poder transferir dicho caracter a las siguientes gerneraciones. El esquema con-
sistié en la realizacidn de hibridaciones entre tres especies, P. glaucum (sexual,
2n = 4x = 28), P. squamulatum (apomictica, 2n = 6x = 54) y una especie puen-
te, P. purpureum (sexual, 2n = 4x = 28) (Dujardin y Hanna 1989b). A partir de
un esquema similar al utilizado en maiz, mediante una serie sucesiva de retro-

cruzas, obtuvieron dos plantas BC4 apomicticas facultativas con 2n= 29 cromo-
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somas. Sin embargo, hasta la fecha no se ha podido obtener una planta de mi-
jo perla comercial que se de reproduccién apomictica.

En otro trabajo, realizado por Morgan et al. (1998), sobre la base de las
plantas BC; obtenidas por Dujardin y Hanna (1989b), reportaron que las plan-
tas con 2n=28 se comportaban como tetraploides de mijo perla, pero con re-
produccién apomictica. Estas plantas mostraban un alto grado de esterilidad,
produciendo solamente entre un 4% a un 6% de semillas, en autofecundacion y
en polinizacion abierta respectivamente. Esta alta esterilidad fue atribuida por
Morgan et al. (1998) a modificaciones en la estructura de los sacos embriona-
rios; los cuales poseian dos nucleos polares, en lugar de uno solo. Esta carac-

teristica impide la formacién de un endosperma normal en cultivos diploides.

1.6.3. Trigo

Se realizaron hibridaciones interespecificas, con una especie silvestre
emparentada, Elymus rectisetus (2n = 6x = 42), la cual se reproduce por apo-
mixis obligada (Liu et al. 1994). Los cruzamientos realizados por una accesion
de Elymus rectisetus que produce principalmente granos de polen 2n, produjo
dos tipos de hibridos: By (n + n) y By (2n + n), ambos macho-estériles. Cuan-
do se utilizaron estos hibridos como madres, produjeron plantas BCy con 54 y
60 cromosomas y un 10% y 5% de polen fértil, respectivamente. En dicho tra-
bajo se concluye que la utilizacién de la accesién de E. rectisetus con polen
2n, puede mejorar la produccidén de retrocruzas y por lo tanto la transferencia

de la apomixis. Sin embargo, en otro trabajo se utilizé la misma accesion de E.
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rectisetus con polen 2n, y se obtuvieron hibridos By, de reproduccién sexual

(Peel et al. 1997).

1.7. Genética de la apomixis

Se ha comprobado que la apomixis es un sistema que esta regulado ge-
néticamente (Nogler 1984a). En los ultimos anos varios autores discutieron el
mecanismo de regulacion genética de dicho caracter en diferentes especies
(Nogler 1984a; Asker y Jerling 1992; Mogie 1992; Koltunow 1993; Pessino et
al. 1999; Savidan 2000). Sin embargo, debido a la complejidad del proceso
apomictico, existen diferentes interpretaciones sobre como esta controlado ge-
néticamente. Los primeros andlisis genéticos de la apomixis se llevaron a cabo
en el género Hieracium, el cual posee aposporia, y en el cual mediante cruza-
mientos entre plantas sexuales y apomicticas se determiné que el caracter po-
see un control genético simple y es dominante sobre sexualidad (Ostenfeld
1910, Christoff 1942). Estos resultados han sido actualmente confirmados en
un analisis exhaustivo de progenies segregantes gerieradas por cruzamientos
entre dos especies apomicticas de Hieracium y genotipos sexuales (Bicknell et
al. 2000). Al mismo resultado se llegé con los géneros apospoéricos de Hyperi-
cum (Noack 1939) Potentilla (Christoff y Papasova 1943), Sorbus (Liljefors
1955) Malus (Sax 1959) y Beta (Cleij et al. 1976).

Stebbins (1950) por su parte establecié que la condiciéon apomictica es re-
cesiva con respecto a la sexualidad, aunque incrementando el niumero cromo-

sOmico a menudo se incrementa su tendencia hacia la dominancia. Por otro
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lado, Powers (1945) propuso un modelo teérico de regulacién genética de la
apomixis para el genero Parthenium, el cual posee diplosporia. En dicho traba-
jo, el autor asumié que la homocigosis de tres genes recesivos es un prerrequi-
sito para la reproduccion apomictica. El genotipo aa seria el responsable de la
no reduccion meidtica; el genotipo bb provocaria la falla de la fecundacion de la
gameta femenina y un tercero cc permitiria el desarrollo partenogenético de la
oosfera para originar el embrién. De esta forma las plantas apomicticas tendri-
an el gerotipo aabbcc y es probable que la apomixis se origine a nivel diploide.
Entre las Gramineas, el género Poa ha sido el mas extenisamente estu-
diado. Se propusieron diferentes modelos de control genético. Muntzing (1940)
propuso un balance genético controlado por muchos genes. Akerberg y Nygren
(1959) lo atribuyeron a varios genes recesivos; mientras que Funk y Han (1967)
a dos modificadores dominantes. Por otro lado, y mas recientemente, Matzk
(1991) determind que al menos el componente parteriogenético estaria regula-
do por un gen simple dominante. Barcaccia et al. (1998) llegaron a la misma
conclusién a partir del uso de la prueba de auxina y marcadores moleculares.
En el complejo Bothriochloa-Dichanthium, se propuso que la apomixis es un
caracter dominante pero independiente de la sexualidad, y ambos no son mo-
dos alternativos de reproduccion, tanto genéticamente como operacionalmente,
sino fendmenos simultaneos e independientes (Harlan et al. 1964). En Pennise-
tum ciliare, los primeros estudios realizados por Taliaferro y Bashaw (1966)
mediante analisis de progenies segregantes, tanto de la madre autofecundada

como de hibridos F,, se determind que el método de reproduccién esta contro-
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lado por dos genes. Un gen “A" el cual condiciona para apomixis y un gen "B"
el cual condiciona para sexualidad y es epistatico con el gen "A". Por su parte,
en Panicum maximum, Hanna et al. (1973) establecieron que la sexualidad es
dominante sobre apomixis y que la misma estaria controlada por al menos dos
loci y a su vez condicionada por un efecto de dosaje de dos 0 mas alelos domi-
nantes. Posteriormente, ambas especies fuerori nuevamente analizadas, me-
diante estudios embriolégicos en diferentes progenies (Fi, F2s, retrocruzas,
etc.), y en ambos casos se propuso que la apomixis esta gobernada por un fac-
tor Mendeliano simple y el mismo seria dominante sobre sexualidad (Savidan
1982; Sherwood et al. 1994). De acuerdo a Savidan, los primeros resulitados
obtenidos por Taliaferro y Bashaw (1966) y Hanna et al. (1973), se debieron al
hecho que las plantas tetraploides naturales utilizadas como madre pudieron
haber sido apomicticas facultativas de genotipo Aaaa con un alto grado de ex-
presion sexual debido a genes modificadores. La capacidad apospérica de los
padres pudo no haber sido reconocida debido a la limitacién de los métodos
citolégicos y a la prueba de progenie utilizada en aquellos afos (Sherwood et
al. 1994). En Brachiaria, otra graminea tropical apospoérica, también se sugirié
que la apomixis tendria una herencia monogénica y dominante sobre sexuali-
dad (do Valle et al. 1994; Miles y Escandon 1997; do Valle y Savidan 1996). En
el complejo Ranunculus auricomus, perteneciente a la familia de las Rariincu-
laceas, se obtuvieron resultados similares a los anteriores, pero con algunas
variantes (Nogler 1975, 1982, 1984b). A partir de cruzamientos interespecificos

entre un diploide sexual de R. cassubicifolius (2n=2x=16) y un tetraploide apo-
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mictico de R. megacarpus (2n=4x=32) y el estudio de cuatro generaciones de
cruzamientos y retrocruzas, se concluyd que la apomeiosis en el género posee
un control monogenico. Tres hechos interesantes fueron registrados en este
estudio: 1) la formacién de dihaploides apomicticos en la segunda retrocruza,
algunos de los cuales fueron fértiles y pudieron ser usados para producir la si-
guiente generacion de retrocruzas; 2) la ausencia en la transmisién del alelo “A”
en gametas haploides y 3) la obtencién de un trisémico apomictico en la prime-
ra generacion de retrocruzas.

En el género de graminea diplospérica Tripsacum, Leblanc et al. (1995) y
Grimanelli et al. (1998a) encontraron una segregacion 1:1 en hibridos F; de
maiz-Tripsacum. Por su parte, en otro estudio realizado por Kindiger y Dewald
(1997) en hibridos entre las mismas especies, concluyeron que la apomeiosis y
la partenogénesis en Tripsacum dactyloides estan controladas por dos loci in-
dependientes. Segun Savidan (2000), estos resultados difieren con los anterio-
res por tratarse de cruzamierntos entre individuos de diferentes niveles de ploi-
dia. A conclusiones similares a las de Kindiger y Dewald (1997) se llegaron en
otros géneros diplospéricos. Kojima et al. (1994) observaron en la especie
Allium tuberosum, la presencia de dos hibridos que poseian un desarrolio y un
control genético de la apomeiosis y la partenogénesis independiente. En un
estudio reciente en la especie diplospérica Erigeron annus (Asteraceae), reali-
zado mediante cruzamientos entre un citotipo diploide sexual (2n=2x=18) y otro
triploide apomictico (2n=3x=27), se determiri6 que los dos comporientes princi-

pales del proceso apomictico, como son la formacién de sacos embrionarios no
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reducidos y la partenogénesis, no estan ligados entre si y por lo tanto son
heredados en forma independiente (Noyes 2000; Noyes y Rieseberg 2000). Por
el contrario, en Taraxacum, otro género diplospérico, Mogie (1988) propuso un
control genético diferente a los anteriores. De acuerdo a Mogie (1988) el con-
trol de la meiosis reside en un solo locus, donde el alelo silvestre a* controla la
reduccién meidtica, mientras que las copias en exceso del alelo mutante a” pa-
ra apomixis, controla la produccion de gametas femeninas no reducidas. La
relacidon de dominancia entre los alelos esta determinada por su proporcidon y
por el medio ambiente.

Una cuestion importante a tener en cuenta es la influencia que tienen los
factores ambientales sobre la expresion de la apomixis. Los cambios estaciona-
les en los regimeries de temperatura y luz pueden influenciar el comportamien-
to reproductivo en las poblaciones (Asker y Jerling 1992). En Eragrostis curvu-
la, una graminea con diplosporia facultativa, la exposiciérn en condiciones expe-
rimentales a un fotoperiodo de dias cortos, disminuyd el porcentaje de sacos
embrionarios no reducidos (Brix 1977). Entre las gramineas aposporicas, el
fotoperiodo también ejerce su influencia sobre la mayor o menor produccion de
sacos embrionarios no reducidos. En Dichanthium annulatum el acortamiento
de las horas de luz aumerita significativamente el porcentaje de sacos embrio-
narios aposporicos (Knox y Heslop-Harrison 1963). Quarin (1986) analizé la
incidencia del fotoperiodo en la formacidon de sacos embrionarios en ovulos
maduros de tres citotipos de Paspalum cromyorrhizon, bajo condiciones natura-

les y experimentales. Las plantas diploides de reproduccién sexual mostraron
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durante la primavera los valores mas altos de presencia de sacos embrionarios
mixtos (meidticos + apospéricos) mientras que los tetraploides apomicticos fa-
cultativos también tuvieron una mayor expresion de sacos embrionarios apos-
péricos durante la primavera-verano. Esto es coincidente con fotoperiodos lar-
gos de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad. Sin embargo, en condiciones de fo-
toperiodos cortos (12 hs de luz y 12 de oscuridad) hay una mayor incidericia de

sacos embnonarios de origen meiotico.

1.8. Marcadores moleculares como herramienta para estudios genéticos
Los marcadores moleculares constituyen uno de los principales aportes
de la biologia molecular a la genética vegetal. Estos comprenden un variado
conjunto de técnicas que permiten detectar diferencias a nivel del ADN, que
incluyen desde grandes deleciones e inserciones hasta mutaciories puntuales.
Hasta mediados de la década del 60 los marcadores utilizados para el estudio
de la genética y el mejoramiento vegetal eran controlados por genes asociados
a caracteres morfoldgicos. Debido al escaso numero de marcadores morfoldgi-
cos que es posible diferenciar en una misma poblacién, se reduce la probabili-
dad de encontrar asociaciories significativas entre estos marcadores y caracte-
res de importancia ecoridmica a través del estudio de poblaciones segregarites.
Por otra parte, los marcadores morfolégicos estan restringidos a su identifica-
cidon en unas pocas plantas de importancia econémica, tales como el maiz,
arroz y tomate; mientras que el resto de las especies carecia de informacion a

este nivel. El nimero de marcadores genéticos disponibles, como asi también
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su potencial analisis en diferentes especies, pudo ser ampliado a partir del de-
sarrollo de los marcadores isoenzimaticos. Con el adveriimiento de las técnicas
modernas de biologia molecular, surgieron diversos métodos de detecciéon de
polimorfismo genético a nivel de ADN. Los ensayos a partir de los cuales se
generan marcadores moleculares pueden ser divididos en cuatro principales
categorias:

(1) ensayos basados en digestion del ADN con endonucleasas y posterior
hibridacion, fundamentaimerte RFLP (Polimorfismos para el largo de los
fragmentos de restriccion) (Botstein et al. 1980; Tanksley et al. 1989).

(2) ensayos basados en la amplificacién del ADN, representados principal-
mente por dos técnicas:

a. RAPD (Polimorfismos de ADN amplificados al azar) (Williams et
al. 1990)

b. AP-PCR (PCR de iniciadores arbitrarios) (Welsh y McClelland
1990).

(3) ensayos basados en la amplificacion selectiva de fragmentos de restric-
cion de ADN, denominados AFLP (Vos et al. 1995)

(4) ensayos basados en la amplificacion de secuencias repetitivas del ADN
de 1-6 pb de longitud denominadas Microsatélites o SSR (repeticiones

de secuencias simples) (Litt y Luty 1989)
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1.8.1. RFLP

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP) se ba-
san en separar mediante electroforesis los fragmentos de ADN obtenidos por
digestiébn con una enzima de restricciorn, y detectar mediante hibridacion con
fragmentos de ADN marcados (sondas), correspondientes a secuericias Gnicas
o de bajo numero de copias (Tanskley et al. 1989), que determinara la genera-
cion de un patron simple de hibridacién. Un RFLP ocurrirda cuando existan va-
riaciones en la secuencia de ADN que involucren cambios en la distancia entre
sitios de corte de la enzima, en fragmentos que incluyan la secuencia corres-
pondiente a la sonda utilizada (Figura 4). Los RFLP detectan tanto mutaciones
puntuales que afectan sitios de restriccion, como rearreglos cromosémicos (in-
versiones, deleciones e inserciones) en la vecindad de sitios de corte, siendo
éstos Uitimos las causas mas frecuentes de polimorfismos en vegetales supe-
riores.

Los RFLP son alta y establemente heredables, de efecto fenotipico neu-
tro, no influenciables ambientaimente, de segregacién mendeliana, muitialélicos
y fueron los primeros marcadores que se desarroliaron con posibilidad de satu-
rar un mapa. Si bien esto es tedricamente irrefutable, en la practica existen dos
limitaciones: el nimero de sondas desarrolladas y el escaso grado de polimor-
fismo encontrado en ciertos organismos.

El desarrollo de sondas para RFLP incluye el aislamiento, clonado y se-

lecciéon de fragmentos de ADN, y ademas requiere una extensiva evaluacion
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para identificar secuencias de bajo numero de copias (0 ADN de secuencia
Unica).

Otra desventaja inherente a los RFLP es que son técnicamente complejos
(requieren cierta infraestructura), de alto costo e involucran mucho trabajo.
Ademas, la cantidad de ADN necesario (un minimo de 10 pg por genotipo por
carril electroforético) hace impracticable detectar RFLP para un gran numero de
sondas partiendo de plantulas.

En resumen se puede decir que las principales ventajas y desventajas de
los RFLP son las siguientes:

Ventajas:

1) Es una técnica de visualizacién co-dominante (permite observar 2 alelos
en el heterocigota) y multialélica mostrando una alta informacién polimérfi-
ca, segur el grupo de analisis.

2) Son altamente reproducibles y las soridas son en la mayoria de los casos
de caracter publico.

3) Sirven para establecer mapas comparativos entre distintas especies y aun
entre distintos géneros (sintenia).

4) Son puntos de anclaje de otros marcadores en mapas de ligamiento.

Desventajas:

1) El desarrollo de las genotecas es laborioso y costoso, al igual que la se-
leccion de los clones para secuencias de bajo numero de copias.

2) Se requiere la utilizacién de mucha cantidad de ADN de gran pureza

3) La aplicacion es muy laboriosa y costosa.



1. INTRODUCCION

BamHl EcoR1

ADN genotipo A J |

o BamH]1

37

EcoRl1

BamHl EcoRl EcoR! BamH1 EcoRI

|

; ADN genotipo B

GAATTC
BamHl EcoRIl EcoR1

ADN genotipo C

Bamlil

EcoRl

mutacién insercién
EcoRI BamHI1
A B C A B C

I AUTORRADIOGRAFIAS
DE LOS "SOUTHERN
BLOTS"

Figura 4: Deteccion de polimorfismos mediante la técnica de RFLP.

1.8.2. RAPD

En la técnica de RAPD, utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), un oligonucledtido (“primer”) actia como iniciador para la ADN polime-

rasa a lo largo de todo el genoma a partir de los sitios donde se presernten se-

cuencias complementarias. Cuando dos “primers” hibriden en hebras comple-

mentarias y a una distancia de 200 a 3000 pares de bases entre ellos, el frag-
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mento comprendido entre las secuencias complementarias a los “primers” sera
amplificado. El producto generado podra visualizarse mediante una electrofore-
sis en gel de agarosa. Si dos genotipos difieren en las secuencias complemen-
tarias a los primers, presentaran un polimorfismo entre ellos consistente en la
presencia versus ausencia de una o mas bandas (Figura 5) (Williams et al.

1990; Welsh y McClelland 1990).

Ventajas:
1) Los ensayos requieren una muy pequena cantidad de ADN
2) Suelen ser eficientes en la deteccidn de polimorfismos

3) No requieren una tecnologia sofisticada para su realizacién

Desventajas:

1) Son marcadores de visualizacién dominante (como se mencioné anterior-
mente).

2) La informacién de un locus no puede ser siempre extrapolada entre espe-
cies. Es decir, a medida que aumenta la distancia genética aumenta la
probabilidad de que 2 bandas que comigren pertenezcan a 2 loci diferen-
tes.

3) No son altamente reproducibles entre distintos laboratorios.
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Figura 5: Deteccién de polimorfismos mediante la técnica de RAPD
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1.8.3. AFLP

Recientemente, se ha desarrollado una nueva técnica que utiliza una
combinacién de los dos métodos descriptos anteriormente (digestion y amplifi-
cacion) para detectar variabilidad. Se la denomina polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) y combina la presencia o ausencia de sitios de
restriccion y la existencia de polimorfismos de secuencia adyacente a esos si-
tios (Figura 6). Los AFLP fueron desarroliados por Zabeau y Vos (1993) y por

Vos et al. (1995). Se basan en la restriccion de ADN con dos enzimas de res-

triccion, una de corte poco frecuente, como EcoRI (que reconoce una secuen-
cia de 6 bases) y la otra, Msel (que reconoce una secuencia de 4 nucleétidos)

con una frecuencia mucho mas alta. Una vez generados estos fragmentos, los
mismos son ligados a adaptadores de doble cadena, para cada uno de los si-
tios de restriccion obtenidos. De esta manera se obtienen secuencias de ADN
con sus extremos conocidos, como para amplificarlas por medio de la técnica
de PCR. Los fragmentos que se obtienen son de tres tipos segun los extremos
agregados:

- ambos extremos con sitios EcoRI

- ambos extremos con sitios Msel

- con extremos distintos.

De esta manera el nimero de productos obtenidos es muy grande (de-
pendiendo de la complejidad del genoma) e imposible de analizar en una sola
corrida electroforética. Para disminuir la complejidad del patrdn de bandas se

realiza una segunda amplificacién mediante PCR con oligonocleétidos selecti-
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vos, los cuales poseen bases nucleotidicas adicionales en los extremos 3.
Luego de la amplificacién, los fragmentos producidos se separan mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida y se tifien con nitrato de plata o bien
se utiliza marcacidén radiactiva y se revelan autoradiograficamente. También
pueden evidenciarse en sistemas de secuenciacién nucleotidica automatica
marcados con fluorocromos.

Segun la técnica empleada para revelar el gel, pueden observarse distin-
tos productos. Asi por ejemplo, si se marca con nucleétidos radiactivos o fluo-

rescentes el oligonucleétido EcoRI, sélo se veran los fragmentos que posean al
menos un extremo EcoRI en su secuencia. En cambio, si se utiliza la tincién

con plata, se veran todos los fragmentos que se hubieran amplificado, inde-
pendientemente de los extremos, dependiendo entonces de la magnitud de la
amplificaciéon y del tamafio. Si bien el mayor numero de fragmentos que se am-
plifica posee sitios Msel a ambos lados, como son de tamafio muy pequefio, se
pierden con el frente de corrida del gel y no se visualizan. Por lo tanto, en gene-
ral sélo se evidencian los fragmentos EcoRI-EcoRI y los EcoRI-Msel, inde-

pendientemente del método de tincién que se emplee.

Estos marcadores moleculares (asi como los RAPD) en general son de
visualizacion dominante, ya que raras veces el alelo produce amplificacién pro-
ductiva o, en el caso de hacerlo, se requiere de cruzamientos para confirmar
que se trata de alelos. Por otro lado, la ausencia compartida de una banda en-
tre dos genotipos (que comparten el "alelo” nulo) no se considera como criterio

de relacién genética porque suele estar causada por mutaciones no relaciona-
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das (causantes de este comportamiento). La falta de multialelismo y la imposi-
bilidad de contabilizar las dos variantes alélicas reducen notablemente el con-
tenido de informacion polimérfica aportado por este tipo de marcadores. Com-
parados con los RFLP y SSR, el numero de alelos polimérficos es menor, pero
el numero de loci que se evalua en una unica combinacion de “primers” es mu-
cho mayor y por lo tanto son mas efectivos en la cobertura y representacion del
genoma. Los AFLP tienen la ventaja de que no se necesita conocimiento previo
de secuencia para su uso, y con una sola reaccion se evaluan varias regiones
del genoma simultaneamente. Asimismo, el uso de AFLP ha evidenciado gran
utilidad en especies que han presentado bajo nivel de polimorfismo con RFLP
y RAPD, (Maughan et al. 1996).
En resumen las principales ventajas de los AFLP son:
1) El gran numero de loci ensayados simultaneamente.
2) Son muy reproducibles debido a la exigente temperatura de hibridacion
durante la PCR.
3) No se requiere informacion previa, y puede aplicarse a cualquier organis-
mo
Las desventajas son:
1) Son marcadores de visualizacion dominante (igual que los RAPD)
2) Requieren una buena calidad de ADN.
3) Requieren de la utilizacién de geles de secuenciacién y tincion con nitrato

de plata, autoradiografia o fluorescencia (secuenciador automatico).
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ADN gendmico
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Figura 6: Representacidon esquematica de la obtencion de polimorfismos me-
diante la técnica de AFLP
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1.8.4. Microsatélites o SSR

El término microsatélite fue introducido por Litt & Luty (1989) para descri-
bir repeticiones cuyos motivos van de 1 a 6 pb. Son marcadores muy importan-
tes debido a que son co-dominantes, multialélicos y estan distribuidos en todos
los genomas de los organismos vivos. Son muy utilizados en el desarrollo de
mapas genéticos y como herramienta en la identificacién de genotipos median-
te huellas dactilares (“fingerprinting”) y en la seleccién asistida por marcadores.
Para poder utilizarlos es necesario desarrollar una biblioteca de fragmentos
genomicos pequenos (300-500 pb) de la especie a estudiar. Como estas biblio-
tecas no estan desarrolladas para la mayoria de las especies vegetales y en
particular para Paspalum, ademas de ser costosas y requerir mucho trabajo, no
fue posible utilizar estos marcadores para este estudio y por lo tanto no nos

abocaremos a su descripcion.

1.8.5. Criterios de eleccion de los marcadores mas apropiados

Debido a que cada uno de los sistemas de marcadores citados cuenta
con distintas clases de ventajas y desventajas, la elecciéon de uno u otro siste-
ma dependera de los objetivos particulares del proyecto de mapeo u mejora-
miento encarado. La introgresion de caracteres, el mapeo de caracteres cuali-
tativos, el mapeo de caracteres cuantitativos y el analisis de germoplasma tie-
nen cada uno diferentes desafios técnicos, y por lo tanto diferentes requeri-

mientos de los marcadores (Mazur y Tingey 1995).
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Uno de los puntos mas algidos de diferencia entre los sistemas de marca-
dores es la codominancia versus dominancia. Esto es especialmente importan-
te cuando se intenta discriminar en un locus determinado, el comportamiento
de todos los alelos (i.e. AA/Aa/aa). Si por motivos econdmicos, técnicos o de
otra indole, se decide optar por alguno de los marcadores dominantes, puede
salvarse parcialmente la pérdida de informacién genética transformando el
marcador dominante del locus de interés en un marcador codominante.

La utilizacion de marcadores moleculares en el mejoramiento genético
vegetal esta orientada a la identificaciéon y localizacién de genes (o regiones
gendmicas) relacionados con caracteres de interés agronémico. Para lograr
este objetivo es necesario desarrollar detallados mapas de ligamiento genético
(Tanksley et al. 1989). E! interés final de la mayoria de los estudios de mapeo
de genes de interés, es lograr clonar (aislar) y controlar dichos genes. Es im-
prescindible contar con mapas de ligamiento altamente saturados (i.e. con una
alta densidad de marcadores por cromosoma) para poder iniciar estrategias de
clonado posicional (“positional cloning”), también llamado clonado en base a
mapeo (“map-based cloning”). Estas estrategias se basan en las técnicas de
caminado cromosémico (“chromosome walking”) (Wicking y Williamson 1991;
Giraudat et al. 1992; Martin et al. 1993) y mas recientemente aterrizaje cromo-
sémico (“chromosome landing”) (Tanksley et al. 1995).

Usando marcadores moleculares se construyeron mapas genéticos en
numerosas especies vegetales: tomate (Tanksley et al. 1992); maiz (Coe et al.

1990; Burr et al. 1988); papa (Gebhardt et al. 1991), soja (Muehlbauer et al.
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1991); arroz (McCouch et al. 1988); caiia de azucar (Al-Janbi et al. 1993) y trigo
(Hart 1994).

Para caracteres monogénicos u oligogénicos, cuyo modo de herencia
puede ser determinado por métodos mendelianos clasicos, el mapeo puede ser
realizado por analisis de cosegregacion de los marcadores y el caracter
(Tanksley et al. 1989, Melchinger 1990). Los marcadores moleculares ligados a
esta clase de caracteres (principalmente resistencias a hongos, bacterias, virus
e insectos) han sido identificados en diversas especies (Barone et al. 1990;
Bentolila et al. 1991; Martin et al. 1991; Michelmore et al. 1991; Paran et al.
1991; Ritter et al. 1991; Leonards-Schippers et al. 1992; Martin et al. 1992; Ro-

nald et al. 1992; Balintkurti et al. 1994).

1.8.6. Antecedentes del uso de marcadores moleculares para la caracteri-
zacién genética y genomica de la apomixis

El estudio de la apomixis necesita de una metodologia de cuantificacién
rapida y exacta, de tal manera de evitar la aplicaciéon de métodos histologicos
tediosos o testes de progenie (Koltunow 1995).

El reciente desarrollo de la tecnologia de marcadores moleculares ofrece
la posibilidad de una rapida busqueda y determinacién ("screening”) del carac-
ter, en caso de encontrar un marcador lo suficientemente ligado, y la posibilidad
de una mejor caracterizacién del proceso apomictico. Esto seria una herra-
mienta esencial en los programas de mejoramiento genético (Hanna 1995). Los

marcadores moleculares también posibilitarian el desarrolio de estudios compa-
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rativos sobre la estructura gendmica y facilitarian el aislamiento de los genes
responsables, mediante clonado posicional, en caso de encontrarse lo suficien-
temente ligados al locus en cuestién (Pessino et al. 1999).

Todavia son escasas las referencias existentes sobre la utilizacion de la
tecnologia de los marcadores moleculares aplicada al estudio del proceso
apomictico.

Desde hace varios anos atras que algunos centros importantes de investi-
gacion estan tratando de transferir la apomixis a las especies de importancia
econémica. Debido a que dicho caracter no esta presente en las especies culti-
vadas, se recurrié a hibridaciones interespecificas con parientes salvajes que si
poseen dicho caracter. Este es el caso de Tripsacum, un género emparentado
con el maiz, y el cual posee apomixis del tipo diplospérica. A partir de cruza-
mientos entre ambas especies (ver 1.6.1.), dos grupos independientes de in-
vestigacién, obtuvieron una poblacién hibrida F,, la cual segrega 1.1 para el
modo de reproduccién (Leblanc et al. 1995, Kindiger et al. 1996). En los ultimos
anos estas poblaciones fueron utilizadas para la deteccion de marcadores mo-
leculares ligados a la region genémica de la apomixis. Para ello, se valieron de
la sintenia existente entre los genomas de las gramineas, mediante la exami-
nacion del genoma hibrido a partir de sondas distribuidas por todo el mapa de
maiz. La técnica de analisis de segregantes combinados ("bulked segregant
analysis”, BSA) permitié un rapido analisis e identificacion de marcadores rela-
cionados con la regién responsable del caracter. Leblanc et al. (1995) encontra-
ron que todos los marcadores ligados a diplosporia pertenecen al mismo grupo

de ligamiento en maiz, localizados en el extremo distal del brazo largo del cro-
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mosoma 6. Por su parte, Kindinger et al. (1996) confirmaron estos resultados y
suministraron nuevas evidencias mediante la evaluacion de materiales genera-
dos de lineas apomicticas que poseen 30 cromosomas de maiz (Mz) + 9 cro-
mosomas de Tripsacum (Tr). En la primera generacién de plantas sexuales
derivadas de padres apomicticos, se encontré por analisis cariotipico, que las
mismas carecian de Tr16, lo cual indica que Tr16 posiblemente porta los genes
que controlan el desarrollo apomictico. El analisis comparativo mediante RAPD,
de varias progenies hibridas, y una probable translocaciéon Mz6L-Tr16L, la cual
parece contener gran parte de la regién Mz6L y haber perdido el brazo Tr16S,
permitié asignar varios marcadores de RAPD al locus que controla la apomixis
en Tri6L.

El mapeo de hibridos tetraploides diplospéricos de maiz-Tripsacum de-
mostrd una fuerte restriccion a la recombinacién en el area asociada con la
apomixis, al compararla con el correspondiente segmento en diploides sexua-
les de Tripsacum y maiz (Grimanelli et al. 1998a). Estos resultados fueron in-
terpretados como una evidencia indirecta de la existencia de un grupo de ge-
nes de funcion relacionada, los cuales estan fuertemente ligados y actian en el
desencadenamiento y el desarrollo del proceso apomictico.

En tres especies de gramineas apospéricas se ha informado la identifica-
cién de marcadores moleculares ligados a apomixis. Uno de esos fue realizado
en hibridos interespecificos de Pennisetum, producidos por cruzamientos entre
un tetraploide inducido de "mijo perla" (Pennisetum glaucum) (2n=4x=28), un
especie apomictica relacionada (Pennisetum squamulatum) (2n=6x=54) y una

especie puente (Pennisetumn purpureum) (2n=4x=28) (Ozias-Akins et al. 1993).
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Se utilizaron lineas clonales de la tercera generacion de retrocruzas (BC3) y los
cuatro cultivares o accesiones en su "pedigree". De todos los marcadores re-
portados, los mas importantes fueron un fragmento de RFLP (UGT197) y un
marcador RAPD (OPC-04). Ambos detectaron un marcador en BC3 que sola-
mente fue compartido con el padre apomictico P. squamulatum. UGT197 no
hibridé con ninguno de los genotipos no apomicticos de BC3; mientras que tan-
to UGT197 y OPC-04 siempre estuvieron presentes en las plantas apomicticas
obligadas. En un trabajo posterior realizado en 29 accesiones de Pennisetum,
se demostré que UGT197 fue el que mas consistentemente estaba asociado
con el caracter (Lubbers et al. 1994). Marcadores de RAPD fueron también uti-
lizados para producir un mapa de la region.

En un trabajo publicado recientemente, Ozias-Akins et al. (1998) reporta-
ron que los genes para apomixis en Pennisetum squamulatum (2n=6x=54) es-
tarian ubicados en un segmento hemizigético, en el cual la recombinacién esta
reprimida, y al cual denominaron ASGR (Apospory Specific Genomic Region).
La falta de recombinacién cerca del locus de apomixis, similar al ejemplo de
Tripsacum, podria ser importante en el mantenimiento de la herencia del carac-
ter, evitando de esa manera la dispersién de genes que estan acoplados en su

funcién.

1.9. Paspalum: Su importancia como género apomictico
Paspalum es un género perteneciente a la familia de las Gramineas, sub-

familia Panicoideae, tribu Paniceae, el cual pose mas de 400 especies distri-
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buidas por todo el continente americano (Chase 1929). Muchas de estas espe-
cies son importantes forrajeras en regiones tropicales y subtropicales del nuevo
mundo. Posee especies diploides de reproduccion sexual y poliploides sexua-
les o apomicticas (Quann y Norrmann 1987; Quarin 1992). La poliploidia esta
presente en aproximadamente el 80 % de las especies, existiendo una gran
variacién en el nivel de ploidia que va desde 3x (Quarin y Lombardo 1986) has-
ta 16x (Burton 1940). Se considera que aproximadamente la mitad de éstos
poliploides son tetraploides. Por otro lado, la mayoria de los tetraploides son
apomicticos y la aposporia es el tipo de apomixis predominante (Quarin 1992).
En el género es comin que muchas especies tetraploides apomicticas posean
su contraparte coespecifica diploide sexual. Estos diploides poseen una meio-
sis regular con un apareamiento cromosémico de 10 bivalentes y una distribu-
cion normal. En general son alégamos debido a un sistema genético de autoin-
compatibilidad. Por el contrario, la mayoria de los tetraploides apomicticos tie-
nen una meiosis irregular, con asociaciones cromosémicas multiples, prevale-
ciendo la formacién de cuadrivalentes. Debido a elio se ha sugerido que la au-
toploidia o la aloploidia segmental han sido el principal origen de muchos tetra-
ploides apomicticos. Sin embargo, todos los tetraploides que se reproducen
sexualmente poseen una meiosis regular, con bivalentes como principal aso-
ciacién cromosomica, lo cual sugiere un origen aloploide (Quarin 1992).

Existen evidencias que en el género la mayoria de las especies apomicti-
cas se han originado por autoploidia de diploides sexuales alégamos (Norr-
mann et al. 1989; Quarin et al. 1989; Quarin y Norrmann 1990). Por otro lado,

en Paspalum simplex, el analisis mediante marcadores de RFLP de hibridos
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entre tetraploides apomicticos naturales y diploides sexuales duplicados me-
diante colchicina, determind una segregacién de tipo tetrasémica, con lo cual
constituye otra evidencia genética del origen autoploide de muchos apomicticos

(Pupilli et al. 1997).

1.9.1. La especie Paspalum notatum Fliigge
1.9.1.1. Taxonomia
1.9.1.1.1. Descripcién botanica

Es una graminea perenne que posee rizomas superficiales rastreros,
gruesos, formado por cortos entrenudos, usualmente cubiertos por las viejas
vainas foliares secas. Tiene un tallo simple ascendente, geniculado en el nudo
entre el primero y segundo entrenudo elongado, de lo contrario erecto, de 10-
60 cm de altura. Las hojas estan usualmente comprimidas en la base con vai-
nas estriadas superpuestas, glabras o con margenes ciliados hacia el apice. La
lamina usualmente es plana o algo plegada hacia la base, linear-lanceolada de
3-30 cm de longitud, 3-12 mm de ancho, usualmente glabra o ciliada hacia la
base, rara vez pubescente. Tiene inflorescencias sub-conjugadas con un corto
y casi imperceptible eje comun, con dos racimos, a veces 3, ascendentes o
recurvo-divergente en algunas razas, 3-14 cm de longitud. Tiene un raquis gla-
bro, flexuoso, verde o purpureo. Las espiguillas son solitanas, formando dos
hileras a cada lado del raquis, de forma aovado-elipticas comprimidas, brillan-
tes, glabras, de 2,5 a 4 mm de longitud, 2 a 2,8 de ancho, con anteras y estig-

mas purpureos y con cariopse oval de 1,8 mm de longitud y 1,2 mm de ancho.
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1.9.1.1.2. Variedades botanicas

Existen descriptas dos variedades botanicas de Paspalum notatum:
La variedad tipica se conoce con el nombre en inglés “Common Bahiagrass”
es la mas ampliamente distribuida, posee hojas anchas, fuerte enraizamiento y
propagacion lenta por fuertes rizomas con cortos entrenudos.

‘Pensacola Bahiagrass” pertenece a P. notatum var. saurae, la cual
comparada con la anterior es mas aita, se extiende mas rapidamente, posee
hojas mas largas y angostas, espiguillas mas pequenas, y puede tener mas

racimos por inflorescencias.

1.9.1.2. Genética
1.9.1.2.1. NGmero cromosémico

El primer recuento cromosomico fue hecho por Burton (1940) quién de-
terminé 2n = 40 para “Common Bahiagrass”. Si bien muchos estudios indican
que este es el numero cromosémico mas comun, un citotipo de 20 cromoso-
mas fue descubierto en Pensacola, Florida (USA); donde fue introducido acci-
dentalmente desde Entre Rios, Argentina, su centro de origen (Burton 1946;
Saura 1948). Los citotipos con 2n = 20 cromosomas pertenecen a la variedad
botanica P. notatum var. saurae el cual usualmente es conocido como “Pensa-
cola Bahiagrass”. Se hicieron estudios de 150 colecciones de P. notatum, prin-
cipalmente de origen sudamericano (Tischler y Burton 1995; Pozzobon y Valls
1997). En dichos trabajos se determind que el 88 % poseia 2n = 40 cromoso-

mas, mientras que las plantas con 2n = 30 y 2n = 50 cromosomas fueron ex-
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cepcionales. Las plantas con 2n = 20 cromosomas fueron encontradas sola-
mente en el noreste de Argentina, mientras que unas 12 accesiones con 2n =
20 coleccionadas en el sur de Brasil fueron consideradas escapes de areas de
pasturas cultivadas de “Pensacola Bahiagrass”. Experimentalmente, se obtu-
vieron plantas con 2n = 50 y 2n = 60 cromosomas, mediante polinizacién de
una planta apomictica de 40 cromosomas con polen de otra de 20 y 40 cromo-
somas respectivamente (Burton 1948; Martinez et al. 1994). Plantas con 40
cromosomas fueron producidas a partir de citotipos de 20 cromosomas des-
pués del tratamiento con colchicina (Forbes y Burton 1961), método que oca-
sionalmente también puede producir plantas con 80 cromosomas (Quarin

1999).

1.9.1.2.2. Niveles de ploidia

Para muchas especies de Paspalum, el nimero cromosémico basico es
x = 10, aunque fueron propuestos x = 6 y x = 9 para el complejo P. almum
(Quarin 1974) y para P. contractum (Davidse y Pohl 1974), respectivamente.
Paspalum notatum pertenece a las especies con x = 10 y, en consecuencia, en
la naturaleza existe un rango que se extiende del diploide (2n = 2x = 20) al pen-
taploide (2n = 5x = 50). Por otra parte, fueron producidos hexaploides (2n = 6x
= 60) y octoploides (2n = 8x = 80) en condiciones experimentales (Burton 1948,
Quarin 1999). Han sido observadas asociaciones cromosomicas multivalentes,
principalmente cuadrivalentes, en las meiosis de todas las accesiones tetra-

ploides evaluadas. En diferentes accesiones se observaron rangos de 2 a 10
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cuadrivalentes por célula madre del polen (Forbes y Burton 1961; Magoon y
Manchanda 1961; Fernandes et al. 1973). Los clasicos estudios citologicos de
Forbes y Burton (1961) involucrando plantas autotetraploides sexuales induci-
das, tetraploides naturales apomicticos e hibridos de individuos sexuales por
apomicticos a nivel tetraploide, indicaron que la autoploidia es el origen de las
razas tetraploides apomicticas de “Common Bahiagrass”. Ademas, los hibridos
triploides obtenidos de cruzamientos entre el diploide “Pensacola Bahiagrass”
y accesiones tetraploides de “Common Bahiagrass” mostraron hasta 10 triva-
lentes por microsporocito en la meiosis, sugiriendo una completa homologia
entre el juego cromosdmico aportado por la madre diploide y los dos juegos
cromosdémicos provistos por el padre tetraploide (Forbes y Burton 1961). Resul-
tados similares fueron observados por Quarin et al. (1984), sosteniendo la hip6-

tesis que P. notatum es un complejo agamico con varios niveles de ploidia y

originados por autoploidia.

1.9.1.2.3. Métodos de reproduccion

Paspalum notatum var. saurae, “Pensacola Bahiagrass”, es un citotipo di-
ploide (2n = 2x = 20) el cual posee un comportamiento meiético regular, se re-
produce sexualmente, y es de polinizaciéon cruzada debido a que muchas plan-
tas son autoincompatibles (Burton 1955).

“Common Bahiagrass” comprende razas tetraploides que se reproducen
por medio de apomixis obligada y seudogamia (Burton 1948). Los estudios em-

briologicos determinaron que el tipo de apomixis es la aposporia (Bashaw et al.
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1970). La polinizacién es esencial para la produccién de semillas, porque el
desarrollo del endosperma depende de la fertilizacion de los nlcleos polares
del saco embrionario apospérico, por parte de una de las gametas masculinas
reducidas. La fertilizacién y el desarrollo del endosperma son independientes
del nivel de ploidia del donador de polen. Ademas, el polen de especies estre-
chamente relacionadas como P. cromyorrhizon puede conducir a la formacion
de semillas fértiles portando un endosperma hibrido pero un embrién con el
genotipo materno (Quarin 1999).

Plantas autotetraploides inducidas por tratamiento con colchicina de semi-
llas diploides fueron clasificadas como totalmente sexuales y de facil hibrida-
cion con razas tetraploides apomicticas naturales cuando se usé como madre
(Forbes y Burton 1961). Analisis citolégicos de autotetraploides inducidos,
hibridos de plantas diploides con tetraploides apomicticas, e hibridos de plan-
tas tetraploides inducidas con tetraploides apomicticas, demostraron que los
tetraploides naturales son originados por autoploidia y que el juego cromosémi-
co de los citotipos diploides es homologo a los juegos cromosdmicos de las
citotipos tetraploides.

Plantas triploides fueron esporadicamente encontradas en la naturaleza
(Gould 1966; Tischler y Burson 1995; Quarin et al. 1989), y también en parce-
las experimentales (Burton y Hanna 1986). El nivel de ploidia de los triploides
es mantenido a través de las generaciones debido a que éstos se reproducen
por apomixis. Sin embargo, cuando se poliniza con polen de citotipos diploides,
una proporcién de la progenie se origina por la fertilizacion de una gameta fe-

menina no reducida (2n = 30) por una gameta masculina reducida (n = 10) for-



L. INTRODUCCION 56

mando nuevos tetraploides apomicticos (Burton y Hanna 1986; Quarin et al.
1989). Esto sugiere que la variabilidad genética encontrada en los tetraploides
apomicticos naturales se origina a través de un proceso de poliploidizacion
sexual y que las plantas triploides pueden originarse por la formacién eventual
de gametas no reducidas en poblaciones diploides. Estos triploides pueden ser
polinizados por las plantas diploides de los alrededores, produciendo nuevos
tetraploides apomicticos. Esta suposiciéon implica que el gen o los genes para
apomixis existen a nivel diploide aunque los diploides apomicticos nunca han
sido encontrados. Sin embargo, Quarin y Bovo (1995) produjeron plantas auto-
tetraploides apomicticas facultativas a partir de semilla diploide. Esto corrobora
la existencia de factores que controlan la apomixis a nivel diploide, aunque su

expresion requiere de la condicion poliploide.

1.9.1.2.4. Herencia de la apomixis en P. notatum: estudios previos

Burton y Forbes (1960) cruzaron plantas autotetraploides sexuales induci-
das por colchicina con plantas apomicticas obligadas. El rango obtenido en F;
sugiere que la apomixis fue recesiva con respecto a sexualidad y controlada
por unos pocos genes recesivos. Asumiendo un mecanismo modificador, sus
datos fueron muy cercanos a una herencia tetrasémica, lo cual permite la pos-
tulaciéon de un genotipo aaaa para el padre apomictico. Las diferentes proge-
nies fueron clasificadas mediante la prueba de progenie basado en caracteristi-
cas morfologicas de unos pocos descendientes (10 a 15 plantas F, para clasifi-

car cada progenie F, y 5 plantas F3 para clasificar las progenies F>).
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Las conclusiones de este estudio no fueron muy convincentes, porque no
se analizd embrioldgicamente el sistema reproductivo de la madre (diploide
sexual "tetraploidizado" con colchicina), y porque la prueba de progenie utiliza-
da para la clasificacion de las progenies puede conducir al error por cuanto una
planta apomictica facultativa no puede diferenciarse de una sexual ya que am-
bas pueden segregar, especialmente aquellas con baja expresion de la apo-
mixis, lo cual produciria progenies que serian dificultosas para diferenciar de
progenies de plantas sexuales. Aunque ellos afirmaron que la apomixis faculta-
tiva no ocurrié en las progenies analizadas, una planta sexual (Q3664) de los
cruzamientos de sus progenies segregantes fue analizada embriolégicamente
varios anos después. Los resultados indicaron que el 70 % de los 6vulos madu-
ros tenia un saco embrionario meiético normal, 15 % tenia uno a varios sacos
aposporicos, y el 15 % restante tenian un saco meidtico normal rodeado por
uno o varios sacos aposporicos (Quarin et al. 1984). El analisis mediante mar-
cadores moleculares (RFLP y RAPD) de progenies autofecundadas de la mis-
ma planta revelé que aproximadamente un 16 % de los individuos eran de ori-
gen maternal (Ortiz et al. 1997). Por lo tanto, el sistema genético que controla
la reproducciéon apomictica en P. notatum no esta aun bien entendido y nuevos

métodos de analisis serian necesarios realizar.

1.9.1.3. Distribucién y Adaptacién
1.9.1.3.1. Centro de Origen
Paspalum es un género del trépico y regiones templados calidas del Nue-

vo Mundo, y es particularmente abundante en Brasil, este de Bolivia, Paraguay
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y noreste de Argentina. Las pocas especies no nativas del continente america-
no pertenecen a P. scrobiculatum (Chase 1929). Aunque la especie P. notatum
tiene una amplia distribucién en América, la distribucion de las primitivas razas
diploides esta confinada a las provincias de Corrientes, Entre Rios, y el borde
este de Santa Fe, Argentina (Burton 1967). El area entera es de alrededor de
185 millas de ancho y 435 millas de longitud, distribuidas entre los rios Uruguay
y Parana y también unos pocos kildmetros hacia el oeste del rio Parana. El te-
traploide apomictico “Common Bahiagrass”, es una de las mas abundantes
especies de los pastizales nativos de la region. Las poblaciones diploides son
poco frecuentes y usualmente restringidas a los suelos arenosos a lo largo de
los rios y en las planicies arenosas de las islas del rio Parana. La busqueda
del origen del “Pensacola Bahiagrass” condujo a Burton (1967) a descubrir una
gran poblacion natural del citotipo diploide que cubria la isla Berduc del rio Pa-
ranad. En dicha isla encontro toda la variaciéon genética que él habia observado
antes en USA para “Pensacola Bahiagrass” cultivado o naturalizado. Otra gran
poblacion del citotipo diploide, con gran variacién genética, fue encontrada en
Cayasta, a 70 Km. al noreste de Santa Fe, todas alrededor de las ruinas del
sitio donde la ciudad de Santa Fé fue originalmente fundada.

Como los biotipos diploides de P. notatum var. saurae son nativos de esta
region y debido a que los estudios citogenéticos indican que las razas de
“Common Bahiagrass” son autotetraploides y comparten juegos de cromoso-
mas homoélogos con los diploides, la regién es considerada el centro de origen
de la especie. Esta region junto con el estado de Rio Grande do Sul, Brasil,

tiene la mayor diversidad de especies de Paspalum estrechamente relaciona-
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das con P. notatum, los cuales han sido agrupados por Chase (1929) en el

grupo taxonémico informal denominado Notata.

1.9.1.3.2. Geografica

Los citotipos diploides de P. notatum var. saurae han sido ampliamente
distribuidos desde su area nativa en el nordeste de Argentina a través del
hemisferio occidental. Después de su introduccion accidental en la Florida
(USA) fue llevado al cultivo a todo el estado y principalmente a las regiones del
sur, donde se escap6 del cultivo y se convirtié en una especie naturalizada. Las
variedades “Pensacola”y “Tifton 9” fueron vendidas en varios paises de Améri-
ca del Sur como forrajeras y para césped. Aunque el éxito fue pequeno en
comparacién con las superficies cultivadas en USA, es una importante grami-
nea forrajera cultivada en el sur de Brasil, donde puede eventualmente ser en-
contrada escapada de cultivo (Pozzobon y Valls 1997).

Los biotipos tetraploides se distribuyen en tierras abiertas, sabanas, y
pasturas hasta 2.000 metros sobre el nivel del mar, desde Mexico central y el
caribe hasta la Argentina (Chase 1929). El “Common Bahiagrass” es el princi-
pal constituyente de muchos pastizales nativos del sur de Brasil, Paraguay,
nordeste de Argentina y Uruguay. Ha sido introducido en USA y muchos otros

paises alrededor del mundo.
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2. Justificacion

Paspalum notatum es una de las especies del género mas intensamente
estudiada desde el punto de vista citogenético, reproductivo y filogenético;
debido a su crecimiento perenne, su amplia distribucidn, la disponibilidad de
importantes colecciones vivas en nuestra regién como asi también en Brasil, su
versatilidad tanto para la propagaciéon por semilla como vegetativamente, su
facil mantenimiento en cultivo y en condiciones de invernadero, y la posibilidad
de poder manipularla de manera sencilla en programas de mejoramiento
genético mediante cruzamientos controlados.

La apomixis es un sistema de reproduccién ampliamente difundido en el
género Paspalum y en particular en P. notatum. Sin embargo, hasta el
momento fueron escasos los intentos realizados para estudiar su control
genético y determinar la regién gendédmica involucrada en dicho proceso. La
Unica referencia existente (Burton y Forbes 1960) data de varios anos atras, y
se realiz6 en momentos en que no se conocian las técnicas modernas para
estudios embriolégicos y reproductivos que nos permiten poder clasificar
grandes progenies con alta efectividad y en poco tiempo. Ademas, con el
advenimiento de las nuevas técnicas de biologia molecular, se abrié un campo
aln mayor para estudiar el caracter, como lo es la posibilidad de identificar los
factores genéticos responsables y a partir de ello lograr en un futuro préximo la
manipulacién y transferencia a especies cultivadas de importancia econémica.

A partir de los estudios sobre herencia de la apomixis en P. notatum

realizados por Burton y Forbes (1960), se realizaron varios intentos posteriores
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para estudiar dicho caracter mediante la utilizacion de plantas tetraploides
sexuales, obtenidas a partir de duplicaciones cromosémicas de diploides
sexuales con colchicina. Sin embargo, todos estos intentos han fallado, debido
a que las plantas obtenidas fueron apomicticas facultativas (Quarin y Bovo
1995). Por ello, hace un par de anos atrds se recurrid a hibridaciones
interespecificas entre una especie tetraploide y sexual, P. ionanthum, y otra
apomictica, P. cromyorrhizon, ambas perteneciente al mismo grupo taxonémico
de P. notatum y estrechamente relacionadas desde el punto de vista genético
(Martinez et al. 1999). Los resultados solo pudieron ser evaluados en la
primera generacion segregante (hibridos F;), debido a que las plantas
obtenidas fueron apomicticas o estériles. Las plantas que se esperaba que
fuesen sexuales fueron completamente o en gran medida estériles, tanto en la
parte masculina como en la femenina; mientras tanto las plantas apomicticas
también lo fueron en su parte masculina. Esto imposibilité la obtencién de
progenies F; y retrocruzas de tal manera de poder corroborar las proporciones
obtenidas en la F,. El rango observado en los hibridos F1 fluctué entre 3:1 y 2:1
entre aposporicas y no apospdricas, segun que criterios se tuviese en cuenta
para la clasificacion reproductiva. Por otro lado, en algunos individuos de la
progenie de la planta madre autofecundada se observé la presencia ocasional
de sacos embrionarios aposporicos. Estos resultados podrian explicarse
alternativamente mediante dos modelos genéticos diferentes: los resultados
pueden coincidir con la segregaciéon esperada segun el modelo de Mogie

(1992) donde la apomixis estaria determinada por un alelo mutante a” a partir



1. JUSTIFICACION 62

de doble dosis, pero con la presencia del alelo salvaje a*. Esto es posible en
materiales autoploides como lo es P. cromyorrhizon. Por otra parte, los
resuitados también podrian ser explicados por un modelo monogénico, con
herencia tetrasdmica, dominante para aposporia y letalidad de gametas
portadoras de doble dosis del alelo dominante.

En los Ultimos afios hemos encontrado una planta de P. notatum
tetraploide (2n=4x=40) completamente sexual originada experimentalmente en
una progenie de un cruzamiento intraespecifico. Para ello, se recurrié a un
cruzamiento entre una planta apomictica facultativa con alto grado de
expresion sexual, como progenitor femenino, y otra planta apomictica obligada
como padre. Debido a que las plantas apomicticas facultativas pueden poseer
en algunos dvulos sacos de origen meiético solitarios 0 en compania de uno o
varios apospéricos, es posible obtener progenies con plantas de origen
maternal ademas de algunas de origen sexual que se comportan
reproductivamente de la misma forma. Estas plantas solo han podido ser
detectadas en progenies experimentales, ya que naturalmente nunca se
encontrd una planta tetraploide de reproduccién 100% sexual.

A partir de la obtencién de la planta sexual denominada F131 se pudieron
realizar cruzamientos intraespecificos entre piantas sexuales X apomicticas
que pertenecen a la misma especie y dentro del mismo nivel de ploidia. De
esta forma se originaron varias progenies que permitieron estudiar el control
genético de la apomixis, como asi también identificar marcadores moleculares

asociados con el caracter, como punto de partida en la posterior identificacion
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de los factores responsables de dicho sistema reproductivo y en la utilizacion

en programas de mejoramiento genético.
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3. Hipétesis de trabajo

La hipotesis de este trabajo se basa en que al ser la apomixis un sistema
de reproduccién controlado genéticamente, que se expresa en poliploides y se
comporta como una forma alternativa a la reproducciéon sexual, es posible
realizar cruzamientos intraespecificos en el mismo nivel de ploidia, para
estudiar la segregacion reproductiva y encontrar un modelo genético de
herencia que explique como se encuentra regulado. Por otro lado, por tratarse
de un modo de reproduccion que es considerado una forma alternativa de la
sexualidad, es posible encontrar diferencias a nivel de ADN que puedan ser
detectadas mediante las nuevas técnicas de la biologia molecular como son los

marcadores moleculares.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos generales

» Determinar el control genético de la apomixis en Paspalum notatum

» ldentificar marcadores moleculares que co-segreguen con la regiéon

genomica responsable de la aposporia en Paspalum notatum.
Establecer la sintenia evolutiva con segmentos cromosomicos
homdlogos de otras gramineas apomicticas y no apomicticas

mediante estudios de mapeo genémico comparativo.

4.2. Objetivos particulares

»

\%

\ %

Corroborar por medio de nuevos analisis embriolégicos a lo largo
de todo el periodo de floracion, la pureza del caracter reproduccion
sexual de la planta que actuara como progenitor femenino.

Obtener una progenie Fy y clasificarla para el modo de
reproduccién, a partir del cruzamiento de plantas tetraploides
sexuales y apomicticas de P. notatum.

Obtener y clasificar reproductivamente una progenie producto de la
autofecundacién del progenitor femenino sexual

Obtener y clasificar diferentes progenies Fzs, por medio de
autofecundaciones de genotipos Fis sexuales, cruzamientos entre
distintos genotipos Fis sexuales; como asi también por

cruzamientos entre genotipos sexuales y apomicticos.
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NS

Ve

v

Obtener y clasificar progenies originadas por retrocruzas de
genotipos Fis sexuales y apomicticos, por los respectivos
progenitores.

Determinar que modelo de herencia genética es el que regula la
apomixis en P. notatum

Utilizar diferentes técnicas de marcadores moleculares (RFLP,
RAPD y AFLP) para identificar la regién genémica responsable de
la aposporia, con el propésito futuro de utilizarlos en la seleccion de
genotipos apomicticos y en el aislamiento del gen o los genes

responsables.
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5.1. Especie utilizada

El material utilizado en este estudio corresponde al citotipo tetraploide (2n
= 4x = 40) “Common Bahiagrass” de Paspalum notatum. Se utilizaron dos plan-
tas, una sexual y otra apomictica, identificadas y depositadas en el herbario
CTES con los numeros de coleccién Q4188 y Q4117 respectivamente. Ambas
plantas se encuentran cultivadas en el banco de germoplasma de la catedra de
Genética y Fitotecnia de la FCA-UNNE en macetas bajo un invernaculo y en
parcelas experimentales.

La planta Q4188 es un tetraploide de reproduccion sexual obtenida en el
ano 1984 por cruzamientos intraespecificos entre dos genotipos apomicticos:
Uno con un alto grado de expresion sexual (Q3664) y el otro apomictico obliga-
do (Q3853) (Urbani, comunicacién personal). Por su parte, la planta Q4117 es
un tetraploide apomictico proveniente de poblaciones naturales del estado de

Rio Grande do Sul, Brasil.

5.2. Genética de la aposporia en Paspalum notatum

5.2.1. Clasificacién reproductiva mediante la observacion de sacos em-
brionarios
Para la clasificacion reproductiva de las plantas obtenidas en las diferen-

tes progenies, a partir del andlisis de los sacos embrionarios, se fijaron espigui-
llas en antesis en una solucién de FFA (etanol 70%, acido acético glacial, for-
maldehido) en proporciéon 18:1:1 durante 24 horas y conservadas en etanol

70% a 4° C hasta su estudio. Los ovarios fueron separados de las espiguillas
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correspondientes mediante la ayuda de una lupa y por intermedio de una aguja
histolégica y un bisturi. Luego, fueron clarificados o transparentados mediante
la técnica de Herr (1971). La misma consta de dos pasos: en el primero paso
se colocaron los ovarios en acido lactico puro, durante 24 horas como minimo,
para favorecer el clarificado de aquellos ovarios de tonalidad oscura; mientras
que en el segundo paso fueron transferidos a la solucién clarificadora propia-
mente dicha, la cual consta de los siguientes componentes: acido lactico, fenol,
aceite de clavo, hidrato de coral y xilol en una proporcion de 2:2:2:2:1 v/v res-
pectivamente, permaneciendo por lo menos 24 horas y a temperatura ambien-
te. Posteriormente, los ovarios fueron colocados y ordenados en un portaobje-
tos, con una gota de solucion clarificadora, y cubiertos por un portaobjetos. Fi-
nalmente, los mismos fueron observados y analizados para determinar el tipo
de saco embrionario presente, mediante un microscopio con contraste de inter-
ferencia diferencial (DIC). Para cada ovano se tomé el correspondiente registro
del saco embrionario observado y de acuerdo ello se clasificaron las plantas en
sexuales 0 apomicticas. Para cada planta se analizé un promedio de 60 ovarios
fijados en antesis.

Segun las caracteristicas de los megagametofitos observados, se esta-
blecieron cinco categorias de 6vulos:

1- Con sacos embrionarios meiéticos (SEM): estos se forman a partir

de la division reduccional de la célula arquesporial y en el cual todas sus

células poseen su numero cromosémico reducido a la mitad. En Paspalum

notatum dichos sacos se caracterizan por la presencia de un aparato oos-
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férico en el extremo micropilar, compuesto de una oosfera, dos sinérgidas,
una célula central con dos nucleos polares, y varias antipodas en el ex-
tremo chalazal del 6vulo.

2- Con sacos embrionarios inmaduros (SEIl): son todos aquellos évulos
con sacos en formacion (meidtico o aposporico) que no han completado
su desarrollo normal al momento de la antesis.

3- Con sacos embrionarios ausentes o abortados (SEa): son clasifica-
dos de esta manera aquellos évulos en los cuales no se observa saco
embrionario desarrollado o en formacién.

4- Con sacos embrionarios apospoéricos (SEA): contienen sacos origi-
nados a partir de células nucelares (2n) y por lo tanto no reducidas meidti-
camente. En P. notatum se caracterizan por poseer en un extremo una
oosfera, dos sinérgidas y una célula central muy vacuolizada, con dos nu-
cleos polares, aunque eventualmente pueden tener uno o tres nucleos.
Una caracteristica fundamental de estos sacos es la ausencia de antipo-
das, lo cual permite diferenciarlos facilmente de los sacos de ongen meié-
tico. Otra caracteristica distintiva es la presencia de mas de un saco apos-
périco por évulo, en general se observan varios cubriendo gran parte del
espacio nucelar, los cuales poseen distintos grados de desarrollo. Es muy
comun observar en algunos sacos la presencia de pro-embriones en el

momento de la antesis.
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5- Con un saco embrionario meiético + uno o varios apospéricos
(SEM + SEA): Se refiere a todos aquellos évulos que poseen, ademas del
saco meiético, uno o varios aposporicos.

Segun las caracteristicas de los sacos embrionarios, las plantas fueron
clasificadas en dos clases: 1- aquellas con capacidad para formar sacos em-
brionarios apospéricos y 2- las que no tienen dicha capacidad.

Se considerd apomictica a toda aquella planta que tiene la capacidad de

formar sacos embrionarios apospéricos (solitarios o mixtos), en por lo me-

nos un évulo, independientemente de los demas tipos de sacos embrio-
narios presentes.

Se considerd sexual a toda aquella planta que no tiene la capacidad de

formar sacos embrionarios apospéricos o0 mixtos en ningun évulo.

Esta clasificacion se utiliz6 tanto para los progenitores, como asi también

para todas las progenies analizadas.

5.2.2. Obtencion de los progenitores

Previo a la realizacion de los cruzamientos, hubo que realizar una selec-
cién de las plantas que serian utilizadas como progenitores sexuales y apomic-
ticos. Debido a que todos los tetraploides de P. notatum que crecen en forma
natural son de reproduccion apomictica, fue necesario obtener una planta te-
traploide y sexual, de tal manera de poder utilizarla como progenitor femenino.
La planta Q3664 es una F;, originada en los cruzamientos hechos entre una

planta sexual tetraploide inducida con colchicina a partir de una planta diploide
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sexual y un padre apomictico (Burton y Forbes 1960). La planta Q4188 fue
nuevamente examinada embriolégicamente, para corroborar que no presentase
ningun indicio de apomixis. Para esto se analizaron ovarios en antesis en dife-
rentes momentos del periodo de floracion para descartar cualquier posible in-
fluencia ambiental en la expresion de la apomixis.

Para la seleccién de la planta Q4117 se tuvo en cuenta el grado de expre-
siébn de la apomixis, medido este por el porcentaje de sacos embrionarios
aposporicos y el numero de sacos aposporicos presentes en cada évulo anali-
zado. Si bien los genotipos tetraploides de P. notatum poseen un alto grado de
expresion de la apomixis, existe una sensible variacién entre los diferentes ge-
notipos, fundamentalmente en el grado de sexualidad residual y en el numero
de sacos aposporicos presente en cada 6vulo (Altamiranda 1983). Ademas del
tipo de reproduccién y el nivel de expresion, se tuvieron en cuenta otros aspec-
tos en la eleccion de los progenitores, como fueron el vigor de las plantas, el
periodo de floracién, el numero de inflorescencias producidas, la produccién de

polen, etc.

5.2.3. Obtencion de la poblacién F, segregante

Una vez seleccionados ambos progenitores se realizaron cruzamientos
controlados para la obtencién de los hibridos siguiendo el procedimiento descri-
to por Burton (1948). Para ello se colectaron inflorescencias antes del comien-
zo de la floracién adheridas a una porcidén de rizoma, las cuales fueron coloca-

das en recipientes con agua y mantenidas de esa forma durante todo el proce-
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so0 de manipulacion y hasta la obtencién de las semillas. Como en P. notatum la
antesis de las espiguillas se produce a la mafana temprano (5:00 a 8:00 AM),
las inflorescencias fueron colocadas la tarde previa en una camara provista de
un humidificador con regulacion automatica de encendido y apagado, el cual
permite eliminar las anteras sin que se produzca la apertura de las mismas,
debido a la existencia de una humedad ambiente del 100%. Esto evita que ocu-
rran contaminaciones no deseadas. Una vez castradas las espiguillas, se pro-
cedié a la polinizacion con polen del progenitor masculino, el cual fue recolec-
tado el mismo dia. Por ultimo, las inflorescencias polinizadas fueron ensobra-
das con papel sulfito, manteniéndose de esta forma con sus respectivas por-
ciones de rizomas sumergidos en botellas plasticas con agua hasta la cosecha
de las semillas, aproximadamente a los 30 dias.

Luego de la cosecha, las espiguillas fueron chequeadas una por una para
determinar el porcentaje de espiguillas con cariopse. Los cariopse obtenidos
fueron sembrados en tierra esterilizada y en invernaculo. Los plantines fueron
cultivados en invernaculo y aproximadamente a los dos meses de la siembra
fueron llevados al campo. Se plantaron a una distancia de 50 cm entre lineas y
entre plantas. Durante el periodo de floracién (diciembre-abril) se fijaron espi-

guillas en antesis, mediante la metodologia explicada en el punto 5.2.1.

5.2.4. Obtencioén de las progenies F3s, retrocruzas y del progenitor feme-
nino autofecundado
Una vez clasificada la poblacion Fy, se seleccionaron algunas plantas

sexuales y apomicticas, para la generacion de las progenies F»s y las respecti-
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vas retrocruzas por el padre apomictico y la madre sexual. Por otro lado, para
poder determinar la constitucién genotipica de la planta sexual utilizada como
progenitor femenino, se generé una progenie por autofecundacion de la misma.
Para ello, se seleccionaron inflorescencias antes del inicio de la floracién, las
cuales fueron ensobradas y mantenidas de esta forma durante aproximada-
mente 30 dias.

Todo el proceso de generacion, andlisis y clasificacién de las distintas
progenies fue el mismo que se empled para la poblacién F1 y que ya fue descri-
to anteriormente (5.2.1.)

Una vez hecha la clasificacion reproductiva de las progenies, se estable-
cié la proporcion fenotipica observada para cada una de ellas y se evaluaron
distintos modelos genéticos para poder determinar cual era el que mejor se
ajustaba a los valores observados. Para ello, se analizaron diferentes alternati-
vas genéticas de herencia tetrasémica y segregacion cromatidica. Se utilizé la
prueba de bondad de ajuste (x°) para ajustar los rangos de segregacién obser-
vados de sexuales/apomicticos (S/A) a los rangos esperados para los modelos
genéticos. Dentro de un modelo dado, todos los posibles genotipos que codifi-
can para un fenotipo fueron testados para cada cruzamiento o autofecunda-

cion.

5.3. Marcadores moleculares relacionados con la aposporia en P. notatum
La identificacion de marcadores moleculares ligados a apomixis se lievo a

cabo sobre la misma poblacion Fy de Paspalum notatum generada para el es-
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tudio de herencia del caracter. Para ello, en un principio se seleccionaron 50
plantas sexuales y 50 apomicticas y luego se incluyeron plantas adicionales en
funcién de la técnica de marcador utilizada. Para la seleccion se tuvo en cuenta
el grado de expresién de ambos caracteres, sexualidad y apomixis, respecti-
vamente. En ambos grupos de plantas se seleccionaron aquellas que poseian
los valores mas altos de expresion, medida ésta como el porcentaje de sacos
embrionarios de origen meiético 0 apospérico que poseia cada planta dentro de
cada grupo (sexual y apomictico). De esta manera se tomaron los extremos
dentro de una curva de distribucion normal para cada fenotipo, de tal manera
de tener mas chances de detectar rapidamente marcadores asociados con el
caracter en estudio.

Para la identificacion de marcadores moleculares ligados al gen o regién
genoémica de interés, se recurrié a la metodologia del analisis de segregantes
combinados o "Bulked Segregant Analysis" (Michelmore et al. 1991). Para ello,
se formaron dos grupos o "bulks", a partir de 10 individuos sexuales y apomic-
ticos respectivamente. La formacién de cada grupo se hizo a partir de mezclar,
en partes iguales, el ADN de cada uno de los diez individuos. Luego los grupos
fueron analizados, mediante la utilizacién de diferentes marcadores molecula-
res (RAPD, AFLP y RFLP), para poder detectar polimorfismos o diferencias
asociadas con la region responsable de la apomixis.

Una vez detectados los marcadores polimérficos entre los dos grupos (BS
y BA) se analizé la segregacion de los mismos, mediante la comparacion con

los padres y con cada uno de los individuos de la poblacién, para poder deter-



V. MATERIALES Y METODOS 75

minar el grado de ligamiento del marcador con el locus en cuestion. Para cada
marcador polimérfico se determind el Indice de recombinacion a partir de la
relacion entre el numero de individuos recombinantes sobre el total de indivi-

duos analizados.

5.3.1. Extraccién de ADN

Se colectaron hojas de ambos progenitores y de cada uno de ios individuos
de la progenie F; seleccionados para el estudio. Para ello, se seleccionaron
hojas nuevas en pleno crecimiento, las cuales fueron inmediatamente colocadas
en tubos de polipropileno y luego introducidas en nitrogeno liquido, de tal manera
de producir un congelamiento rapido y de esa forma frenar todos los procesos
metabdlicos que puedan ocasionar la degradacién del material genético. Para
cada muestra se cosechd aproximadamente 3 gramos de hojas. Las hojas una
vez congeladas fueron molidas finamente en un mortero y luego sometidas al
proceso de extraccion de ADN o conservadas en ultracongeladora de -70° C
hasta la extraccion. La extraccién de ADN se realizé mediante la metodologia del

CTAB modificado por Saghai-Maroof et al. (1984) con el siguiente buffer de ex-

traccion:
Componentes [final]
TrispH 7,5 100 mM
NaCl 700 mM
EDTA pH 8,0 50 mM
CTAB 1%

B-mercaptoetanol 140 mM
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El tejido fue incubado en el buffer durante 60-90 minutos a una temperatu-
ra de 65° C y con agitaciéon. Luego de tratar con cloroformo:octanol (24:1 v/v)
se precipité el ADN con (2:3 v/v) de isopropanol y se lo lavd con etanol/NaOAc
76 vivy 0,2 My etanol/NH4OAc 76v/ivy 10 mM.

La cuantificacién del ADN se realizé por medio de espectrofotometria ul-
travioleta, asumiendo una equivalencia de 1 OD (260 nm) = 50 pg. Paralela-
mente, se realizé una verificacion de la integridad de ADN extraido, sembrando
1-2 ul del mismo, en un gel de agarosa al 1% en TAE 1x, tefiido con EtBr (Sam-
brook et al. 1989). Una vez cuantificados todos los ADNs se los llevd a una
concentracion de 300 ng/ul. Para el analisis de RAPDs se hicieron diluciones

de trabajo a una concentracidén de 5 ng/pl.

5.3.2. Analisis de RAPDs
5.3.2.1. Determinacién de los “primers” informativos

La metodologia utilizada para el analisis de los RAPDs se bas6 en el mé-
todo propuesto por Williams et al. (1989). El primer paso en el analisis de mar-
cadores RAPDs fue identificar iniciadores o “primers” que revelen polimorfis-
mos entre los grupos. Para esto, se amplificaron los ADNs de los respectivos
grupos (BS y BA) con 400 “primers” al azar de 10 pb de longitud (Serie 1,3, 5y
7 de “British Columbia University”, Canada). Las reacciones se realizaron en un

volumen final de 25 pl con los siguientes componentes:
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COMPONENTES VOLUMEN
ddH;0 6,20 pl
10x Taq Buffer 2,50 ul
25 mM MgCl, 1,50 pl
5 Mm dNTPs 0,50 pl
3 ng/pl 10-mer Primer'” 10,00 pl
10 U/pl Tag ADN polimerasa® 0,30 pl
5 ng/ul ADN 4,00 pl

(1) British Columbia University, Canada

(2) Promega, USA

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador marca Biome-

tra, UNO-Thermoblock (Suiza), con el siguiente programa:

1 ciclo

45 ciclos

1 ciclo

93°C
93°C
36°C
72°C

72°C

1 min

1 min
1 min

2 min

5 min

Los productos de amplificacion generados fueron analizados mediante

una electroforesis en geles de agarosa (2,0%; TAE 1x; 40 V/cm; 4 hs) teiidos

con bromuro de etidio (EtBr). Los geles fueron luego visualizados con luz UV y

fotografiados mediante una camara Polaroid con fiitro para UV.
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Una vez detectadas las bandas polimérficas se realizé el analisis estadis-
tico de los datos y la construccion de un mapa de ligamiento, mediante la utili-

zacion del programa de mapeo JOINMAP (Stam 1993).

5.3.2.2. Aislamiento, clonado y secuenciacién de los fragmentos de RAPD
asociados con la apomixis

Los fragmentos de RAPD relacionados con la apomixis en P. notatum fue-
ron aislados y purificado mediante el método del fenol:cloroformo (Sambrook et
al. 1989) a partir de geles de agarosa de bajo punto de fusion. Posteriormente,
se reamplificaron nuevamente los fragmentos, para poder confirmar efectiva-
mente la presencia de los mismo y descartar cualquier tipo de contaminacion
con otfras bandas no deseadas. Una vez purificado los fragmentos, fueron clo-
nados mediante la utilizacién de un sistema comercial (“kit") de clonacién

(PGEM-T Easy Vector Systems-Promega. USA).

5.3.2.3. Transformacién de los marcadores de PCR en marcadores codo-
minantes (RFLP) y especificos (SCAR)

Para poder estudiar las variantes alélicas presentes en los marcadores
codominantes, los fragmentos de interés fueron utilizados como sondas de
RFLP. Para esto, el ADN fue marcado por el método no-radiactivo por medio
de la técnica de PCR (reaccion en cadena de la ADN polimerasa) segun el pro-

tocolo descrito en el Manual de procedimientos del CIMMYT (Hoisington et al.
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1994). Los procedimientos posteriores de hibridacién, deteccion y revelado de
los films se llevé a cabo de la misma forma que en los items 5.3.4.3; 5.3.4.4. y
53.4.5.

Para poder obtener marcadores genéticos especificos de la region de la
apomixis basados en amplificaciones por PCR, secuenciamos uno de los frag-
mentos (BC243) y luego desarrollamos un par de “regiones amplificadas carac-
terizadas por secuencia” (SCARs). Para ello, mediante el programa Oligo 4.1
version DOS se disefaron y enviaron a secuenciar un par de oligonucleétidos
de 20 y 22 pb de longitud, en el cual estaba incluido los 10 pb del primer BC243
y los restantes nucleétidos de los extremos de la secuencia. EI ADN genémico

fue amplificado de acuerdo al siguiente protocolo:

COMPONENTES VOLUMEN
ddH;0 11,20 pl
10x Taq Buffer 2,50 pl
25 mM MgCl2 1,50 pl
5 Mm dNTPs 0,50 pl
5uM 24-mer Primer 1 2,50 pl
5uM 24-mer Primer 2 2,50 ul
10 U/ul Tag ADN polimerasa 0,30 ul
5 ng/ul ADN 4,00 pl

Las amplificaciones se lievaron a cabo con el siguiente programa:
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1 ciclo 94°C 1 min
93°C 1 min

30 ciclos 60°C (*) 1 min
72°C 2 min

1 ciclo 72°C 5 min

(*) La temperatura de anillado (“annealing”) fue
de 50, 55 0 60° C segun el oligonucleétido

Los productos de amplificacion fueron separados electroforéticamente en
un gel de agarosa al 2% y luego tefidos con EtBr y visualizados con un trans-

iluminador de luz ultravioleta.

5.3.3. Analisis de AFLPs

La generacion de AFLP se realiz6 basicamente como en Milbourne et al.
(1997) y en Vos et al. (1995), con las modificaciones pertinentes para la utiliza-
cién de tincidn con plata en lugar de utilizacion de radiactivo (Marcucci Poltri

1998).

5.3.3.1. Digestion - ligacion

Para la obtencion de los fragmentos de AFLP se digirieron los ADNs de

todos los individuos con dos enzimas de restriccién simultdneamente: EcoRI,
de corte poco frecuente y Msel con alta frecuencia de corte. La digestion se

realizé a 37°C durante 4 hs en un buffer compatible para las dos enzimas y
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también para la ligacién que ocurre a posteriori. Las digestiones se realizaron

en tubos de 1,5 ml y en un volumen final de 50 ul con los siguientes reactivos:

COMPONENTES VOLUMEN
ddH.0 28,25l
5x Buffer RL"" 10,00 pl
10 U/ul EcoRI 0,50 pl
10 U/ul Msel 1,25l
0,1 ug/ul ADN 10,00 pl

(1) RL: Restriccion-Ligaciéon (10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgAc,
50 mM KAc, 5mM DTT, 50 ng/pl de albumina de suero bovino)

Se verifico la digestidon sembrando 5 ul del producto en un gel de agarosa
1% (TAE 1x) y se procedidé luego a la ligaciéon de los adaptadores para cada
enzima a los fragmentos digeridos en 55 ul de volumen de reaccién contenien-

do:

COMPONENTES VOLUMEN
ddH>0 3.8 ul
5x Buffer RL 2,0 ul
5 uM Adaptador EcoRI 1,0 ul
5 uM Adaptador Msel 1,0 ul
10 mM ATP 1,2 ul
1 U/ul T4 ADN Ligasa 1,0
Producto de digestion 45,0 pl

Adaptador EcoR! = 5 CTCGTAGACTGCGTACC ¥
3 CTGACGCATGGTTAA &

Adaptador Msel = 5 GACGATGAGTCCTGAG 3’
3 TACTCAGGACTCAT &
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5.3.3.2. Amplificaciones

Las amplificaciones se realizaron en dos pasos:. (i) pre-amplificacion
usando primers con 1 nucleétido selectivo (+1), y (i) amplificacién selectiva
usando primers con 3 nucledtidos selectivos (+3) En ambos casos se utilizd un

termociclador Perkin Eimer TC480 (Norwalk, CT, USA).

5.3.3.2.1. Pre-amplificacion
Una vez producida la ligacion de los adaptadores, se realizé la primera
PCR no selectiva con primers +1:
E01= 5°GACTGCGTACCAATTCA3’
MO01= 5"GATGAGTCCTTGAGTAAA3’

La reaccién se llevd a cabo en un volumen final 25 ul y con los siguientes

componentes:
COMPONENTES VOLUMEN
ddH.0 15,650 pl
10x PCR Buffer 2,500 pl
50 mM Mg Cl, 1,500 pl
5 mM dNTPs 1,000 gl
1 ug/u! Primer EcoRI (+1) 0,075 pl
1 ug/ul Primer Msel (+1) 0,075 ul
5 U/ul Ampli Taq LD (Perkin Elmer, USA) 0,200 pl
Producto de ligacién 4,000 pl

“primer” EcoRI (+1) = 5 GACTGCGTACCAATTCA 3'
“primer” Msel (+1) = 5 GATGAGTCCTGAGTAAA 3
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La PCR se realiz6 con 30 ciclos del siguiente programa:

30s 94 °C
30s 60 °C
60 s 72°C

Los productos de amplificacién fueron chequeados en geles de agarosa

1% (TAE 1x) y guardados a 0° C hasta su utilizacién

5.3.3.2.2. Amplificacion selectiva
Para la amplificacion selectiva se utilizaron 10 combinaciones de primers

EcoRI1/Msel con tres nucledtidos selectivos (+3). Para adaptar la técnica al

método de tincidén con plata (en lugar de marcar con radiactivo el “primer”), fue
necesario utilizar el triple de cantidad del templado (producto de pre-
amplificacién) que se usa habitualmente para radiactivo, ya que menores canti-
dades no produjeron productos visibles.

Las reacciones se realizaron en un volumen de 25 ul, conteniendo:
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COMPONENTES VOLUMEN
ddH,0 18,640 pl
10x Buffer de PCR 2,500 pl
50 mM MgCl, 0,600 pl
10 mM dNTPs 0,400 pl
1 ug/ul “primer” EcoRI (+3) 0,030 pl
1 ug/ul “primer” Msel (+3) 0,030 pl
5 U/ul Tag ADN polimerasa 0,800 pl
Producto de pre-amplificacién 2,000 pl
“Primers” EcoRl (+3): “Primers” Msel (+3):
E36: 5 GACTGCGTACCAATTCACC %' M31: 5 GATGAGTCCTGAGTAAAAA 3’
E38: 5 GACTGCGTACCAATTCACT 3 M37: 5 GATGAGTCCTGAGTAAACG 3’
E39: 5 GACTGCGTACCAATTCAGA 3' M38: 5 GATGAGTCCTGAGTAAACT 3'

M39: 5' GATGAGTCCTGAGTAAAGA 3’
M40: 5 GATGAGTCCTGAGTAAAGC 3’

Las condiciones de amplificacién fueron las mismas que en Vos et al.
(1995) pero se llevaron a cabo en una maquina termocicladora Perkin Elmer

480 (USA)

94°C 30 sea
65°C 30 seg 1 ciclo
72°C 30 seg
94°C 30 seg
64°C 30 seg 1 ciclo
72°C 30 seg

Reduccion de 1°C por ciclo hasta llegar a 56°C

94°C 30 seg
56°C 30 seg 25 ciclos
72°C 30 seg
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5.3.3.3. Separacion y deteccién de AFLPs
Los productos de ampiificaciéon fueron guardados a -20°C hasta ser corri-

dos electroforéticamente. Antes de sembrar las muestras (25 pl), se agregaron
a cada una 10 pl de buffer de carga con ambos colorantes (azul de bromofenol
y xileno cianol, con formamida 98%), se calentaron a ebullicién durante 3 a 5
minutos e inmediatamente se enfriaron en hielo. De la mezcla correspondiente
se sembraron entre 5§ y 8 ul dependiendo del tamaiio del peine utilizado. Luego
se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% en buffer TBE
1x, durante 3-4 hs a 45 W constantes en el sistema de Gibco-BRL Modelo S2
(USA). Una vez finalizada la corrida electroforética se utilizé el sistema de Pro-
mega Biotech (USA) "ADN staining kit" para tincién de geles de secuencia con
nitrato de plata, y el cual consiste de los siguientes pasos:

1) fijacion del gel en acido acético al 10 % durante 20 minutos

2) 3 lavados en agua bidestilada durante 2 minutos cada vez

3) tincidn con nitrato de plata al 0,1% y formaldehido 1,5 ml/litro de solucién

4) lavado de 10 segundos en agua bidestilada fria

5) revelado en solucidon de carbonato de sodio 30 gr/l, formaldehido 1,5

miflitro y tiosulfato de sodio 2 mg/l hasta obtener coloracién en las bandas

6) detencién de la reaccion con acido acético al 10 % durante 2 minutos

7) 2 lavados con agua bidestilada durante 2 minutos cada vez.

8) secado en horno a 65 °C hasta que no esté pegajoso.

Los patrones de bandas se analizaron directamente en los vidrios sobre

un transiluminador de luz blanca o bien los geles fueron despegados de los
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vidrios con hidréxido de sodio 0,2 N durante tiempos variables y levantados con
papel Wattman 3MM (inglaterra), secados al vacio a 80°C y conservados para

su analisis.

5.3.4. Analisis de RFLPs
5.3.4.1. Obtencion de las sondas

Se utilizaron secuencias gendmicas de bajo nimero de copias de la biblio-
teca genémica de maiz de la serie UMC, como asi también sondas provenien-
tes de ADNc de arroz (RZ) y de cebada (BCD) de la serie de la Universidad de
Cornell (USA) y algunas de la serie “New Landmarker Set” del Programa de
Investigacion Gendmica en Arroz (RGP) del Japén, perteneciente al NIAR (Na-
tional Institute of Agrobiological Resources) y a STAFF (Institute of the Society
of Techno-Innovation in Agriculture, Forestry and Fisheries) (Nagamura et al.
1997)

Los plasmidos recombinantes fueron amplificados en bacterias previa
transformacién (Hoisington et al. 1994) de la cepa bacteriana DH5a con 10 ng
de ADN, utilizando ampicilina como agente selectivo (Sambrook et al. 1989).
Una vez obtenidas colonias aisladas, se puso a crecer una de ellas en un me-
dio de crecimiento de bacterias liquido, para posteriormente obtener el plasmi-
do con el inserto correspondiente. Para ello se utilizé el protocolo de miniprepa-
racion (Miniprep) de ADN de Sambrook et al. (1989)

Para evaluar el tamafo de los fragmentos que se utilizaron como sondas

se amplificaron por PCR los productos de las Miniprep. Como iniciadores se
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utilizaron oligonucleétidos que poseen homologia con las regiones de los sitios
multiples de clonado en los plasmidos con las siguientes secuencias:
pUC/M13 “Forward Primer”: 5 ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 3

pUC/M13 “Reverse Primer”: 5 AAACAGCTATGACCATGATTACGCC 3’

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

COMPONENTES [FINAL]
ddH->O -
Buffer de PCR libre de Mg** 1
MgCl2 1,5 mM
Glicerol 10-15 %
dNTPs (c/u) 50 uM
Primer M13 Fw 0,2uM
Primer M13 Rv 0,2 uM
Taq polimerasa 0,5u
Plasmido 10 ng
Volumen Final 25 ul

Se cubrieron mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificacion se ejecutaron en un termociclador MJ Re-

search PTC-100 (USA) y fueron los siguientes:

94°C 1 min 1 ciclo

94°C 1 min
55°C 2 min 25 ciclos
72°C 2 min

72°C 1 min 1 ciclo
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5.3.4.2. Deteccion de sondas informativas

Inicialmente se debe determinar qué sondas son informativas (i.e. sondas
que revelen polimorfismos entre los grupos) y con cual enzima de restriccion.
Para ello realizé la digestion de 30 ug de ADN durante 12 hs, de cada progeni-
tor y de los respectivos grupos (BS y BA), con cinco enzimas de restriccion

(EcoRlI, Hindlll, BamHI, EcoRV y Pstl) utilizando 2,5 U enzima/ug ADN. Los

productos de digestion fueron separados mediante electroforesis (30 V durante
12 hs) en un gel de agarosa (1,5% en buffer TAE 1x). Posteriormente, se reali-
z6 una transferencia o “Southern Blotting" basada en el método de T. Helentja-
ris, NPl y descripta en la segunda edicién de los Protocolos de Laboratorio del
CIMMYT (Hoisington et. al. 1994). Para ello, se desnaturalizaron los geles con
0,4 N NaOH; 0,6 M NaCl (1 litro/gel), luego se neutralizaron con 0,5 M Tris-7,5;
1,5 M NaCl (1 litro/gel), y se transfiri6 a una membrana de nylon (Hybond-N y
Hybond N*) durante 24 hs, con 10 X SSC como buffer de transferencia. Final-
mente, para inmovilizar el ADN a la membrana se sometié a luz UV (120.000

pjoules/cmz) y luego se hornearon a 80°C durante 2 hs.

5.3.4.3. Marcacion no radiactiva

Las sondas fueron marcadas no-radiactivamente incorporandoles un nu-
cleétido con digoxigenina (Dig-dUTP) por medio de la técnica de PCR (reaccion
en cadena de la ADN polimerasa) en un volumen de 100 pl segun el siguiente

protocolo (Hoisington et al. 1994):
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COMPONENTES [FINAL]
ddH,0 -
10x Taq Buffer 1x
50 mM MgCl, 2mM
Glicerol 15%
10 mM dNTPs ((/dTTP) 50 uM
10 MM dTTP 47,5 uM
1 mM Dig-dUTP 2,5uM
5U/ul Tag ADN Polimerasa 2U
2uM “primer” ® 0,2 uM
2uM “primer” ® 0,2 uM
1 ng/ul Plasmido 10ng

*pUC/M13 Forward Primer: 5 ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 3
®oUC/M13 Reverse Primer: 5 AAACAGCTATGACCATGATTACGCC 3'

Los ciclos de amplificacién fueron los mismos que se describieron en 5.3.4.1
Para controlar la incorporacién y el tamano de los fragmentos amplifica-
dos, se realizd6 una amplificacién conjunta de la sonda sin digoxigenina y con
digoxigenina. Luego, se corrid electroforéticamente 5 ul de c/u de las reaccio-
nes de PCR en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X. Posteriormente, el gel fue
teriido con EtBr y fotografiado, para luego estimar los pesos moleculares de los
fragmentos. Por diferencia de tamaio entre la sonda sin marca y la sonda con

Dig-dUTP, se determiné la incorporacion de la misma.

5.3.4.4. Pre-hibridacion, hibridacion y lavados de astringencia
Las membranas nuevas fueron pre-hibridadas en un volumen de 20

mi/100 cm? durante 2 hs, en tubos de borosilicato, con rotacién continua y a la
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misma temperatura de la hibridizaciéon. La soluciéon de pre-hibridizacion fue la

siguiente:

COMPONENTES [FINAL]
20x SSC 5x
10% SDS 0,02%
10% Lauril-sarcosina 0,1%
10x reactivo bloqueante 1%

La hibridizacion se realizd a una temperatura de 63° C para las sondas
heterélogas y 68° C para las sondas homologas. La incubacion se llevd a cabo
en tubos de borosilicato con rotacién continua, en un volumen de buffer de 5
mi/100 cm? y durante 18 hs (DIG Luminescent Detection Kit, Boehringer
Mannheim, Alemania). Los componentes del buffer de hibridizaciéon fueron los
mismos que para la pre-hibridizacion.

Luego de la hibridizacién las membranas fueron lavadas, para remover la
sonda pegada inespecificamente, de la siguiente forma:

1- Dos lavados de 5 min. ¢/u con 2x SSC; 0,1% SDS a temperatura ambiente.
2- Dos lavados de 15 min. c/u con 0.1x SSC; 0,1% SDS a 68 °C y con agita-

cion.
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5.3.4.5. Deteccion de las sondas marcadas, exposicion y revelado de los
films.

La deteccion se realizd siguiendo los pasos descriptos en el manual de
deteccién luminescente para sondas marcadas con DIG-dUTP (DIG Lumines-
cent Detection Kit, Boehringer Mannheim, Alemania). Las membranas fueron
incubadas con un anticuerpo (i.e. anti-digoxigenina) conjugado con fosfatasa
alcalina (AP) y luego con un sustrato quimioluminiscente (i.e. CSPD). El sustra-
to reacciona ante la presencia de la AP (fosfatasa alcalina) liberando fotones
que imprimen una placa autorradiografica (mejor llamada “luminografia”). Pre-
vio a la exposicion de las membranas, las mismas fueron colocadas en estufas
a 37° C, temperatura 6ptima de la enzima, para aumentar la eficiencia de la
reacciéon luminescente. La exposicion se realizé sobre un film del tipo X-OMAT
AR (Kodak). Las membranas permanecieron expuestas por periodos de tiem-
pos variables de acuerdo al tipo de sonda utilizada. En el caso de sondas
homologas fueron expuestas durante 1-2 horas; mientras que para las heterd-
logas se prolongé hasta 24 hs.

Luego de la exposicidn, los films fueron revelados en un cuarto oscuro
con revelador Kodak HC-110 (dilucién 1:16) hasta la aparicién de las bandas,
luego colocados en fijador Kodak durante 10 minutos y finalmente lavados con
agua. La observacion y el andlisis de las bandas se realizaron mediante la ex-

posicidn de los films a un transiluminador de luz blanca.
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5.3.4.6. Reutilizacion de membranas

Las sondas fueron despegadas de las membranas mediante dos lavados
de 15 min. a 37°C en 0,2 M NaOH, 0,1% SDS vy un lavado final en 2x SSC. De
esta forma se realizaron hasta 4 reusos por membrana.

Para disminuir el arrastre de sonda pegada en forma definitiva, fue nece-
sario evitar que las membranas se sequen y para ello fueron conservadas en
una solucién de TE-8.0 (10 mM Tris-8.0, 1 mM EDTA-8.0) y a 4° C hasta la

préxima hibridizacion.



V1. RESULTADOS



iNDICE

P&gina
6.1. Genética de Ia aposporia en Paspalum NOALUM.................cccoccveeieieciiee e 93
6.1.1. Obtencitn de 108 PrOGENIOTES. ............ccvviiiiiee ettt e e e e 93
6.1.2. Obtencion de la poblacion F; segregante...... ..o 103
6.1.3. Obtencion de las progenies F,s, retrocruzas y del progenitor femenino autofecundado............... 106
6.2. Marcadores MOIBCUIAIES................cooiiiiiii ettt et e e 114
B.2.1. ANAIISIS A8 RAPDS.........ooiiiiiiieiiie e e st e et tee ettt e e e ree e e et s et e e ers s e e e et ree s snsreeeessnereeaaanreas 114
6.2.2. ANALISIS B AFLPS. ..........ooiiiiiiii ettt bttt en e nan 123
B.2.3. ANAIISIS A8 RFLPS........oiiiiiiii ittt ettt et b e e bbb et eaa e ne e enen 127

6.2.4.Transformacion de marcadores de PCR en marcadores codominantes (RFLP) y especificos



V1. RESULTADOS 93

6. RESULTADOS
6.1. Genética de la aposporia en Paspalum notatum
6.1.1. Obtencion de los progenitores

Con el objeto de obtener una poblacion segregante apta para el andlisis ge-
nético y gendémico de la aposporia, en la primera etapa se caracterizaron y selec-
cionaron los parentales para el disefio de los cruzamientos correspondientes. En
este tipo de trabajo se suele tratar de cruzar individuos con fenotipos altamente
contrastantes para el caracter estudiado, en este caso plantas apomicticas versus
plantas con un alto indice de expresion sexual.

Como progenitores femeninos se seleccionaron dos plantas de P. notatum 4x
originadas por cruzamiento entre una planta apomictica facultativa (Q3664) con
alto grado de expresion sexual, por otra planta apomictica con un alto porcentaje
de sacos embrionarios aposporicos (Q3853). Ambas plantas fueron identificadas
originaimente como F124 y F131 y fueron seleccionadas no solo por su potencial
sexual, sino también por sus caracteristicas fenotipicas: porte erecto, vigor, nime-
ro de inflorescencias, uniformidad en la floracién, etc. (Urbani, comunicacion per-
sonal). Las mismas fueron reanalizadas en este trabajo para evaluar su potencial
como progenitor femenino aportante de las variantes alélicas relacionadas o liga-
das con el cruzamiento sexual.

De los dos genotipos seleccionados originaimente por su comportamiento
sexual, F131 fue el Gnico que no presentd ningun indicio de apomixis en los 390

6vulos analizados a lo largo de todo el periodo de floracion (enero a abril). La plan-
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ta F124, si bien habia sido seleccionada previamente por su condiciéon sexual, fue
descartada como progenitor femenino, debido a la presencia residual de un saco
embrionario apospérico en los 169 6vulos analizados (Tabla 2). Por otro lado, el
genotipo F131 posee un mayor porcentaje de sacos meibticos bien desarroliados
(74,4%) con respecto al genotipo F124 (51,5). Esta caracteristica es deseable des-
de el punto de vista de la capacidad de cruzamiento ya que nos aseguraria una
buena produccién de semillas en los cruzamientos.

Progenitor masculino: Para seleccionario se tuvo en cuenta el nivel de expresion
del caracter apomixis, medido a través del porcentaje de dvulos con sacos em-
brionarios apospdricos. También se tuvieron en cuenta las caracteristicas fenotipi-
cas (vigor, produccion de polen, etc.). Para ello, se recurrié a un trabajo previo, en
el cual se evalud el comportamiento reproductivo de varios genotipos apomicticos
naturales de P. notatum 4x (Altamiranda, 1983). Por otro lado, en este trabajo se
analizaron cinco genotipos adicionales (Q4010, Q4016, Q4023, Q4117 y 1B229)

que no habian sido incluidos en aquel estudio.
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Tabla 2. Determinacion del tipo de saco embrionario en diferentes genotipos tetra-
ploides de Paspalum notatum.

Genotipo N° ovarios Porcentaje de ovarios con

analizados gegM SEI SEa SEM+SEA SEA

F124 169 51,5 266 213 0 0,6
F131 390 74,4 11,3 14,3 0 0

Q4010 56 3,6 0 0 0 96,4
Q4016 55 3,6 0 0 0 96,4
Q4023 42 35,7 24 0 59,5 24
Q4117 162 3,7 0 0 4,3 92,0
IB229 137 13,9 0 3.6 12,4 70,1

S.E.M = Saco embrionario meidtico

S.E.A = Saco embrionario apospérico

S.E.l = Saco embrionario inmaduro o poco desarrollado

S.E.a = Saco embrionario ausente

S.E.M + S.E.A = Saco embrionario meiético + saco embrionario apospérico

Los genotipos Q.4010, Q4016 y Q.4117 presentaron los porcentajes mas aito
de 6vulos con sacos embrionarios apospéricos (SEA) y ademas el nivel mas bajo
de expresion de sacos embrionarios meidticos (3,7%) (Tabla 2). La diferencia en-
tre los tres genotipos estuvo dada en el numero de SEA por 6vulo. El genotipo
Q4117 tuvo un elevado numero de SEA por évulo, contabilizdndose en algunos
dvulos hasta 12 sacos, de los cuales muchos de ellos no alcanzaron a desarrollar-

se por completo, debido a una falta de disponibilidad de espacio fisico dentro del
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mismo. Esta caracteristica es muy importante para poder discriminar sacos em-
brionarios meiéticos versus aposporicos por la técnica de clarificado de ovarios, ya
que pemite con rapidez determinar el origen de los mismos. Las plantas de repro-
duccién sexual forman un solo saco meidtico por 6évulo; mientras que en general
las plantas de reproduccién apomictica forman mas de un saco embrionario apos-
poérico por 6vulo. Los genotipos Q4010 y Q4016 fueron descartados porque en
muchos 6évulos analizados se observé la presencia de un solo SEA. Esta caracte-
ristica al transmitirse a la progenie puede complicar la clasificacién de la progenie
mediante el analisis de sacos embrionarios por la técnica de clarificado de ovarios.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante técnicas embrioldgicas, fue-
ron corroborados en estudios de progenies usando marcadores moleculares (Or-
tiz et al. 1997). Se demostré mediante marcadores de RAPD y RFLP, que el geno-
tipo F131 se comporta como una planta completamente sexual, ya que toda su
descendencia se originé a partir de un proceso de singamia entre gametas haploi-
des (n). Sin embargo, el genotipo Q4117 posee un alto grado de expresion de la
apomixis, debido a que mas del 90% de sus descendientes fueron de origen ma-
temo (Ortiz et al. 1997).

De acuerdo a los resultados embriolégicos y moleculares observados se se-
leccioné como progenitor femenino al genotipo F131 y como progenitor masculino
al genotipo Q4117.

En las Figuras 7 y 8 se puede observar un ovario de una planta sexual con

un saco embrionario meiébtico tipico de P. notatum. En la Figura 7 se observa co-
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mo son visualizados los sacos meidticos mediante la técnica de corte histoldgico y
coloracién. Se puede apreciar claramente los nucleos polares de la célula central,
ubicados hacia el extremo micropilar del 6vulo, y en el extremo opuesto se obser-
van varias antipodas. En esta seccion del corte no se alcanza a visualizar el nu-
cleolo de la oosfera debido a que esta presente en otras secciones del corte histo-
I6gico. En la Figura 8 se observa un saco meibtico obtenido mediante clarificado
de ovarios y posterior visualizacién con un microscopio con DIC. Como podemos
apreciar la forma del saco meidtico es la misma que en la anterior figura, aunque
el nivel de detalle que se obtiene no es el mismo. Sin embargo, se puede apreciar
la zona micropilar donde se ubica el aparato oosférico, el citoplasma contraido de
la célula central por la presidn que ejerce la enorme vacuola, y en el extremo cha-
lazal se ubican las antipodas. Si se observa con detenimiento se puede apreciar
que estos sacos tienen una forma muy parecida a un arbol, donde la base seria la
zona del aparato oosférico, el tronco estaria representado por el citoplasma con-
traido de la célula central y por ultimo las antipodas se asemejan a la copa del

mismo.
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Figura 7. Ovario mostrando un 6vulo con un saco embrionario meiético en P.
notatum obtenido por corte histolégico y coloracién. Hacia el extremo
micropilar se encuentra el aparato oosférico y en el extremo chalazal varias
antipodas. En la figura solamente se observan los nucleolos de los nucleos
polares de la célula central y varias antipodas. (x 464)

98
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Figura 8. Ovulo con un saco embrionario meiético de Paspalum notatum.
Visualizacion mediante microscopio con dispositivo DIC de un ovario
clarificado mediante la técnica de Herr (1971). En la figura se observa el
aparato oosférico hacia el extremo micropilar, la vacuola central y las
antipodas hacia el extremo chalazal. En esta figura no se llega a visualizar los
nucleolos de la oosfera y de los nucleos polares. (x 306)

929
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En las figuras 9 y 10 estan representados los sacos embrionarios apospén-
cos caracteristicos de P. notatum. En este caso también tenemos la observacion
hecha mediante corte histolégico y coloracion (Figura 9) donde podemos apreciar
la presencia de dos pares de nucleolos que pertenecen a los nucleos polares de
dos sacos aposporicos. Al igual que lo explicado en la Figura 7 para el saco meio-
tico obtenido por corte y coloracion, en esta seccion no se alcanzan a visualizar
los nucleolos de las respectivas oosferas. La figura 10 representa a un ovario de
una planta apomictica obtenido mediante la técnica de clarificado de Herr (1971) y
observacién mediante microscopio con DIC. Se observa claramente tres grupos de
nucleolos separados, los cuales pertenecen a los nucleos polares de tres sacos
aposporicos diferentes. En otros planos de la visualizacion se encuentran los nu-
cleolos de las respectivas oosferas (en la figura no se puede apreciar). Puede no-
tarse que en estos sacos no hay presencia de antipodas como en los meibticos y
ademas que poseen una forma mas esférica y generaimente cubren practicamen-

te todo el espacio nucelar.
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Figura 9. Ovario mostrando un 6évulo con dos sacos embrionarios
apospoéricos en P. notatum. Obtenido por corte histol6gico y coloraciéon. Las
flechas indican dos pares de nucleolos (coloreados de rojo) pertenecientes a
los nucleos polares de dos sacos apospéricos. En esta posicién no se

observa los nucleolos de las respectivas oosferas. (x 464)
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Figura 10. Ovulo con tres sacos embrionarios apospéricos en Paspalum
notatum. Visualizacién mediante microscopio con dispositivo DIC de un ovario
clarificado mediante la técnica de Herr (1971). Las flechas indican los nucleolos
pertenecientes a los nucleos polares de tres sacos apospéricos. (x 240)
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6.1.2. Obtencion de la poblacién F, segregante

Se castraron y polinizaron un total de 8.767 espiguillas, obteniéndose un total
de 1.430 cariopses (16,3%). Se sembraron 497 y se obtuvieron 237 plantas, de las
cuales 212 fueron estudiadas. De las restantes, la mayoria murio antes de florecer
e incluso algunas nunca florecieron en los tres afos de cultivo que llevan. La pro-
genie completa presentd una gran variacion en cuanto al tamario de las plantas,
vigor, habito de crecimiento, tamanos de inflorescencias, longitud de vara floral
etc. Esta variacién, tipica de una poblacién hibrida cuando se usan padres con
muchas diferencias genotipicas, indicé que la poblacién obtenida era efectivamen-
te hibrida. No obstante, ante la posibilidad de algin error eventual en el momento
de la castracién que haya podido producir algunos individuos a través de autofe-
cundacion, se hizo un muestreo para confirar por medio de marcadores molecu-
lares (RFLP) el origen hibrido de la poblacion. Esto se realizé en un trabajo parale-
lo donde diez plantas de la poblacién, tomadas al azar, demostraron compartir una
banda de RFLP que es especifica del progenitor masculino (Ortiz, comunicaciéon
personal). Este trabajo paralelo se vio facilitado porque anteriormente tanto la
planta madre F131 como el padre Q4117 habian sido utilizadas en un trabajo de
analisis de progenies autofecundadas hecho con marcadores moleculares (Ortiz et
al. 1997).

Las plantas comenzaron a florecer a principios de enero y la floracion se ex-
tendié hasta el mes de abril. En dicho periodo y durante dos afios consecutivos

de floracién, se fljaron espiguillas en antesis de 212 plantas.
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La segregacion en la F4 fue de 156 plantas sexuales contra 56 plantas apo-
micticas. Esto representd una proporcion fenotipica de 2,8:1 entre sexuales y
apomicticas (Tabla 3).

Los hibridos sexuales mostraron en promedio un alto porcentaje de sacos
embrionarios meidticos (65%), a pesar de que la variacion fue muy amplia (4.5-
100%). Si consideramos individualmente cada genotipo sexual, solamente 26
plantas tuvieron valores inferiores al 50% de sacos embrionarios meiéticos (SEM),
lo cual demuestra que en general la mayoria de las plantas de este grupo poseen
valores nommales de fertilidad para la especie y muy similares a los de su progeni-
tor femenino. En ninguna de estas plantas se observoé la presencia de SEA o mix-
tos en los 60 ovarios promedio analizados por planta. Esto demuestra que dichas
plantas se reproducen exclusivamente por sexualidad.

Entre los genotipos apomicticos se observa un muy alto porcentaje de dvulos
con SEA (80.1%) y muy bajo porcentaje con SEM (7,0%). Ademas, si considera-
mos en conjunto los évulos con SEA y mixtos (SEM + SEA) se obtiene un nivel
muy alto de expresidn de la apomixis (87.2 %) comparable al del padre (Tabla 3).
Si bien es cierto que existe un amplio rango en los porcentajes de SEA (29.4% al
100%) entre los individuos de este grupo, dicha variacién no se debié a un numero
importante de plantas. Solo 4 plantas tuvieron valores inferiores al 50% de 6vulos
con SEA; mientras que mas de la mitad de las plantas superaron el valor promedio
de 80.1%. Por otro lado, si analizamos la presencia de SEM presentes en plantas

apomicticas, podemos ver que los valores promedios son muy bajos e inclusive en
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15 individuos no se observaron évulos con SEM. De las 56 plantas apomicticas
estudiadas, solo 12 tenian valores superiores al 10% de 6vulos con SEM, lo cual
demuestra una baja expresion de la sexualidad en todos los individuos F1 apomic-

ticos. Estos valores son muy semejantes a los observados en el padre apomictico

Q4117.

Tabla 3. Clasificacion de una progenie F1 producto de un cruzamiento entre una
planta sexual (F131) y otra apomictica (Q4117) de Paspalum notatum.

Porcentaje de évulos con

Progenie
SEM SEl SEa SEM + SEA SEA

F1 Sexual (156)

Promedio 64,8 15,6 19,6 0 (0]
__________ rango __4,5-100 0429 16:/46____O0_________0 ____.
F1 Apomictica (56)

Promedio 7,0 1,8 40 7.1 80,1

rango 0-396 0-216 0-19,3 0-22,2 29,4-100
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6.1.3. Obtencion de las progenies F:s, retrocruzas y del progenitor femenino
autofecundado

En la Tabla 4 se encuentran todos los cruzamientos realizados y las plantas
obtenidas para las diferentes progenies.

En general, en casi todos los cruzamientos se produjeron plantas para el
analisis. Solo en tres cruzamientos, entre distintos genotipos F4 sexuales, no se
obtuvieron plantas suficientes debido a una gran mortandad de plantines provoca-
da por hongos (dumping off) (Tabla 4).

Progenie de la madre F131 autofecundada: En la progenie originada por au-
tofecundacién del progenitor femenino F131 se obtuvieron 60 individuos, de los
cuales ocho murieron en el campo antes de florecer y 14 no florecieron nunca. Las
38 plantas restantes fueron clasificadas como de reproduccion sexual debido a la
ausencia de sacos de origen apospérico (Tabla 5). El promedio general de 6vulos
con SEM fue 47,4% y consecuentemente se detecté un alto porcentaje de ovarios
con sacos abortados, inmaduros o poco desarrollados (52,6%)(Tabla 6). Esta dis-
minucién en la fertiidad de la parte femenina podria deberse a lo que se conoce
como efecto de depresiéon por consanguinidad o “inbreeding”, tipica de las plantas
alégamas, ya que la planta F131 parece mantener en parte la autoincompatibilidad

caracteristica de su antecesor diploide.
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Tabla 4. Cruzamientos realizados y plantas obtenidas en progenies del progenitor
femenino autofecundado (F131), Fos y retrocruzas.

Numero de espigulllas

Progenies Plantas obtenidas

polinizadas llenas sembradas

Progenitor femenino

autofecundado

F131 2934 326 326 60
Fis (S) autofecundadas

41 5968 931 199 49
48 6375 851 197 45
87 3354 286 280 63
100 3236 466 194 44
106 2917 875 185 59
114 2482 274 270 89
126 3485 906 202 93
162 4800 264 198 26
F1(S) X F1 (S)

114X 154 1108 409 409 84
154 X 114 1046 414 414

126 X 154 177 93 93

164 X 126 155 71 71

F1(S) XF4 (A)

114 X 168 645 141 141 32
Retrocruzas

F4 114(S) X F131(M) 920 135 135 47
F1 114(S) X Q4117(P) 1407 272 272 97
F131(M) X F4 168(A) 992 a7 47 21

(S) sexual; (A) apomictica; (M) progenitor femenino sexual, (P) progenitor masculino apomictico
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Progenies F»s (F1 sexual autofecundada): En todas las progenies generadas
por autofecundaciéon de genotipos sexuales hubo que realizar un mayor nimero de
autopolinizaciones de tal manera de poder obtener un numero suficiente de indivi-
duos para el andlisis. Esto se debi6 al hecho que en general los genotipos sexua-
les de P. notatum conservan un grado importante de autoincompatibilidad y por la
tanto son en gran medida autoestériles (Quarin 1992). Por otro lado, si bien es
factible obtener plantas por autofecundacion, las pocas que se obtienen son en
general poco vigorosas y tienen problemas para sobrevivir o florecer. Esto se ob-
servo en la mayoria de las F, autofecundadas donde se obtuvieron pocos cariop-
ses y se observo una gran diferencia entre el numero de plantas obtenidas (Tabla
4) y el numero de plantas que pudieron ser luego analizadas (Tabla 5). Al igual
que en la planta madre, se supone que en estos hibridos F4 sexuales la depresion
por consanguinidad es la que causa estos inconvenientes para producir progenies.

De las 8 progenies obtenidas por autofecundacion de genotipos F1 sexuales,
solo 4 de ellas pudieron ser analizadas casi en su totalidad: plantas F, 48, 87, 114
y 126 (Tabla 5). En total se analizaron 239 individuos, y en todos ellos solamente
se observaron 6vulos con sacos embrionarios meiédticos, inmaduros o abortados.
Si bien en algunas plantas se observaron dvulos que poseian, ademas del saco
meiético tipico, estructuras que se asemejaban a sacos posiblemente apospéricos,
nunca se pudo comprobar que efectivamente se tratara de sacos de origen nuce-
lar. Por ello todas las plantas fueron clasificadas como sexuales y la segregacion

fenotipica entre sexuales y apomicticas fue de 1:0 (Tabla 6).
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Progenies F»s (Fy sexual X Fy sexual). Se realizaron cuatro combinaciones
diferentes entre individuos F1 sexuales. En una sola combinacion (114 X 154) se
obtuvieron plantas para el analisis. Se analizaron en total 77 individuos sobre un
total de 84 plantas obtenidas. Todas las plantas analizadas fueron clasificadas
como sexuales debido a que solamente se observaron sacos embrionarios meioti-
cos (relacién S:A = 1:0) (Tabla 5). El analisis de los sacos embrionarios mostréd
valores promedios de 6vulos con SEM superiores al 70%, con una variacion me-
nor que la observada en plantas sexuales producto de autofecundacién (Tabla 6).

Progenie F, (F; sexual X Fy apomictica): Se realizd un solo cruzamiento en-
tre un hibrido F4 sexual (114) y otro apomictico (168). Se obtuvieron solo 32 plan-
tas de las 645 espiguillas cruzadas. Solo 29 plantas pudieron ser analizadas y las
restantes murieron antes de florecer. El andlisis embriolégico determiné que 22
eran sexuales y 7 apomicticas. Esto representa una proporcién fenotipica S:A de
3,1:1 (Tabla 5). Las plantas apomicticas mostraron un alto grado de expresion del
caracter, con un valor promedio superior al 90% de évulos con presencia de SEA,
incluyendo los mixtos. La sexualidad residual medida como el porcentaje de SEM

fue muy baja (1,6%) (Tabla 6).
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Tabla 5. Numero de plantas estudiadas, clasificacion reproductiva y proporcién fe-
notipica observada en diferentes progenies de Paspalum notatum.

Numero de Plantas Proporcién

Progenie Fer(lg-tj{:)ica
Estudiadas Sexuales Apomicticas )

Progenitor femenino
autofecundado
F131 38 38 0 1:0
Fs (S) autofecunda-
48 30 30 0 1:0
87 52 52 0 1:0
114 83 83 0 1:0
126 72 72 0 1:0
F1(S) X F1 (S)
114 X 154 77 77 0 1:0
F1(S) X F4 (A)
114 X 168 29 22 7 3,1:1
Retrocruzas
F1 114(S) X F131(M) 46 46 0 1:0
F1 114(S) X Q4117(P) 95 72 23 3,1:1
F131(M) X F, 168(A) 17 13 4 3,2:1

(S) sexual; (A) apomictica; (M) progenitor femenino sexual; (P) progenitor masculino apomictico

Retrocruzas: Las retrocruzas fueron realizadas tanto por la madre sexual

F131 como por el padre apomictico Q4117. En el caso de la madre, ésta fue cru-

zada por un genotipo sexual y por otro apomictico. Por su parte, el padre apomic-

tico solamente fue cruzado (polinizador) por una F4 sexual, ya que no es posible
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cruzar dos individuos apomicticos entre si, porque la descendencia que se obtiene
es en general de origen matemo y no hibrida, y ademas es muy comun obtener
hibridos Biy (2n + n) producto de la unién de una gameta femenina no reducida

(2n) por otra reducida (n).

Tabla 6. Tipos de sacos embrionarios en una progenie del progenitor femenino
(F131) autofecundado y en progenies F»s de Paspalum notatum.

Porcentaje de ovarios con

Progenie
SEM SEl SEa SEM+SEA SEA

F131 (M) autofecundado

Promedio 47 .4 20,2 32,4 0 0
38 (S)
I rango__ 21,0790 7,067,2 48590 O _____..0 __.
Fis (S) autofecundadas
Promedio 58,3 19,2 22,4 0 0
239 F2s (S)
e rango _6,9-906_ _0655_ 16-708 ___ o _____..0 __.
F1(S) X F4(S)
Promedio 73,3 11,6 15,3 0 0
77 F2s (S)
rango 355946 0-290 1,6419 0 0
Fy(S) X F1(A)
Promedio 57,4 12,6 26,1 0 0
22 F2s (S)
rango 32,8-952 0-31,7 1,6-53,2 0 0
Promedio 1,6 1,9 6,8 14,1 76,3
7F2s (A)

rango 0-3,6 0-10,3 0414 1,7-42,3 448-94 6
(S) sexual; (A) apomictico
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Retrocruzas por la madre sexual: En la retrocruza del genotipo sexual F1 114
por la madre F131 se obtuvieron 47 individuos, de los cuales 46 pudieron ser ana-
lizados. Todas ellas resultaron ser de reproducciéon sexual, por lo tanto no hubo
segregacion para el método de reproduccion (relacion S:A = 1:0).

En la retrocruza del genotipo apomictico F1168 por ia madre F131 se anali-
zaron 17 plantas de las 21 obtenidas. Entre estas plantas, 13 resultaron ser de
reproduccion sexual y 4 apomicticas. Esto representa una proporcién fenotipica
de 3,2:1 entre sexuales y apomicticas (Tabla 5).

Retrocruza por el padre apomictico: Se realiz6 una retrocruza entre un geno-
tipo F4 sexual (114) por el padre apomictico Q4117. Se analizaron reproductiva-
mente 95 plantas sobre un total de 97 obtenidas. Se observo una segregacion de
72 sexuales y 23 apomicticas. Esto representa una proporcion fenotipica S:A de
3,1:1 (Tabla 5). Entre los individuos clasificados como apomicticos se observé un
amplio rango de variacién en el porcentaje de ovarios con SEA (1,5-95,1%). Esta
variacion es mayor que la observada entre las plantas apomicticas de las proge-
nies F» (sexual x apomictico) y las obtenidas por retrocruza por la madre sexual
(F131 x F4 168) (Tabla 6 y 7). La variacion observada en el grado de apomixis
pudo deberse a la influencia que tiene el periodo de floracidn en el cual se fijaron
los ovarios en antesis para su evaluacion. Aunque esto no se ha estudiado en P.
notatum, se ha demostrado que existe una sensible variacién en el nivel de expre-
sién de los SEA durante el periodo de floracion en P. cromyormrhizon, una especie

afin a P. notatum. Al inicio y al final de dicho periodo los valores son menores que
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en plena floraciéon (Quarin 1986). Por ofro lado, debemos considerar que en el

caso de la F2 (sexual X apomictico) se analizé un nimero superior de plantas.

Tabla 7. Tipos de sacos embrionarios en progenies de Paspalum notatum origina-
das por retrocruzas por los padres (F131y Q.4117).

Porcentaje de ovarios con
SEM SEI SEa SEM+SEA SEA

Progenie

F1114(S) X F131 (M)

Promedio 66,2 14,8 19,0 0 0
46 plantas (S)
rango 24,1-948 2,0-56,9 1,7470 0 0

F1 114 (S) X Q4117 (P)

Promedio 72,6 7.6 19,8 0 0
72 plantas (S)
rango 25,0-98,1 0-276 1,769,4 0 0
Promedio 17,3 3,1 6,3 13,7 59,7
23 plantas (A)

rango 1,3-769 0246 16419 49356 1,5-951

F131 (M) X F, 168 (A)

Promedio 48,9 18,2 32,9 0 0
13 plantas (S)
rango 22,8-82,8 3,4-39,2 4,7-52,6 0 0
Promedio 6,4 0 44 15,2 74,0
4 plantas (A)
rango 0-12,5 0 0-11,9 12,5-276 55,2-100

(S) sexual; (A) apomictica; (M) progenitor femenino sexual; (P) progenitor masculino apomictico
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6.2. Marcadores Moleculares

Con el objetivo de localizar marcadores moleculares ligados al locus
determinante de las diferencias entre plantas apomicticas y sexuales entre los
parentales estudiados y que segrega en su progenie, se ensayaron 3 tipos de

marcadores moleculares: los RAPDs, los AFLPs y los RFLPs.

6.2.1. Analisis de RAPDs

El ensayo para encontrar iniciadores (primers) con una secuencia
complementaria a regiones genémicas (loci) que permitan la amplificacién de
bandas diferenciales entre el grupo sexual (BS) y el apomictico (BA), produjo
los siguientes resultados: de los 400 “primers” analizados, 343 generaron
productos de amplificacion detectables (86%) y 57 (14%) no amplificaron el
ADN genémico u originaron un patron difuso sin bandas claramente
identificables. En total se evaluaron aproximadamente 1700 loci, es decir un
promedio de 5 loci/pnmer. En la Figura 11 se observa el ensayo realizado con
algunos de los primers al azar. Las amplificaciones con los primers que
mostraban algin polimorfismo entre los grupos, se repetian una vez mas para
confimar que se tratase efectivamente de una diferencia entre ambos, y no
una falla en la amplificacion de ailguna de las dos muestras de ADN. Este es el
caso del primer 21 donde se puede apreciar una banda en BS que no esta
presente en BA y a su vez éste ultimo posee tres bandas diferenciales con
respecto a BS (Figura 11). La repeticion de la amplificacion con ambas

muestras y el mismo primer determiné que no existia polimorfismo entre los
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grupos y que la primera observacion fue erréneamente registrada como
polimérfica debido a una falla en la amplificacién de BS. El mismo criterio se
mantuvo para aquellos casos donde solamente amplificaba una de las dos
muestras, como se observa para el primer 20, donde BS no amplificé (Figura
11). Estos inconvenientes son propios de la técnica por PCR que es muy
sensible a cambios a veces sutiles en las condiciones de reaccion, en general
debidos al grado de purificacion del templado donde problemas de

contaminacién por impurezas alteran el producto final.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1M M1 12 13 4

Figura 11. Ensayo de oligonucleétidos (decameros) al azar de RAPD mediante
amplificacion por PCR, utilizando la técnica de analisis de segregantes en
grupos (BSA) en Paspalum notatum. Los numeros representan los diferentes
iniciadores (“primers”) ensayados y las muestras corresponden a la mezcla de
ADN de 10 individuos sexuales (BS) y 10 apomicticos (BA) respectivamente.
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Del total de loci evaluados, solo dos resultaron ser realmente diferenciales
entre los grupos. Ambos fueron detectados por separado con dos decameros
de la serie nimero 3 de “University British Columbia-Canadéa”. Los primers
pertenecen a los numeros 243 y 259 de dicha sere y de ahora en mas seran
mencionados en este trabajo como UBC243 y UBC259. Los fragmentos
diferenciales fueron especificos del grupo de plantas apomicticas (BA). La
secuencia de los primers es la siguiente:

UBC243: GGG TGA ACC G
UBC259: GGTACGTACT
En la Tabla 8 se indican los “primers” utilizados con el respectivo

resultado obtenido con cada uno de ellos.
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Tabla 8. Resultados de las amplificaciones de los “primers” ensayados.

Primer Resultado Primer Resultado |Primer Resultado Primer Resultado
UBC 01 Monomérfico |UBC 51 Monomérfico |[UBC 201  No amplific6 |UBC 251 Monomérfico
UBC 02 Monomodrfico |[UBC 52 Monomérfico [UBC 202 Monomérfico |UBC 252 Monomérfico
UBC 03 Monomoérfico |[UBC 53 Monomérfico |UBC 203 Monomérfico |UBC 253 Monomérfico
UBC 04 Monomoérfico |[UBC 54 Monom6rfico |UBC 204 Monomérfico |UBC 254 Monomérfico
UBC 05 Monombérfico |UBC 55 Monomérfico |UBC 205 Monomérfico |UBC 255  No amplificé
UBC 06 Monomb6rfico [UBC 56 Monomérfico {UBC 206 Monomoérfico |UBC 256 Monomoérfico
UBC 07 No amplific6 |UBC 57 No amplific6 |UBC 207 No amplificé |UBC 257 Monomoérfico
UBC 08 Monomérfico [UBC 58 No amplific6 |UBC 208 Monomérfico |UBC 258 Monomoérfico
UBC 09 Monomérfico |UBC 59 Monomérfico |UBC 209 Monomérfico |UBC 269 Polimérfico
UBC 10 No amplificé |UBC 60 Monomérfico |UBC 210 Monomoérfico |UBC 260  Monomérfico
UBC 11 No amplificé {UBC 61 Monomérfico (UBC 211 Monomérfico |UBC 261 Monomoérfico
UBC 12 Monomérfico |UBC 62 Monomérfico |UBC 212 Monomérfico |UBC 262 Monombérfico
UBC 13 Monomérfico [UBC 63 Monomérfico |UBC 213 Monomérfico {UBC 263 Monomoérfico
UBC 14 No amplific6 |UBC 64 Monomérfico |UBC 214 Monomérfico |UBC 264  Monomoérfico
UBC 15 Monomérfico |UBC 65 Monomérfico [UBC 215 Monomérfico |UBC 265 Monomérfico
UBC 16 Monomérfico |UBC 66 Monomérfico |[UBC 216 Monomérfico |UBC 266 Monomérfico
UBC 17 Monomérfico |UBC 67 Monomérfico |UBC 217 Monomérfico |UBC 267  No amplifico
UBC 18 Monomb6rfico |UBC 68 No amplificé |UBC 218 Monomérfico |UBC 268 Monomérfico
UBC 19 Monomobrfico |UBC 69 Monomdérfico |UBC 219 Monomérfico |UBC 269 Monomérfico
UBC 20 Monomérfico |[UBC 70 Monomérfico |UBC 220 Monomérfico |UBC 270 Monomédrfico
UBC 21 Monomérfico [UBC 71 Monomérfico |UBC 221 Monomérfico |UBC 271 Monomorfico
UBC 22 No amplific6 |UBC 72 Monomérfico |UBC 222 Monomérfico |UBC 272  Monomodrfico
UBC 23 Monomoérfico |UBC 73 Monomérfico |[UBC 223 Monomérfico |UBC 273 Monomérfico
UBC 24 Monomérfico |[UBC 74 Monomérfico |UBC 224 No amplificé |UBC 274  Monomoérfico
UBC 25 Monomodrfico |[UBC 75 Monomobrfico |UBC 225 Monomérfico [UBC 275 Monomérfico
UBC 26 No amplificé |UBC 76 Monomérfico |UBC 226 Monomérfico |UBC 276  Monomérfico
UBC 27 No amplific6 |UBC 77 Monomérfico |[UBC 227 Monomérfico {UBC 277  Monomérfico
UBC 28 Monomoérfico |UBC 78 Monom6érfico [UBC 228 Monomoérfico |UBC 278 Monomoérfico
UBC 29 Monomérfico |UBC 79 Monomérfico |[UBC 229 Monomérfico |UBC 279  No amplificé
UBC 30 Monomérfico [UBC 80 Monomérfico |UBC 230 No amplific6 |UBC 280  Monomérfico
UBC 31 Monomérfico |UBC 81  Monombérfico |UBC 231 Monomérfico | UBC 281 Monomérfico
UBC 32 Monomérfico |UBC 82 Monomérfico |UBC 232 Monomoérfico |UBC 282  No amplificé
UBC 33 Monomérfico |UBC 83 Monomérfico |UBC 233 No amplific6 |UBC 283  Monomérfico
UBC 34 Monomorfico |UBC 84 Monomérfico [UBC 234 Monomérfico |UBC 284 Monomérfico
UBC 35 Monomoérfico |[UBC 85 Monomérfico |UBC 235 Monomérfico |UBC 285 Monomb6rfico
UBC 36 Monomoérfico |UBC 86 Monomadrfico |UBC 236 Monomérfico |UBC 286 Monomoérfico
UBC 37 Monomoérfico |UBC 87 Monomérfico |UBC 237 Monomérfico |UBC 287 Monomérfico
UBC 38 Monomoérfico |UBC 88 Monomérfico |UBC 238 Monomérfico |UBC 288  No ampilificé
UBC 39 Monomoérfico |UBC 89 Monomoérfico |UBC 239 Monomérfico |UBC 289 Monomérfico
UBC 40 Monomoérfico |UBC 90 Monombrfico |UBC 240 Monomérfico {UBC 290 Monomoérfico
UBC 41 Monomorfico |[UBC 91 Monombérfico |UBC 241  Monomérfico |UBC 291 Monomérfico
UBC 42 Monomorfico [UBC 92 Monomarfico |UBC 242 No amplificé |UBC 292 Monomérfico
UBC 43 Monomoérfico |UBC 93 Monomérfico |UBC 243 Polimérfico |UBC 293 Monomérfico
UBC 44 Monomoérfico |UBC 94 Monomorfico |UBC 244 Monomérfico |UBC 294 Monombrfico
UBC 45 Monomérfico |UBC 95 Monomérfico |[UBC 245 Monomorfico |UBC 295 Monombrfico
UBC 46 No amplificé |UBC 96 Monomérfico |[UBC 246 Monomérfico |UBC 296  Monomérfico
UBC 47 Monomo6rfico |UBC 97 Monomoérfico |UBC 247 No amplific6 |UBC 297  Monomoérfico
UBC 48 No amplificé |UBC 98 Monomérfico |[UBC 248 Monomérfico |UBC 298  No amplificé
UBC 49 Monom6rfico |UBC 99 No amplific6 (UBC 249 Monomérfico |UBC 299 Monomérfico
UBC 50 No amplific6 |UBC 100 Monomoérfico [UBC 250 Monomérfico |UBC 300  No amplificé
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UBC 301 Monomoérfico |UBC 351 Monomérfico |UBC 401 Monomérfico |UBC 451 Monomérfico
UBC 302 Monomobérfico |UBC 352 Monomo6rfico |UBC 402 Monomérfico |UBC 452 Monomérfico
UBC 303 Monomoérfico | UBC 353 Monomérfico |UBC 403 Monomérfico |UBC 453 Monomérfico
UBC 304 Monomérfico | UBC 354 Monomérfico |UBC 404 Monomérfico |UBC 454 Monombérfico
UBC 305 Monomérfico |UBC 355 Monomérfico |UBC 405 Monomérfico |UBC 455 Monomérfico
UBC 306 Monomérfico | UBC 356 Monomérfico |UBC 406 Monomérfico |UBC 456 Monomérfico
UBC 307 Monomoéifico | UBC 357 Monomoérfico |UBC 407 Monomérfico (UBC 457 Monomérfico
UBC 308 Monomérfico | UBC 358 Monomoérfico |[UBC 408 No amplific6 |UBC 458  No amplificé
UBC 309 Monomodrfico | UBC 359 Monomérfico |UBC 409 Monombérfico |UBC 459 Monombérfico
UBC 310 Monomoérfico |UBC 360 Monomérfico |[UBC 410 Monomérfico |UBC 460 Monomérfico
UBC 311 Monomérfico |UBC 361 Monomérfico |UBC 411 Monomérfico |UBC 461 No amplificé
UBC 312 Monomérfico |UBC 362 Monomarfico |UBC 412 Monomérfico |UBC 462 Monomérfico
UBC 313 Monomérfico | UBC 363 Monomoérfico {UBC 413 Monomérfico |UBC 463 Monomobérfico
UBC 314 Monomérfico | UBC 364 Monomobrfico |UBC 414 Monomérfico |UBC 464 Monomobérfico
UBC 315 Monomoérfico | UBC 365 Monomoérfico JUBC 415 Monomérfico |UBC 465  No amplificé
UBC 316 Monomérfico |UBC 366 Monomérfico |UBC 416 Monomérfico |UBC 466 Monomobérfico
UBC 317 Monomérfico |UBC 367 Monomérfico {UBC 417 Monomérfico |UBC 467 Monomoérfico
UBC 318 Monomodrfico | UBC 368 Monomoérfico |UBC 418 Monomérfico |UBC 468 Monoméifico
UBC 319 Monomoérfico | UBC 369 No amplificé |UBC 419 Monomoérfico |{UBC 469 Monomérfico
UBC 320 Monomérfico |UBC 370 Monomérfico [UBC 420 Monomérfico {UBC 470 Monomérfico
UBC 321 Monoméorfico | UBC 371 Monomérfico |UBC 421 Monomérfico |UBC 471 Monomobérfico
UBC 322 Monomérfico |UBC 372 Monomérfico [UBC 422 Monomoérfico |UBC 472 Monomorfico
UBC 323 Monomoérfico |UBC 373 Monomorfico |UBC 423 Monomérfico {UBC 473  No amplifico
UBC 324 Monomérfico | UBC 374 Monom6rfico |UBC 424 Monomérfico |UBC 474 Monomérfico
UBC 325 No amplificé |UBC 375 Monomorfico |UBC 425 Monomérfico |UBC 475  No amplificé
UBC 326 No amplific6 |UBC 376 Monomérfico |[UBC 426 Monomérfico |UBC 476  No amplificé
UBC 327 Monomérfico |UBC 377 Monomérfico [UBC 427 Monomérfico |UBC 477 Monomérfico
UBC 328 Monomodrfico | UBC 378 Monomoérfico |UBC 428 Monomoérfico |UBC 478 Monomérfico
UBC 329 Monomérfico |UBC 379 Monomérfico [UBC 429 Monomérfico |UBC 479 Monomé6rfico
UBC 330 Monombdrfico | UBC 380 Monomoérfico |UBC 430 Monomérfico |UBC 480 Monomérfico
UBC 331 Monomérfico |UBC 381 Monomérfico |UBC 431 Monomérfico |UBC 481 No amplificé
UBC 332 No amplificé |UBC 382 Monomo6rfico |UBC 432 Monomérfico |{UBC 482  Monomérfico
UBC 333 Monomoérfico |UBC 383 Monomorfico |[UBC 433 Monomérfico {UBC 483  No amplificé
UBC 334 No amplificé |UBC 384 Monomérfico |UBC 434 No amplificé |UBC 484 Monomoérfico
UBC 335 Monomoérfico | UBC 385 Monomorfico |UBC 435 No amplificé (UBC 485  Monomoérfico
UBC 338 Monomoérfico | UBC 386 Monomorfico |UBC 436 Monomérfico {UBC 486 Monomérfico
UBC 337 Monomérfico |UBC 387 Monomoérfico [UBC 437 Monomérfico {UBC 487 Monombrfico
UBC 338 Monomérfico | UBC 388 Monomérfico [UBC 438 Monomérfico |UBC 488 Monombérfico
UBC 339 Monomérfico | UBC 389 Monomérfico |UBC 439 Monomérfico |UBC 489 Monomé6rfico
UBC 340 Monomérfico |UBC 390 No amplific6 |UBC 440 Monomérfico |UBC 490 Monomérfico
UBC 341 Monomérfico | UBC 391 Monomérfico |UBC 441 Monomérfico |UBC 491 No amplificé
UBC 342 Monomoérfico | UBC 392 Monomérfico (UBC 442 Monomérfico [UBC 492 Monomoérfico
UBC 343 No amplificé |UBC 393 Monomo6rfico {UBC 443 Monomérfico |UBC 493  Monomérfico
UBC 344 No amplificé |UBC 394 No amplificé |UBC 444 Monomérfico |UBC 494  Monomérfico
UBC 345 Monomdrfico |UBC 395 No amplificé |UBC 445 Monomérfico |UBC 495  No amplificé
UBC 346 Monomorfico |UBC 3968 Monomorfico [UBC 446 Monomorfico |UBC 496 No amplificé
UBC 347 No amplificé |UBC 397 No amplific6 |UBC 447 Monomérfico |UBC 497  Monomérfico
UBC 348 No amplificé |UBC 398 Monomérfico |UBC 448 Monomérfico |UBC 498  No amplificé
UBC 349 Monomoérfico | UBC 399 Monomboérfico |UBC 449 Monombdrfico |UBC 499 Monomoérfico
UBC 350 No amplificé |UBC 400 Monomérfico |UBC 450 Monomérfico |UBC 500  Monomérfico

La sigla UBC corresponde al proveedor de los “primers® (Brithish Columbia University, Canadd) Los numeros
corresponden a los distintos primers al azar. Del 01-100 corresponde a la serie 1, del 201-300 a la serie 3, del 301-400 a
la serie 4 y del 401-500 a la serie 5. Todos los “primers” son de 10 pares de bases (pb) de longitud.
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Para confirmar el ligamiento de estos marcadores (UBC243 y UBC259)
con el locus de fa apomixis, se realizd el analisis de segregacion con cada uno
de los individuos de la poblacion F; seleccionada previamente para el estudio
(50 sexuales y 50 apomicticos) y los respectivos padres (F131 y Q4117).
Ambos fragmentos se encontraban presentes en el padre apomictico Q4117,
BA y en los 50 individuos apomicticos ensayados. Sin embargo, los dos
marcadores estuvieron ausentes en la madre sexual F131, BS y los 50
individuos sexuales analizados. Para confirmar el ligamiento completo de
ambos marcadores con el locus de la apomixis, se evaluaron otras 75 plantas
adicionales (69 sexuales y 6 apomicticas). El resultado fue el mismo, ambos
fragmentos presentes en las 6 plantas apomicticas y ausentes en las 69
sexuales. Es decir, que no existe recombinacion entre el locus de la apomixis y
los dos marcadores ligados. En las Figuras 12 y 13 se observa la
cosegregacion de los marcadores UBC243 y UBC259 con el sistema de
reproduccién apomictico. El orden de siembra de las primeras 5 calles de los
respectivos geles de las figuras 12 y 13 fue el siguiente: En la primera calle se
encuentra el marcador de peso molecular (ADN del fago lambda digerido con la

enzima de restriccion Hindlll), luego la madre sexual F131, el padre

apomictico Q4117, la mezcla de ADN de 10 individuos sexuales (BS) y la
mezcla de ADN de 10 individuos apomicticos (BA). Luego entre corchetes
figura la amplificacion del ADN de los respectivos individuos sexuales y

apomicticos.
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SEXUALES APOMICTICAS

MW M P BS BA/ N o \

mediante amplificaciéon por PCR y electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio. Las flechas
indican la posicién del fragmento que cosegrega con la reproduccién apomictica. MW = marcador de peso molecular
Lambda Hindlll (Promega); M = progenitor femenino; P = progenitor masculino; BS = grupo sexual; BA = grupo
apomictico; (*) = falsos recombinantes (ver Resultados).
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Figura 11. Andlisis de ligamiento del marcador UBC259 con el sistema de reproduccién en Paspalum notatum, mediante amplificacion
por PCR vy electroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio. Las flechas indican la posicion del fragmento que
cosegrega con la reproduccién apomictica. MW = marcador de peso molecular Lambda Hindlll (Promega); M = progenitor femenino;
P = progenitor masculino; BS = grupo sexual; BA = grupo apomictico; (*) = falsos recombinantes (ver Resultados).
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Los asteriscos (*) sobre el gel inferior de las figuras 12 y 13 simbolizan a
dos plantas (las mismas para ambos marcadores) recombinantes, una sexual
con presencia de la banda que cosegrega con la reproduccion apomictica y
una planta apomictica que no posee dicha banda. Sin embargo, un nuevo
analisis del sistema reproductivo de ambas plantas determiné que hubo un
error en la clasificacion. La planta clasificada originalmente como sexual, es en
verdad de reproduccion apomictica, ya que en todos los évulos reexaminados
se observd la presencia de varios sacos embrionarios apospoéricos; mientras
que la planta que fue incluida dentro de las apomicticas, posee uUnicamente
sacos embrionarios de origen meiotico y por lo tanto es de reproduccién sexual.
Esto demostré que los dos marcadores diferenciales cosegregaban con Ia
totalidad de las plantas apomicticas obtenidas en nuestra poblacion F; (56
plantas) y por otro lado estaban ausentes en las 119 plantas sexuales
ensayadas.

El fragmento UBC243 posee un peso molecular de 377 pb; mientras que
UBC259 es de aproximadamente 1157 pb. El fragmento UBC259 ligado a la
apomixis es de un tamafo levemente mayor a otro fragmento que es comun
para todas las plantas (sexuales y apomicticas) (Figura 13). Por ello, para
poder diferenciar ambos fragmentos hubo que separarlos electroforéticamente
en geles de agarosa al 2,5 %. A pesar de ello fue imposible poder aislar
unicamente dicho fragmento para poder transformario en una sonda de RFLP y

a su vez para secuenciarlo y desarrollar marcadores especificos tipo SCAR.
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6.2.2. Analisis de AFLPs

En total se evaluaron 10 combinaciones de iniciadores (primers) con tres

nucledtidos selectivos(+3). Las respectivas combinaciones de primers EcoRI

(E) y Msel (M) utilizadas fueron las siguientes:

E36/M37 E38/M38
E36/M38 E38/M39
E36/M39 E38/M40
E36/M40 E39/M31
E38/M31 E39/M37

Las 10 combinaciones de “primers” produjeron productos de amplificacion
en un numero variable de bandas entre 50 y 100. En total se evaluaron 690
loci, es decir, un promedio de 69 loci/combinacién. Los padres resultaron ser
polimérficos para todas las combinaciones ensayadas, con un promedio de 6,5
loci diferenciales por primers. Por su parte, se encontraron 12 loci polimérficos
entre BS y BA que también lo eran entre los respectivos padres (1,2
loci/combinacién). De los loci diferenciales entre los padres, BS y BA, solo dos
fueron encontrados relacionados con la reproduccidén apomictica. Los restantes
segregaban en la poblacién en un rango cercano a 1:1. Los dos marcadores
diferenciales fueron detectados, en forma separada, con dos combinaciones de
“primers”, uno con E36/M37 y el otro con E36/M38. En ambos casos se trat
de fragmentos presentes en el padre apomictico Q4117 y BA y ausentes en la
madre sexual F131 y BS. El analisis de la segregaciéon de los mismos con 100

individuos de la poblacion (50 sexuales y 50 apomicticos) determind que se
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trataba de dos marcadores completamente ligados a la apomixis, ya que no se
observé ningun recombinante entre los individuos ensayados. En la Figura 14
se observa la cosegregacion del fragmento E36/M38 con algunos de los
individuos apomicticos; mientras que en la Figura 15 se puede apreciar la
ausencia del mismo en los individuos sexuales. En ambos geles se sembraron
en las primeras cuatro calles los padres y los BS y BA. Se trata de un
fragmento muy pequeno de aproximadamente 104 pb

El marcador E36/M37 posee un peso molecular de aproximadamente 173

pb.
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APOMICTICOS

Figura 14. Analisis de segregacion de un marcador de AFLP (E36/M38) ligado a la
reproduccion apomictica en P. notatum, mediante amplificacién por PCR del ADN
gendmico digerido con dos enzimas de restriccion (EcoRI y Msel) y electroforésis en gel
de poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de plata. La flecha indica la posicién de la
banda presente en el padre apomictico (P), grupo apomictico (BA) y en todos los
individuos apomicticos. M = madre sexual; BS = grupo sexual; MW = marcador de peso
molecular 25pb (Gibco)
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Figura 15. Analisis de segregacién de un marcador de AFLP (E36/M38)
ligado a la reproduccién apomictica en P. notatum, mediante amplificacién por
PCR del ADN gendémico digerido con dos enzimas de restriccion (EcoRI y
Msel) y electroforésis en gel de poliacrilamida al 6% tefiido con nitrato de
plata. La flecha indica la posicion de la banda presente en el padre apomictico
(P) y grupo apomictico (BA) y ausente en la madre sexual (M) grupo sexual
(BS) y en todas las plantas sexuales. MW = marcador de peso molecular

25pb (Gibco)
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6.2.3. Anadlisis de RFLPs

En total se ensayaron 73 sondas, de los cuales 37 son de maiz (34 de la
serie UMC y 3 de BNL), 26 ADNc de arroz (RZ), uno ADNc de cebada (BCD) y
otro de avena (CDO), pertenecientes a la serie de sondas anclas (anchor
probes) de la Universidad de Comell (USA) y 8 clones de arroz (6 ADNc
derivados de callos y 2 de raiz) de la serie “New Landmarker Set” del Programa
de Investigacion Genémica en Arroz (RGP) Japon (Nagamura et al. 1997). Por
otra parte, un fragmento de PCR relacionado con la apomixis en P. notatum,
fue aislado, clonado y utilizado como sonda. Se trata del fragmento de RAPD
UBC243 el cual fue encontrado totalmente ligado a la reproduccién apomictica
en esta poblacién (ver 6.2.1).

La lista de los clones utilizados en el analisis de los RFLPs es la siguiente:
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Tabla 9. Sondas utilizadas en |a identificacion de marcadores moleculares ligados a la apomixis en P,
notatum. Clones de maliz (UMC, BNL), arroz (RZ) y “New Landmarker Set® (Nagamura et al. 1997),

cebada (BCD) y avena (CDO).

Clones de Comell New Lanmarker
Chr. Maiz umMc BNL Chr. Arroz RZ BCD CDO Set
1 87-76-128-107 1 413-543
2 6-49-131 2 166-273-446
3 32-102-63 637 3 574-630
4 31-52-156 4 69-500 135
§  72-00-147-372 5 244-455
374-382
6 21-38-59-132 6 242-518
7 168-245-254 7.08-911 7 753-395
8 103-124 8 143-323
9 95-109-113 9 206-596
10 44-64-130 10 400-421
11 525-537 127
12 261-670-816 C901-R1684
C1069-R1709
C449-C443
C1336-C732

Las sondas del cromosoma 5 de maiz fueron ensayadas en particular
debido a que las mismas fueron encontradas asociados a la apomixis en
Brachiania, un género de graminea apospérica perteneciente a la misma tribu
que Paspalum (Pessino et. al. 1997). Por su parte, las sondas C901 y C1069
del cromosoma 12 de arroz fueron encontradas ligadas a la apomixis en P.
simplex (Pupilli, comunicacién personal). Las restantes sondas fueron
seleccionadas al azar y se encuentran distribuidas en todos los grupos de

ligamiento de maiz y arroz
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Del total de sondas ensayadas, 14 no hibridaron con el ADN de los padres

F131 y Q4117 y de los grupos BS y BA, con ninguna de las cinco enzimas con

las cuales fueron digeridos los ADNs (EcoRI, Hindlll, BamHI, EcoRV vy Pstl).

Las sondas restantes si lo hicieron con todas las enzimas ensayadas,
produciendo un numero variable de bandas con cada combinacién
sonda/enzima. Los padres F131 y Q4117 mostraron un alto grado de
polimorfismo para la mayoria de los loci evaluados (Figura 16). Sin embargo,
del total de loci polimérficos observados, solamente dos fueron encontrados
diferenciales entre los respectivos grupos de ADN mezcla (BS y BA). Ambos

fragmentos fueron identificados con ila sonda de arroz C1069 y los ADNs

digeridos con las enzimas EcoR1 y Hindlll.
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En la tabla 10 se encuentra la lista del resultado obtenido con cada una de

las sondas utilizadas con los BS y BA.

Tabla 10. Resuitados de las hibridaciones de las sondas de maiz, arroz, cebada (BCD) y
avena (CDO), utilizadas con el ADN de los grupos sexual (BS) y apomictico (BA), digeridos
con cinco enzimas de restriccion, en la identificacion de polimorfismos relacionados con el
sistema de reproduccién en P. notatum.

Clonde Cromosoma Resultado Clonde Cromosoma Resultado
maiz arroz

UMC 6 2 Monomoérfico RZ 69 4 Monomoérfico
UMC 21 6 Monomoérfico RZ 143 8 Monomérfico
UMC 31 4 No hibrid6 RZ 166 2 Monomoérfico
UMC 32 3 Monomoérfico RZ 206 9 Monomoérfico
UMC 38 6 No hibrid6 RZ 242 6 Monomérfico
UMC 44 10 No hibrid6 RZ 244 5 Monomobérfico
UMC 49 2 Monomoérfico RZ 261 12 Monomoérfico
UMC 52 4 Monomoérfico RZ 273 2 Monomoérfico
UMC 59 6 Monomoérfico RZ 323 8 Monomoérfico
UMC 63 3 Monomoérfico RZ 395 7 Monomoérfico
UMC 64 10 No hibrid6 RZ 400 10 Monomoérfico
UMC 67 1 Monomoérfico RZ 413 1 Monomérfico
UMC 72 5 Monomérfico RZ 421 10 Monomoérfico
UMC 76 1 Monomboérfico RZ 446 2 Monombérfico
UMC 90 5 Monomoérfico RZ 455 5 No hibridé
UMC 95 9 Monomoérfico RZ 516 6 Monomoérfico
UMC 102 3 Monomoérfico RZ 525 11 Monomoérfico
UMC 103 8 No hibrid6 RZ 537 1 Monomérfico
UMC 107 1 Monomoérfico RZ 543 1 Monomoérfico
UMC 109 9 Monomoérfico RZ 574 3 No hibrid6
UMC 113 9 No hibridé RZ 590 4 Monomoérfico
UMC 124 8 No hibrid6 RZ 596 9 Monomoérfico
UMC 128 1 Monomoérfico RZ 630 3 Monomérfico
UMC 130 10 Monomoérfico RZ 670 12 Monomoérfico
UMC 131 2 No hibridé RZ 753 7 Monomoérfico
UMC 132 6 Monomoérfico RZ 816 12 Monomoérfico
UMC 147 5 Monomoérfico C443 12 Monomoérfico
UMC 156 4 No hibridé C449 12 No hibridé
UMC 168 7 Monomérfico C732 12 Monomobérfico
UMC 245 7 No hibridé C901 12 Monomoérfico
UMC 254 7 No hibridé C1069 12 Polimérfico
UMC 372 5 Monomérfico C1336 12 Monomérfico
UMC 374 5 Monomoérfico R1684 12 Monomoérfico
UMC 382 5 Monomoérfico R1709 12 Monomoérfico
BNL 5.37 3 Monomoérfico | BCD 135 4 Monomoérfico
BNL 7.08 7 Monomoérfico | CDO 127 11 Monomérfico
BNL 9.11 7 Monomérfico




V1. RESULTADOS 132

El andlisis de segregacion para determinar el ligamiento de los dos
fragmentos diferenciales obtenidos con la sonda C1069 fue llevada a cabo

sobre 132 individuos de la poblaciéon F,; segregante (56 apomicticos y 76

sexuales). La sonda C1069 digerida tanto con EcoRI y Hindlll revelé dos

fragmentos en ambos casos. Los ADNs digeridos con EcoRI revelaron un

fragmento de menor peso molecular presente en todos los individuos
analizados (sexuales y apomicticos) y otro mayor, presente unicamente en los
individuos apomicticos, el cual se correspondia con el mismo fragmento del
padre apomictico y el grupo BA (Figura 17). Por su parte, la hibridacién de la
sonda C1069 con los ADNs de todos los individuos digeridos con la enzima

Hindlll también revel6 dos fragmentos, el de mayor tamario, presente en todos

los individuos y el otro, solamente cosegrega con los individuos apomicticos
(Figura 18). No se detectdé ningun recombinate en los 132 individuos
ensayados. Si bien en un principio se habian detectado 4 posibles
recombinantes (1 apomictico y 3 sexuales) estos fueron descartados, debido a
que se realizé un re-andlisis posterior para determinar si hubo errores en el
muestreo 0 las plantas estaban mal clasificadas. La observacion de
nuevamente 60 ovarios en antesis para determinar el sistema reproductivo de
tales plantas supuestamente recombinantes despejé nuestra sospecha. La
planta utilizada primeramente en el analisis como apomictica en verdad no lo
era, debido a que unicamente presentaba sacos embrionarios de tipo meiotico y
por lo tanto es de reproduccion sexual (por eso la ausencia de la banda). Por su

parte, las tres plantas sexuales recombinantes tampoco lo eran, porque
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presentaban un alto grado de expresién de sacos embrionarios de origen
aposporico (por eso la presencia de la banda). Por lo tanto, una vez
reclasificadas nuevamente dichas plantas, encontramos que los dos fragmentos
co-segregaban con la totalidad de los individuos apomicticos (56) y estaba
ausente en todos los sexuales (76). Esto demostrd que los dos fragmentos de
C1069 estan ligados 100% en fase de acoplamiento con el locus para la
apomixis y que segregan distorsionados de un rango de 1:1 para un fragmento

de restriccién de dosis simple (SDRFs). El fragmento C1069 Hindlll posee un

peso molecular aproximado de 6230 pb, mientras que C1069 EcoRI es de

4900 pb.
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Para tratar de encontrar otras sondas relacionadas con la apomixis, se
recurrio al mapa del cromosoma 12 de arroz para seleccionar aquellas que
mapean junto a C1069. Para ello se seleccionaron 7 sondas, R1709, R1684,
C901, C449, C443, C1336 y C732, las que cubren un area total de 104.9 cM
(Horushima 1998). Las sondas C1709 y C901 mapean en el extremo distal del
brazo largo del cromosoma 12 de amoz a 59 y 122 cM de C1069
respectivamente; mientras que R1684, C449, C443, C1336 y C732 mapean a
9,3, 24,3, 45,8; 71,3 y 89,4 cM de C1069 respectivamente y hacia el extremo
proximal del centrébmero. Las sondas C1709 y C901 fueron monomoérficas para

las 5 enzimas ensayadas, tanto para los padres F131 y Q4117 como paraBS y
BA. Ambas sondas revelaron un fragmento con EcoRl, Hindlll, BamHI,
EcoRV y dos con Pstl, todos presentes en las cuatro muestras. Las sondas

R1684 y C449 no hibridaron con el ADN de las cuatro muestras con ninguna de

las enzimas ensayadas, con lo cual resultaron ser no homoélogas. C443 fue
homéloga y reveld un fragmento con EcoRI y dos con las restantes cuatro
enzimas. Todos resultaron ser monomorficos entre los padres y los grupos. La

sonda C1336 reveld un fragmento con EcoRlI, dos con Hindlll y BamHI, tres
con EcoRV vy cuatro con Pstl, todos monomorficos entre las muestras. Por su
parte, la sonda C732 revel6 tres fragmentos con EcoRI, Hindlll y Pstl, y dos

con BamH1 y EcoRV, también todos monomérficos entre las cuatro muestras.
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6.2.4. Transformacién de marcadores de PCR en marcadores

codominantes (RFLP) y especificos (SCAR)

El fragmento de RAPD (UBC243) 100% ligado a la apomixis en este
estudio, fue aislado, clonado, y utilizado como sonda para poder determinar las
posibles variantes alélicas del mismo. El resultado de la hibridacion con el ADN
de los padres y los grupos BS y BA mostré un patrén de “chomreado” continuo
sin poder identificar claramente bandas especificas. Si bien se repiti6 la
hibridacion en mas de una oportunidad, en ningun caso se pudo visualizar
bandas que pudieran ser evaluadas. Esto estaria indicando que se podria tratar
de un fragmento de ADN repetitivo y no de copia simple.

El fragmento UBC243 fue secuenciado y a partir de ello se disefiaron
pares de “primers” especificos de tipo SCARs. La evaluacién de dos pares de
“primers” amroj6 resultados negativos, sin poder observar la amplificacién de
ninguna banda, en todas las variantes de temperatura de anillado (“annealing”)
utilizadas.

La secuencia del fragmento UBC243 es la siguiente:

5°..1-GAATTCGATTGGGTGAACCGCGTTAAATCGCCGTGTCTCCTCAAGAGTTT-50
51-GTATCCCCCTACCCTTCTCTCTTTACTCACCACATTTACATTTCTGCATT100
101-TACTTTCTTGTGTCCTTTAGCTTTTCTAGTTAATTTGATTAGGTTTGGCT-150
151-CTAGGTTGCAAGTCTTTTGGGTAAGTTAGAGAGTGCATAGATAAACATTA-200
201-GAGTTAATTGGCATGTGTAGTATATAATAGGTTTATCTTATGCATTAGAT-250
251-AGCCCTAGGTTTTAGAAGAGCGAATTAGCGACCCAATTCACCCCATCCTC-300
301-CTCTTGGGTCGGATACTCCGACACGGTCCTTACACCACCCTCCTCCTAGA-350
351-CCGGTTCACCCAATCACTAGTGAATTC-377 ..3°
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Por su parte, la secuencia de los dos pares de iniciadores disefiados es la

siguiente:

5 TTG GGT GAA CCG CGT TAA AT 3° (20-mero)

5 TGA TTG GGT GAA CCG GTC TAG G 3’ (22-mero)
Par2:

5'TGC ATT TAC TTT CTT GTG TC 3’ (20-mero)

5 GTG AAC CGG TCT AGG AGG AG 3’ (20-mero)

El otro fragmento (UBC259) encontrado completamente ligado a la
apomixis en la poblaciéon como asi también los dos fragmentos de AFLP, no
pudieron ser aun aislados para poder utilizarlos como sondas y evaluar su

comportamiento.
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7.1. Genética de la aposporia en Paspalum notatum

7.1.1. Analisis de las progenies F4, F2s y retrocruzas

En un analisis general de los resultados obtenidos a partir de las diferentes

progenies, se observé lo siguiente:

1)

2)

3)

4)

5)

En la progenie obtenida a partir de autofecundaciéon del progenitor feme-
nino F131 sexual y en las progenies de varias F, sexuales autofecunda-
das, no se observo segregacion para apomixis.

En todos los cruzamientos entre dos genotipos sexuales F1 (S) X F4 (S) y
retrocruzas de F4 (S) X progenitor sexual tampoco hubo segregacién para
apomixis.

En todos los cruzamientos entre genotipos sexuales (S) X apomicticos
(A) [progenitores S x A; F1 (S) X F4 (A) y retrocruzas] se observé segrega-
cién para el sistema de reproduccion.

En todas las progenies segregantes se observé una mayor proporcién de
plantas sexuales que apomicticas.

En todas las progenies segregantes para apomixis siempre se obtuvieron

proporciones similares entre si, variando entre 2,8(S):1(A) a 3,2(S):1(A)

Si analizamos en forma detalla las generalidades enunciadas precedente-

mente podemos concluir lo siguiente: La madre al no segregar para apomixis, tan-

to en autofecundacién como en retrocruzas por genotipos sexuales, se comporta-

ria como homocigota para dicho locus. Lo mismo puede deducirse del hecho que
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todas las plantas sexuales (F4) al autofecundarse o cruzarse entre si, no segregan
para apomixis. Ahora bien, queda determinar si la madre y todas las plantas
sexuales son homocigotas dominantes o recesivas. A juzgar por el hecho de que
siempre se obtuvo segregacién en los cruzamientos donde intervino la madre u
otra planta sexual con algun genotipo apomictico, se descarta la posibilidad de
homocigosis dominante. Con lo cual, la constitucién genotipica para dicho locus
deberia ser aaaa, siempre y cuando dicho caracter se encuentre regulado por un
solo gen y que ambas formas alternativas de reproduccién sean alelos de ese
mismo gen. En la mayoria de las especies apospéricas donde recientemente se
estudi6 la herencia de la apomixis, después del analisis de un nimero importante
de progenies, se determiné que el control genético es monogénico siendo la apo-
mixis dominante (Savidan, 1982a, 1983; Valle et. al. 1994, Valle y Savidan 1996;
Sherwood et. al. 1994).

La segregacién para apomixis en todos los cruzamientos entre genotipos
sexuales y apomicticos demuestra que tanto el progenitor apomictico como todas
las plantas apomicticas obtenidas son heterocigotas para este caracter. El hecho
que en todos los cruzamientos entre sexuales X apomicticos se obtuviese propor-
ciones fenotipicas muy similares entre si, demuestra que al menos los dos genoti-
pos apomicticos empleados en todos los cruzamientos (Q4117 y F1168) ademas
de ser heterocigotas para el caracter, tienen la misma constitucién genotipica. En
la F; (F131 x Q4117) se obtuvo una proporcién fenotipica de 2,8:1 entre sexuales

y apomicticos; en F> (F4 sexual X F1 apomictico) fue de 3,1:1 y en retrocruzas por
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el padre (F; sexual X Q4117) y por la madre (F131 X F1168 apomictico) fue de
3,2:1. Esta pequeia oscilacion puede deberse al nimero de individuos analizados
en cada una de las progenies. En la progenie F, se analizaron 212 individuos,
mientras que en la F; solamente se estudiaron 29 plantas. En cambio, en las re-
trocruzas por el padre apomictico se analizaron 95 plantas y 17 por la madre
sexual (Tabla 5).

La obtencion de una mayor proporcién de plantas sexuales en progenies se-
gregantes ya fue observada en un trabajo previo de P. notatum (Burton y Forbes
1960). En dicho trabajo se propuso que la apomixis estaria controlada por unos
pocos genes recesivos con influencia de factores modificadores. Estos resultados
fueron obtenidos a partir de cruzamientos intraespecificos entre plantas tetraploi-
des sexuales inducidas (diploides duplicados) y apomicticas naturales. La clasifi-
cacién reproductiva se realiz6 mediante pruebas de progenies basadas en obser-
vaciones visuales de caracteristicas morfolégicas, fenotipicas o de habitat, sin es-
tudios embriolégicos. El problema de esta metodologia, es que no permite diferen-
ciar entre una planta sexual y otra apomictica facultativa, porque ambas pueden
generar descendientes segregantes, y por lo tanto ser consideradas como sexua-
les. Es por ello que si analizamos detenidamente los resultados obtenidos en di-
cho trabajo, nos encontramos que en practicamente todas las progenies F, (clasi-
ficadas a partir de la obtencion de las F») las plantas sexuales exceden con creces
a las plantas apomicticas. Solamente en una progenie (PT-10 x MHB) se obtuvo

una proporcion de 3,8:1, muy similar a los valores obtenidos en este trabajo. Esta
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desviacion en las proporciones pudieron deberse simplemente a que Burton y
Forbes (1960) consideraron como sexuales a muchas plantas que en verdad eran
apomicticas facultativas con un nivel bajo de expresién del caracter. Por otro lado,
observaron segregacion en las progenies F2s obtenidas a partir de individuos F4s
sexuales, lo cual pudo deberse a la utilizacién de algunos genotipos apomicticos
facultativos para la obtencién de las F,s. Los autores aducen que no observé apo-
mixis facultativa en su material, pero con pruebas de progenies basadas en
observaciones visuales no pudieron diferenciar una planta sexual de una apomic-
tica con alta expresidén de sexualidad.

Estas dudas respecto a la clasificacién reproductiva de las progenies estu-
diadas por Burton y Forbes (1960) estan actuaimente fundamentadas en el anali-
sis embriologico de una planta clasificada como sexual en aquel trabajo (Quarin et
al. 1984). Los resultados arrojaron que un 70% de los 6vulos maduros tenia un
saco embrionario de origen meidtico, 15% tenia uno a varios sacos aposporicos, y
el 15% restante poseia un saco meiético normal rodeado por uno a varios sacos
apospéricos en el mismo évulo.

Si tenemos en cuenta el hecho que las diferencias existentes entre aquel tra-
bajo y éste pudieron deberse simplemente a la metodologia utilizada para la clasi-
ficacién de las progenies y al numero de individuos analizados, los resultados ob-
tenidos en ambos casos pueden llegar a ser muy similares entre si.

El aspecto en comun mas interesante en ambos trabajos fue el hecho de que

en todos los cruzamientos entre genotipos sexuales x apomicticos de P. notatum,
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siempre se obtuvo una mayor proporcion de plantas sexuales. Estos resultados
contrastan fuertemente con los obtenidos precedentemente en la mayoria de las
plantas apomicticas estudiadas. En gramineas apospoéricas como Panicum maxi-
mum (Savidan 1982a, 1983), Brachiaria (Valle et. al. 1994; Valle y Savidan 1996) y
Pennisetum (Sherwood et. al. 1994) como asi también en Ranunculus, un género
apospérico de la familia de las Ranunculaceas (Nogler 1984b), siempre se obtu-
vieron proporciones cercanas a 1:1 o 3:1 entre apomicticas y sexuales. Resulta-
dos similares se obtuvieron en Tripsacum, una graminea diplospérica emparenta-
da con el maiz (Leblanc et al. 1995; Gnmanelli ef a/. 1998a) y en hibridos interes-

pecificos Paspalum ionanthum X P. cromyorrhizon (Martinez et al. 1999).

7.1.2. Modelos genéticos de herencia de la apomixis

Antes de poder analizar los diferentes modelos genéticos en los cuales po-
drian incluirse las proporciones fenotipicas observadas, debemos considerar los
fundamentos teéricos de la herencia genética en los poliploides, y en particular la
de los autotetraploides. Esto es de importancia crucial puesto que P. notatum te-
traploide es de origen autoploide como lo demostraron Forbes y Burton (1961) con
cruzamientos y analisis citolégico de los hibridos.

En los autotetraploides, cinco genotipos pueden formarse para cada locus:
AAAA (cuadruplexo); AAAa (triplexo), AAaa (duplexo), Aaaa (simplexo) y aaaa
(nuliplexo). Estas constituciones genotipicas se originan por la combinacién de

tres tipos diferentes de gametas, AA, Aay aa, cuyas frecuencias relativas para un
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genotipo dado, dependen de los eventos citolégicos de la meiosis (Allard 1960).
Por otra parte, el célculo de las segregaciones gaméticas esperadas en herencia
tetrasémica, depende de como se distribuyen las 8 cromatidas a cada una de las
cuatro células de la tétrade formada por cada microsporocito. Existen dos tipos de
segregaciones gaméticas, las cuales son consideradas extremos, pudiendo existir
casos intermedios entre ambos. En la denominada distribucién al azar de los cro-
mosomas (Allard 1960) o también denominada segregacién cromosémica (Laca-
dena 1988), se tiene en cuenta que nunca se forman cuadrivalentes y que el locus
en cuestion se encuentra lo suficientemente cerca del centrémero de tal manera
que nunca se produce recombinacién entre ambos. Las cromatidas hermanas,
portando el mismo alelo, estan siempre unidas por el mismo centrbmero, de tal
manera que en la primera anafase van juntas al mismo polo y siempre se separan
en la segunda anafase. Por lo tanto, si tenemos un genotipo Aaaa, los dos alelos
dominantes nunca podran aparecer en la misma gameta. El mismo comportamien-
to es para los tres alelos recesivos. De esta manera la frecuencia gamética para el
genotipo simplexo es de 1Aa:1aa; para el duplexo 1AA:4Aa:1aa y para el triplexo
1AA:1Aa; mientras que los genotipos nuliplexo y cuadriplexo producirian un solo
tipo de gametas, aa y AA respectivamente. Los rangos genotipicos esperados de-
penderan de las combinaciones gaméticas que se den.

En la denominada distribucion al azar de las cromatidas o segregacién cro-
matidica se considera que siempre se forman cuadrivalentes y que el locus en

cuestibn se encuentra lo suficientemente alejado del centrbmero, de tal manera
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que se produce recombinaciéon entre ambos, con lo cual cromatidas hermanas,
portando el mismo alelo, terminan adheridas a diferentes centromeros y por elio
pueden ser incluidas dentro de la misma gameta o no, dependiendo de la distribu-
cion de las cromatidas en las dos anafases meidticas. Si tenemos en cuenta que
la formacion de cuadrivalentes es completa y se produce el 50 % de recombina-
cién entre el locus y el centrébmero, la distribucioén de las cromatidas a las gametas
sera al azar. Por lo tanto, la segregacion gamética de un individuo simplexo (Aaaa)
sera de 1AA:12Aa:15aa, de un duplexo 3AA:8Aa:3aa y de un triplexo
15AA:12Aa:1aa. Nuevamente los nuliplexos y cuadriplexos produciran un solo tipo
de gameta aa y AA respectivamente. Al igual que en la segregacién cromosomi-
ca, el rango genotipico esperado dependera de las combinaciones gameéticas.

En la Tabla 11 se resume las segregaciones fenotipicas esperadas para un
autotetraploide de acuerdo al tipo de segregacion gamética y para los diferentes
cruzamientos. Se considera que existe dominancia y que el fenotipo dominante es

el mismo cualquiera sea el niumero de alelos presente.
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Tabla 11. Segregaciones fenotipicas esperadas para diferentes cruzamientos de
un autotetraploide, considerando los dos tipos extremos de segregacién gaméti-
cas (Lacadena 1988).

SEGREGACION FENOTIPICA

CRUZAMIENTO Segregacién cromosémica Segregacién cromatidica

A a A a
AAAA x AAAA 1 1
AAAA x AAAa 1 1
AAAA x AAaa 1 1
AAAA x Aaaa 1 1
AAAA x aaaa 1 1
AAAa x AAAa 1 783
AAAa x AAaa 1 389 3
AAAa x Aaaa ! 769 15
AAAa x aaaa 1 27
AAaa x AAaa 35 1 187 9
AAaa x Aaaa 11 1 347 45
AAaa x aaaa 5 1 11 3
Aaaa x Aaaa 3 1 559 225
Aaaa x aaaa 1 13 15
aaaa x aaaa - 1 - 1

A partir de las evidencias citogenéticas que demostraron que los tetraploides
de P. notatum forman un nuamero elevado de cuadrivalentes en la meiosis y que,
por lo tanto, la autoploidia seria su origen (Forbes y Burton 1961; Quarin et al.

1984), en este trabajo decidimos considerar durante la evaluacién, aquellos mode-
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los de herencia tetrasémica y segregacién gamética de tipo cromatidica (Tabla

12).

Modelo 1: Sexualidad dominante: El primer modelo asume que la sexuali-
dad es dominante sobre la apomixis, y por lo tanto existen cuatro posibilidades
genotipicas para las plantas sexuales (SSSS, SSSs, SSss y Ssss) y una para las
apomicticas (ssss) (para una mejor comprension se utiliza la letra mayuscula S en
lugar de A para indicar la dominancia de la sexualidad sobre la apomixis). La ma-
dre no podria tener el genotipo cuadriplexo (SSSS) debido a que no se obtendria
segregacion para apomixis en la progenie F1. De las otras tres posibilidades geno-
tipicas, solamente el genotipo duplexo (SSss) produciria una proporcién fenotipica
esperada de 11:3 entre sexuales y apomicticos (x*> = 3,0, P = 0,09), la cual no di-
fiere significativamente de la proporcién fenotipica observada de 2,8(S):1(A) en la
F1. Sin embargo, este modelo no se ajustaria a los resultados observados en las
proporciones fenotipicas de las progenies de la madre autofecundada 1(S):0(A) y
de las F2s sexuales autofecundadas y cruzadas entre si 1(S):0(A) (Tabla 5). Para
que dicho modelo sea aceptado como valido, las plantas sexuales portadoras de
alguno de los tres genotipos heterocigotas (SSSs, SSss y Ssss) deberian segregar
para apomixis, tanto en autofecundaciébn como en cruzamientos entre si mismas.
Esto nunca fue observado en ninguno de los 239 individuos F, obtenidos a partir
de autofecundaciones de cuatro genotipos F diferente, y de los 77 individuos F>

obtenidos por cruzamientos entre dos genotipos sexuales (Tabla 5). Por otra par-
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te, en la retrocruza de la madre F131 con un genotipo F, sexual, tampoco se ob-
servd segregacién para apomixis, por lo cual este modelo fue rechazado.

Burton y Forbes (1960) propusieron este modelo para explicar sus resultados
en P. notatum. Consideraron que las plantas sexuales utilizadas como madre en
sus cruzamientos eran de genotipo duplexo (AAaa) y los progenitores masculinos
apomicticos nuliplexos (aaaa) (si bien la simbologia difiere a la utilizada en este
trabajo, el analisis es el mismo). Mediante la aplicacién de la prueba de progenie
en F3, obtuvieron las proporciones fenotipicas en F4. Los rangos observados fue-
ron variables, de acuerdo a los genotipos involucrados, entre 3.8:1 y 25:1 entre
sexuales y apomicticas. Estas proporciones se alejan de las esperables de 5:1
para un cruzamiento de tipo AAaa X aaaa con segregacion gamética de tipo cro-
mosémica y mas aun si consideramos una segregaciéon de tipo cromatidica donde
las proporciones esperables serian de 11:3. Por su parte, Burton y Forbes (1960)
encontraron que las progenies F3s, obtenidas de plantas F;s sexuales, las cuales
fueron clasificadas mediante analisis de progenie de 5 plantas, segregaban para
apomixis en un rango variable de acuerdo al genotipo de entre 30.4:1 a 228:1
(S:A). Estas proporciones deberian concordar con la segregaciéon 35:1, esperable
para un genotipo AAaa autofecundado con segregacién cromosémica. Sin embar-
go, debido a que las proporciones observadas en F4 y F, se desviaron de las espe-
radas para un modelo monogénico, con herencia tetrasdmica y apomixis recesiva,

los autores consideraron que esas desviaciones se debieron a factores modifica-
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dores que actuaban sobre ese material y por lo tanto sugirieron que la apomixis

estaria controlada por unos pocos genes recesivos.

Modelo 2: Apomixis dominante: El segundo modelo evaluado considera
que la apomixis es dominante sobre la sexualidad a partir de simple dosis. Este
modelo fue propuesto para la mayoria de las especies de plantas apomicticas,
apospoéricas y diplosporicas, estudiadas recientemente ((Savidan, 1982, 1983; No-
gler 1984b; Valle et. al. 1994; Sherwood et. al. 1994, Leblanc et al. 1995; Grimane-
lli et al. 1998a).

Las proporciones esperables para las cuatro combinaciones posibles difieren
significativamente de los rangos observados (P = <0.001) en las diferentes proge-
nies analizadas a partir de cruzamientos entre genotipos sexuales y apomicticos.
Si tenemos en cuenta el hecho que en este estudio, se obtuvieron proporciones
cercanas a 3:1 (S:A) para todos los cruzamientos entre plantas sexuales y apo-
micticas (F4, F2 y retrocruza), las posibilidades de colocarlos dentro de este mode-
lo son poco probables. Solamente en la combinacién aaaa X Aaaa es esperable
obtener una leve supremacia (15:13) de plantas sexuales sobre las apomicticas.
Sin embargo, esta proporcion difiere significativamente (P = <0.001) de la obser-

vada en este estudio de 3:1. Mas adelante se discutird nuevamente este modelo.

Modelo 3: Apomixis dominante con letalidad gamética: Este modelo es
equivalente al anterior pero con la diferencia que asume que las gametas portado-

ras del alelo dominante A son letales en doble dosis. Nogler (1984b) sostuvo que
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el alelo A, el cual confiere aposporia en Ranunculus, actua en forma dominante
para condicionar la aposporia, pero actua recesivamente como un factor letal en la
gametogénesis, con lo cual las gametas A 0 AA no son viables. A partir del cruza-
miento entre una planta diploide sexual de R. cassubicifolius y otra tetraploide
apomictica de R. megacarpus, Nogler (1894b) analiz6 varias progenies de retro-
cruzas por la madre sexual y sus resultados se ajustan a este modelo.

Las proporciones obtenidas por Sherwood et al. (1994) para un cruzamiento
entre un cultivar comercial apomictico de Pennisetum ciliare (Higgins) por otro
sexual, pudieron ser colocados en un modelo monogénico con apomixis dominan-
te y letalidad gamética. Ellos consideraron que la planta sexual tenia el genotipo
aaaa y el cultivar apomictico AAaa. Las proporciones observadas en F; de 140
apomicticos y 49 sexuales se desvian de las esperadas para el modelo 2 (o2 =
2,27, P = 0,13) mientras que se ajustan mejor a un modelo con letalidad gamética
(x*=0,17, P = 0,68).

Las proporciones observadas aqui en P. notatum de 2,8:1 no pueden ser co-
locadas bajo este modelo para ninguna de las alternativas genotipicas posibles (P

= <0.001) quedando este modelo descartado del analisis.

Modelo 4: Sexualidad dominante con efecto de dosaje: En este modelo
se considera que si bien la sexualidad es dominante sobre la apomixis, los genoti-
pos sexuales necesitan por lo menos una doble dosis del alelo S para que el ca-

racter se exprese. Significa que los individuos sexuales podran tener tres constitu-
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ciones genotipicas para ese locus, SSSS, SSSs y SSss, mientras que los indivi-
duos apomicticos podran ser ssss 0 Ssss. Si observamos en la Tabla 12, seis
combinaciones genotipicas diferentes son posibles. De todas las combinaciones,
sblo en una, las proporciones observadas no difieren significativamente de las es-
peradas. La misma asume que la madre sexual tendria un genotipo triplexo
(SSSs) y el padre apomictico seria simplexo (Ssss). Si bien el andlisis de la prue-
ba de bondad de ajuste nos da un valor bajo (x> = 0,001) con lo cual la probabili-
dad es supenor al 95% de aceptacion, este modelo no puede explicar la falta de
segregacion observada en todos los genotipos sexuales utilizados en el analisis.
Si asumimos que la madre es SSSs, la misma deberia segregar para apomixis en
autofecundacién en una proporcién de 15:13 (S:A). Por otro lado, los genotipos F1
sexuales que se originan a partir de este cruzamiento, tendrian solamente el geno-
tipo SSss, con lo cual también deberian segregar para apomixis en F». Sin embar-
go, las proporciones observadas para la progenie de la madre autofecundada,
como para todos las F,s obtenidas por autofecundacion de plantas F4 sexuales o
cruzamientos entre ellas, fueron de 1.0 (S:A). Estas razones llevan a descartar
este modelo.

Este modelo no fue considerado en ninguna de las especies apomicticas es-
tudiadas, y en este trabajo sélo se lo tuvo en cuenta como posibilidad de explicar
la mayor proporcion de plantas sexuales observadas en todos los cruzamientos

entre sexuales y apomicticos.
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Modelo 5: Apomixis dominante con efecto de dosaje: Este modelo es el
mismo que el anterior pero en este caso se asume que la apomixis es dominante
sobre la sexualidad, pero a partir de la presencia del alelo A en doble dosis. Los
genotipos posibles para los individuos apomicticos son AAAA, AAAa y AAaa y pa-
ra los sexuales Aaaa y aaaa (Tabla 12). De las 6 combinaciones posibles, solo en
una. aaaa X AAaa las proporciones observadas (2,8:1) no difieren significativa-
mente de las esperadas (11:3) para un nivel de probabilidad del §%. Si esto fuera
asi, las plantas de constitucion genotipica Aaaa, consideradas sexuales, deberian
segregar para apomixis en autofecundacién o cruzadas por otra planta del mismo
genotipo en una proporcion de 585:199 (S:A). Ademas, de acuerdo a este modelo
las plantas sexuales de genotipo Aaaa estarian presentes en la F4 en proporcion
mucho mayor que las del otro genotipo sexual (8 Aaaa : 3 aaaa). Si esto fuese asi,
no se deberia esperar encontrar diferencias a escala molecular entre plantas
sexuales y apomicticas, mediante la metodologia del analisis de segregantes en
grupos (BSA), ya que el alelo A estaria presente en la mayoria de las plantas

sexuales de la progenie (ver 6.2.1;6.2.2y 6.2.3).

Modelo 6: Apomixis dominante con efecto de dosaje y letalidad gaméti-
ca: Este modelo considera juntas las dos variantes analizadas por separado en los
modelos 3 y 5. Es decir, que la apomixis es dominante a partir de doble dosis del
alelo A y las gametas portadoras de dicho alelo en doble dosis son letales. Los
genotipos posibles para las plantas sexuales y apomicticas son los mismos que

para el modelo anterior. Las combinaciones que involucran al genotipo cuadru-
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plexo (AAAA) en los cruzamientos, no pueden generar progenies debido a que la
unica gameta que se formaria seria AA y la misma es considerada letal. De las
cuatro combinaciones posibles, Aaaa X AAaa, es la Unica en las cuales los resul-
tados observados (2,8:1) no difieren significativamente con los esperados (201:96)
a un nivel de probabilidad del §%. Sin embargo, este modelo presenta los mismos
inconvenientes que el modelo anterior, donde en primer lugar algunas plantas
sexuales de genotipos Aaaa deberian segregar para apomixis y segundo que no
hubiese sido posible encontrar diferencias a escala molecular entre ambos grupos

de acuerdo a la metodologia empleada.

Modelo 7: Modelo de Mogie: Este modelo fue propuesto por Mogie (1992)
en su libro sobre: “La evolucion de la reproduccion asexual en plantas” para expli-
car el control genético de la apomixis en los poliploides. El mismo considera que la
expresion de la apomixis en una planta sexual con tendencia innata a la apomixis,
dependera de una simple mutacion en el gen salvaje a*, donde el alelo mutante &
generara un fenotipo apomictico viable. Es necesario que el locus afectado con-
tenga por lo menos una copia del alelo salvaje a* en el cual la dominancia puede
ser revertida por un efecto de dosaje del alelo mutante. Este efecto de dosaje
puede ser faciimente alcanzado en los poliploides. De acuerdo con elio, los geno-
tipos posibles para las plantas sexuales serian a*a’a’a’ y a*a*a’a’, mientras que

los apomicticos serian a’a‘a'a’ y a’a'a'a. Como el modelo asume la premisa que

por lo menos una copia del alelo salvaje a* debe estar presente en los genotipos
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apomicticos, restringe la posibilidad de la existencia de individuos homocigotas
para el alelo mutante. El genotipo homocigota mutante a'a'a’a” seria letal.

Este modelo fue propuesto para explicar las proporciones obtenidas en hibri-
dos interespecificos de Paspalum ionanthum sexual X P. cromyorrhizon apomicti-
co facultativo (Martinez et al. 1999). Las proporciones observadas en F4 fueron de
2:1 0 3:1 entre aposporicos y no apospéricos, segun fuese el criterio que se tuvie-
se en cuenta para considerar a una planta apospérica o no apospérica. Esto se
debid al hecho que muchas plantas poseian un alto grado de esterilidad femenina,
con ausencia de sacos embrionarios y esporadica aparicion de sacos aposporicos,
muchas veces no del todo desarrollados. Esta esterilidad fue observada en las
plantas que debieron haber sido sexuales y por lo tanto impidi6 obtener progenies
F.s y retrocruzas, para poder corroborar el modelo propuesto. Martinez et al.
(1999) consideraron, ademas, que las proporciones observadas en F4 pueden ser
colocadas bajo un modelo de control monogénico, con herencia tetrasémica y
segregacion cromatidica.

Las proporciones obtenidas en P. notatum no podrian ser colocadas en el
modelo de Mogie, debido por un lado a la falta de segregacion para apomixis ob-
servada en los genotipos sexuales heterocigotas (a*a*a‘a’) autofecundados, y a

los resultados obtenidos en la identificacién de marcadores moleculares (ver 6.2)
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Las proporciones aqui observadas en P. notatum no se ajustan exactamente
a ninguno de los modelos genéticos analizados. Esto nos lleva a pensar que pue-
den estar operando otros genes en la expresion del caracter o que el mismo pue-
de ser influido por factores modificadores que produzcan una distorsibn en la
segregacion. El primer modelo hipotético propuesto por Powers (1945) plante6
que la apomixis estaria controlada por tres genes homocigotas recesivos, cada
uno de los cuales controlaria uno de los tres componentes del proceso apomictico:
falla o supresibn de la meiosis femenina (aa), falla en la fertilizacién de la
ovocélula (bb) y desarrollo partenogenético de la misma (¢c). De acuerdo con este
modelo, la apomixis se originaria a escala diploide. Este modelo ha recibido
muchas criticas debido a que en primer lugar es hipotético y nunca fue
confirmado. Gustafsson (1947a) sefalé que la falla en la fertlizacion
probablemente no tenga un control genético simple. Otro punto controversial del
modelo de Powers (1945) es el hecho de que considera la homocigosidad para los
genes de apomixis, cuando es bien sabido que las plantas apomicticas son
altamente heterocigotas para muchos de sus genes (Asker y Jerling 1992). En los
primeros estudios realizados en la graminea apospoérica Pennisetum ciliare
(Taliaferro y Bashaw 1966) ya se planteé que la apomixis estaria controlada por
dos loci. El gen B que condiciona para sexualidad y es epistatico con el gen A, el
cual controla la apomixis. De acuerdo con este modelo, la planta sexual utilizada
en sus experimentos fue heterocigota para ambos locus AaBb, y la apomictica

homocigota para el locus de sexualidad y heterocigota para el de apomixis Aabb.
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En Panicum maximum, Hanna et al. (1973) estudiaron la segregacion de pro-
genies sexuales autofecundadas y propusieron un control genético a partir de dos
loci, siendo la sexualidad dominante sobre la apomixis y condicionada a un efecto
de dosaje de dos o mas alelos dominantes. Los genotipos sexuales serian AABB,
AABDb, AaBB, AaBB, AAbb y aaBB; mientras los apomicticos aabb, Aabb y aaBb.
El alto numero de genotipos sexuales heterocigotos que se producirian, generaria
segregacion para apomixis en autofecundaciones o cruzamientos entre plantas
sexuales.

Los resultados observados en P. notatum en este estudio no podrian ser co-
locados en los modelos propuestos por Powers (1945), Taliaferro y Bashaw (1966)
y Hanna et al. (1973) debido a que no explicarian la falta de segregacion observa-
da en todos los genotipos sexuales autofecundados o cruzados entre si. Todas las
plantas sexuales se comportan como homocigotas recesivas en cruzamientos con
plantas apomicticas y ademas, es bien sabido que todas las especies apomicticas
son altamente heterocigotas. Los recientes estudios embriolégicos y moleculares
realizados en el género diplospérico Erigeron, mediante cruzamientos interespeci-
ficos entre una especie diploide sexual E. strigosus y otra triploide apomictica E.
annuus, aportaron nuevas evidencias sobre un control genético a partir de mas de
un gen (Noyes 2000; Noyes y Rieseberg 2000 ). Los autores analizaron por sepa-
rado el control genético de dos componentes del proceso apomictico como son, la
formacion de los sacos embrionario y la partenogénesis. A partir de la segrega-

cién obtenida en F1 de 64:57 entre plantas diplospéricas y sexuales, se propuso
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que la herencia de la diplosporia tendria un control genético monogénico con dos
alelos y seleccion sobre las gametas homocigotas para diplosporia (Noyes 2000).
Sin embargo, Noyes (2000) observ6é ausencia de partenogénesis en muchos de
los hibridos altamente diplospéricos, lo que lo llevé a proponer que este compo-
nente del proceso apomictico, no estaria estrictamente asociado con la formacion
de los sacos embrionarios no reducidos. Por su parte, encontraron que el liga-
miento de cuatro marcadores moleculares con herencia polisémica, estan signifi-
cativamente asociados a la partenogénesis; mientras que 11 marcadores que co-
segregan con una herencia univalente, estan completamente asociados con la
diplosporia (Noyes y Rieseberg 2000). Estos resultados contrastan fuertemente
con la idea general propuesta por muchos investigadores para distintas especies
apomicticas sobre el control genético de la apomixis a partir de un solo gen (Savi-
dan 1982, 1983; Nogler 1984; Sherwood et al. 1994, Valle y Savidan 1996). Savi-
dan (2000) sugiere que la aposporia es transmitida como un todo y que, aunque la
falla en la fertilizacion parece ser un efecto pleiotrépico de la apomeiosis, un su-
pergen o “linkat’, definido por Demarly (1979) como un grupo de genes ligados
comportandose en una forma coordinada para completar una funcién, esta proba-
blemente involucrada en el proceso, es decir, mas que un simple gen. Un “linkat”
es un segmento de cromosoma en el cual el ligamiento de genes que contribuyen
a una funcién se encuentren colocados juntos por medio de una inversién. Esto
parece especialmente necesario para explicar la transmisién en las plantas facul-

tativas y la aparente regulacion dependiente del nivel de ploidia del gen. Esta ex-



V1. DISCUSION 158

plicaciéon podria tener relacién alguna con los resultados obtenidos mediante mar-
cadores moleculares en algunas especies apomicticas y en particular en este tra-
bajo con P. notatum (ver 6.2). Por su parte, Carman (1997, 1999) en un estudio
hecho sobre el origen hibrido de la apomixis, sugiri6 que la apomixis puede ser el
resultado de genes duplicados que son expresados en forma coordinada en el de-
sarrollo femenino y no de genes especificos o0 alelos para apomixis. El estudio
hecho por Carman (1997, 1999) se basé en dos suposiciones: La primera fue que
los apomicticos son poliploides formados a partir de la contribucién de diferentes
genomas y cuyas especies ancestrales mostraban diferencias principales en la
oportunidad del desarrollo de la megasporogénesis y del saco embrionario. La se-
gunda suposicién fue que hay una serie de observaciones en cruzamientos inter-
especificos e intergenéricos que producian anormalidades en la reproduccion de
las plantas, las cuales se parecian a las de un desarrollo apomictico. Esto puede
ser factible para aquellas especies apomicticas alopoliploides, pero no para mu-
chas, entre ellas la mayoria de las especies de Paspalum, las cuales se han origi-
nado por autoploidia.

Las desviaciones observadas por Burton y Forbes (1960) en las proporcio-
nes fenotipicas esperadas para un modelo monogénico, los llevd a proponer que
la apomixis estaria controlada por unos pocos genes recesivos infiuidos por “facto-
res modificadores”. Sin embargo, de acuerdo a la interpretacién que hicimos ante-
riormente sobre los mismos, dichos resultados pueden compararse con los obteni-

dos en este trabajo y por lo tanto ser incluidos bajo un modelo en comun.
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Todo este analisis nos lleva a proponer que, en principio, P. notatum tendria
una regulaciéon genética mas compleja, la cual difiere en algunos aspectos de un
modelo de herencia mendeliano clasico. La explicacion mas probable seria la exis-
tencia de algun mecanismo de letalidad genética asociado al locus de la apomixis,
el cual provocaria la muerte de gametas y/o genotipos apomicticos portadores de
dicho factor letal. Esto provocaria una distorsién en la segregacion fenotlpica, de
tal manera que las proporciones se desviarfan de las mendelianas tipicas para
herencia tetrasémica, control monogénico, apomixis dominante y segregacion
cromatidica (Modelo 2 de la Tabla 12). Ademas, esta variacion podria modificarse
de acuerdo al grado de penetrancia del gen letal asociado con el caracter. La leta-
lidad podria ser un efecto pleiotrépico con penetrancia incompleta. Sin embargo,
mas probablemente la letalidad podria deberse a uno 0 mas genes ligados al ca-

racter apomixis.

Esta influencia de genes letales distorsionando la segregacion del caracter
apomixis seria concordante con la idea generalmente aceptada de altos niveles de
heretocigocis en plantas apomicticas. Muchas especies apomicticas tendrian nor-
malmente una importante carga genética ya que la ausencia de reproduccion
sexual no les permitiria “limpiar” dicha carga por medio de la recombinacién. Algu-
nos de esos letales podrian estar ligados a un gen dominante para apomixis, como
lo propuso Richards (1996). Esta distorsion también fue observada en la segunda

generacién de retrocruzas de hibridos de Maiz-Tripsacum donde la sexualidad y la
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apomixis segregaban en un rango de 16:1 (Grimanelli et a/. 1998b); mientras que
en F; la segregacién fue de 1:1(Leblanc et al. 1995). Para explicar esta distorsion,
Grimanelli et al. (1998b) propusieron la existencia de un mecanismo similar al pro-
puesto por Nogler (1984). Las existencias de raros eventos de entrecruzamiento
del gen(s) responsable de la apomixis y un posible sistema letal, podrian ser la
explicacién a tal distorsion. Alternativamente estos autores proponen la existencia
de una penetrancia incompleta de dicho sistema, resultando en una pequeia pro-
porcién de alelos que son transmitidos. Las dos posibles hipétesis de sistemas
letales consideran por un lado la posibilidad que el factor letal actue en cis o en
trans, ambos con la posibilidad de que exista entrecruzamiento entre ambos loci 0
la existencia de penetrancia incompleta. Si el sistema actua en cis y es incomple-
tamente penetrante, solamente se obtendrian plantas sexuales; mientras que si
actua en trans con penetrancia incompleta se produciria la autoeliminacién del
factor letal, por lo tanto el segmento que controla la apomixis segregaria al azar.
Este ultimo sistema fue propuesto como mas probable explicacidn de la distorsién
de la segregacién, a favor de las plantas sexuales, observada en las retrocruzas
de Maiz-Tripsacum. Esta distorsion pudo ser corroborada por analisis molecular
mediante RFLP en dicha poblacién. (Grimanelli et al. 1998b). Estos sistemas de
distorsion de la segregacién han sido descriptos en muchos organismos (Lyttle
1991) y en particular estan muy difundidos entre las plantas (Rick 1965; Sano

1990).
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El hecho fundamental es que los resultados obtenidos, tanto en este trabajo
como los de Burton y Forbes (1960) en P. notatum, no pueden ser explicados por
los modelos evaluados precedentemente para un control Mendeliano clasico, como
se propuso para la mayoria de las especies estudiadas. La letalidad asociada al
caracter apomixis, tal como fue evaluada recientemente, podria ser la causa mas
probable de la distorsion en la segregacién observada en las progenies de cruza-
mientos entre genotipos sexuales y apomicticos. De acuerdo a esta interpretacién
los genotipos apomicticos que se utilizaron en los cruzamientos con plantas sexua-
les tendrian una constitucion genotipica simplexa (Aaaa) mientras las plantas
sexuales siempre serian nuliplexas (aaaa). En el cruzamiento entre ambos genoti-
pos, el genotipo simplexo produciria tres clases de gametas en una proporcién de
1AA:12Aa:15aa para una segregacién gamética de tipo cromatidica; mientras que
el genotipo sexual produciria un solo tipo de gameta (aa). En este tipo de cruza-
miento se deberia esperar una proporcién fenotipica de 15:13 entre plantas sexua-
les y apomicticas, los cuales difieren significativamente con las proporciones ob-
servadas de 2,8:1 ( v% = 34.7, P = <0.001). Sin embargo, si consideramos que el
alelo para apomixis esta asociado a un sistema letal similar al propuesto por Gri-
manelli et al. (1998b) las proporciones se modificarian hacia una supremacia de
plantas sexuales, tal cual lo observado. Los resultados obtenidos mediante marca-
dores moleculares, los cuales son discutidos mas adelante, apoyan esta teoria (ver

6.2.1;6.2.2y 6.2.3)
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Tabla 12. Evaluacion de diferentes modelos genéticos de herencia de 1a apomixis en Paspalum notatum. Se evaluaron mode-
los de herencia tretrasémica, monogénica, y con segregacién gamética de tipo cromatidica,.
Proporcién Proporcién Desviacién del

Herencia Dominancla Genotipos Progenitores esperada observada modelo
(sex:apo) (sex:apo) —
Sex Apo madre padre ¥ P(1df)
1) Tetras6mica Sexualidad SSSS  ssss S§SSS 1.0 147 <0.001
SS8Ss SS8Ss 271 ) 319.6 <0.001
SSss SSss  SSSS 11:3 31 30 009
Ssss Ssss 13:15 63,7 <0.001
2) Tetrasdmica Apomixis aaaa AAAA AAAA 0:1 115.7 <0.001
AAAa AAAa 1:27 i 3045 <0.001
Adaa 333a  Apga 311 31 346  <0.001
Aaaa Aaaa 16:13 347 <0.001
3) Tetrasémica Apomixis  aaaa AAAA AAAA 0:0 - <0.001
(letalidad gamética) AAAa AAAa 112 4 1306 <0.001
AAaa 3338 Apgg 38 3 231 <0.001
Aaaa Aaaa 15:12 284 <0.001
4) Tetrasdémica Sexualidad SSSS  Ssss Ssss 1.27 14.7 <0.001
(efecto de dosaje) $SSs  ssss  SSSS  ggeg 1.0 147  <0.001
SSss
SSSs  Ssss 577:207 21 0.001 >0.95
SSSS 15:13 : 347 <0.001
S Ssss 191:201 §3.2 <0.001
S8S  sess 311 346 <0.001
5) Tetrasémico Apomixis  Aaaa AAAA  Aaaa 271 115.7 <0.001
(efecto de dosaje) aaaa AAAa aaaa AAAA 0:1 1157 <0.001
AAaa
Aaaa AAAa 207:507 . 2066 <0.001
aaaa 13:15 31 63.7 <0.001
Aaaa AA 201:191 429 <0.001
aaaa aa 11:3 3.0 0.09
6) Tetrasémico Apomixis  Aaaa AAAA  Aaaa 0:0 <0.001
(efecto de dosaje y aaaa AAAa  aaaa AAAA 0.0 <0.001
letalidad gamética) AAaa
Azaa  appg  207:144 . 19.1  <0.001
aaaa 1.0 31 147  <0.001
Aaaa  ppaa  201:96 35 0065
ettt aasa . L& T 147 <0001
7) Modelo de Mogie a'a'a’a’ a‘a’a’a’ a‘a’aa 113 3.0 0.09
*a'a’a g'g'ag” aaa‘a’ *a’'a’g 13:1 . .
apomixis = mutante recesivo (a) da@a alaga 29938 aaaa 318 39 o7 <000
sexualidad = alelo saivaje (a°) a'a'aa  9p4:188 408 <0.001

2333 a'gaa’  207:562 234.4  <0.001
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7.2. Marcadores moleculares ligados a la aposporia en Paspalum notatum
7.2.1. La eleccién del material y la metodologia empleada

El objetivo en este punto fue identificar marcadores moleculares que co-
segreguen con la reproduccion apomictica en Paspalum notatum. Para elio se
recurrié a una progenie segregante de un cruzamiento intraespecifico entre un
genotipo tetraploide 100% sexual y otro apomictico obligado. Primeramente,
hubo que establecer si la apomixis posee una herencia cualitativa o esta bajo la
influencia de dos 0 mas genes. Los resultados observados en el analisis gené-
tico hecho precedentemente demostraron que en principio la apomixis en P.
notatum posee un control monogénico y que se comporta como una variante
alélica de la sexualidad con influencia de factores modificadores. El estudio de
caracteres cualitativos requiere la generacion de poblaciones segregantes pa-
ra el caracter a ser evaluado. En la mayoria de las especies homocigotas di-
chas progenies recién se obtiene a partir de la segunda generacion (F3). Esto
se debe a que en general las especies son autégamas y por lo tanto homocigo-
tas para la mayoria de los loci. Sin embargo, las especies aldgamas posen un
alto grado de heterocigosis en la mayoria de sus loci, con lo cual en cruzamien-
tos con especies homocigotas o heterocigotas se obtiene segregacion a partir
de la primera generacién (F4). Por otro lado, al estar la apomixis estrechamente
vinculada con la poliploidia, la posibilidad de contar con genotipos heterocigo-
tas para un locus determinado, es mucho mayor que en un individuo diploide.
De los cinco genotipos posibles para un locus determinado en una especie te-

traploide, cuatro son heterocigotas y el niumero se incrementa ain mas en el
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caso de poliploides superiores. Este es el caso de la apomixis en P. notatum y
en todas las especies apomicticas estudiadas. Las plantas apomicticas son, en
general, altamente heterocigotas, debido a que se generaron por alopoliploidia
o por autopoliploidia a partir de citotipos diploides alégamos. La relacién estre-
cha entre el caracter y la poliploidia es ampliamente conocida (Asker y Jerling
1992). Todas las especies apomicticas tetraploides estudiadas recientemente
fueron consideradas heterocigotas para el locus en cuestidon con constituciones
genotipicas de tipo Aaaa 0 AAaa. El analisis genético de la herencia de la
apomixis hecho en P. notatum determiné que el caracter se comporta como un
caracter heterocigota y genotipicamente similar a un simplexo (Aaaa), mientras
que las plantas sexuales son homocigotas y por lo tanto nuliplexas (aaaa). Por
ello, en todos los cruzamientos que involucraron genotipos apomicticos se ob-
tuvo segregacion para dicho locus como si se tratase de una verdadera retro-
cruza, tal cual sucede con las especies diploides homicigotas para un locus
cualquiera.

Una vez obtenida la poblacion segregante, el proximo paso fue establecer
perfectamente las clases fenotipicas a ser evaluadas. Los resultados de las
observaciones embriologicas permitieron diferenciar claramente dos fenotipos
para el sistema de reproduccion: plantas sexuales y plantas apomicticas, sin
detectar variaciones continuas entre ambas clases que hagan pensar en la in-
fluencia de mas de un gen. Todas las plantas clasificadas como sexuales lo
fueron en su totalidad, ya que unicamente poseian sacos embrionarios de ori-

gen meidtico; mientras que todas las apomicticas fueron consideradas practi-
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camente obligadas debido al alto porcentaje de sacos embrionarios apospori-
cos presente en cada una de eilas. A pesar de que unas pocas plantas mostra-
ron niveles levemente inferiores de expresion de sacos embrionarios apospori-
cos, éstos fueron variables en funcién del momento de la floracién en el cual se
realizo el andlisis (ver 6.1.2.)

Para la identificacion de marcadores moleculares relacionados con la re-
gién responsable del caracter, se recurrid a la metodologia del analisis de se-
gregantes combinados (BSA) desarrollada por Michelmore et al. (1991). Esta
metodologia es una importante herramienta para encontrar marcadores poli-
morficos relacionados con determinados caracteres. En los Ultimos afos esta
metodologia ha sido empleada en numerosos trabajos de deteccion de marca-
dores moleculares ligados a caracteres cualitativos, como los son muchas en-
fermedades (Michelmore et al. 1991; Paran y Michelmore 1993; Penner et al.
1993; Barua et al. 1993; van der Beek et al. 1994; Devey et al. 1995; Chagué et
al. 1996) y también a algunos cuantitativos (Wang y Paterson 1994, Hill 1998,
Mackay y Caligari 2000). El BSA también fue utilizado exitosamente en la iden-
tificacion de marcadores moleculares ligados a la reproduccién apomictica en
géneros de gramineas como Tripsacum (Leblanc et al. 1995), Brachiaria (Pes-
sino et al. 1997, 1998) Pennisetum (Gustine et al. 1997; Ozias-Akins et al.
1998) y Poa (Barcaccia et al. 1998).

Esta metodologia fue desarrollada como alternativa a otras, como el uso
de lineas isogénicas (NILs), para identificar rapidamente marcadores molecuia-

res ligados a genes o regiones genémicas de interés, en especies donde no se
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cuenta con NILs. Para ello, el unico prerrequisito que se requiere es contar con
una poblaciéon segregante para el caracter en estudio. De acuerdo a Micheimo-
re et al. (1991) el éxito del método depende de la divergencia entre los padres
en la region gendmica a ser evaluada. Ei método se basa en la combinacion o
mezcla de ADN de un numero determinado de individuos para cada ciase feno-
tipica, de tal manera que todos los loci ligados a la regién de interés queden
juntos en un grupo y que los loci no ligados se distribuyan al azar entre ambos
grupos. El tamafio minimo de los grupos sera determinado por la frecuencia
con la cual los loci no ligados deben ser detectados como polimorficos entre
ambos grupos. Esto dependera del tipo de marcador utilizado (dominante o co-
dominante) y el tipo de poblacién usada para generar los grupos (F2, retrocru-
za, etc.). Las probabilidades de que un grupo de “n” individuos porte una banda
y un segundo grupo de igual tamafio no la tenga (falsos positivos) sera la si-
guiente en funcién del tipo de la poblacion y el tipo de marcador:

1) F2, marcador dominante: 2(1-[1/4]")(1/4)" (Michelmore et al. 1991)

2) F,, marcador co-dominante: 4(1-[1/4]")(1/4)" (Mackay y Caligari 2000)

3) Retrocruza, todos los marcadores: 2(1-[1/2]")(1/2)" (Mackay y Caligari

2000)

Si se utilizan 10 individuos para formar cada grupo, la probabilidad de que
un locus no ligado sea polimérfico (falso positivo) entre ambos grupos es la si-
guiente: 1) 2 x 10°, 2) 4 x 10°, 3) 2 x 10°. Esto demuestra que aun cuando
sean ensayados muchos loci, la probabilidad de encontrar un locus diferencial

no ligado es muy pequefia. A menor tamafo del grupo, mas chances de encon-
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trar falsos positivos; sin embargo, como el ligamiento de todos los polimorfis-
mos es confirmado por analisis de la poblacion segregante, el BSA con un nu-
mero pequeno de individuos en uno o ambos grupos, suministrara un mayor
enriquecimiento de marcadores ligados al locus de interés. El método permite
identificar marcadores moleculares dentro de una ventana del 20 % de recom-
binaciéon a cada lado del locus de interés. Los marcadores que estan dentro de
una ventana del 30 % de recombinacién, también son detectados pero como
bandas de diferente intensidad (Michelmore et al. 1991).

La utilizacién de la metodologia del BSA en este estudio, permitié detec-
tar, mediante tres técnicas distintas de marcadores moleculares: RAPD, AFLP
y RFLP, seis marcadores completamente ligados a la reproduccion apomictica
en P. notatum. La inclusién de 10 individuos en cada grupo fue efectiva en la
localizacion de fragmentos polimorficos relacionados Unicamente con el siste-
ma de reproduccién. Si bien, los progenitores utilizados son altamente hetero-
cigotas para la mayoria de los loci evaluados, el agrupamiento utilizando 10
individuos por grupo, transformé en monomérficos a todos los loci que no esta-
ban asociados al sistema de reproducciéon y solamente quedaron como poli-

mérficos aquellos 6 loci ligados a la apomixis.

7.2.2. Analisis de RAPD
La técnica de RAPD fue la primera entre las tres utilizadas en este trabajo
para la identificacién de marcadores moleculares ligados a la apomixis. Los

RAPDs son marcadores dominantes que utilizan la amplificacion enzimatica
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diferencial de pequefios fragmentos de ADN, usando la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) con oligonucledtidos arbitrarios (“primers”) de pocas pares
de bases (generalmente 10 pb) (Williams et al. 1990). Los polimorfismos obser-
vados resultan tanto de cambios cromosomales en las regiones amplificadas o
cambios de bases que alteran el sitio de pegado (“annealing”) del primer. El
procedimiento de obtencion de marcadores de RAPD es rapido y requiere de
poca cantidad de ADN (ng), el cual no necesita ser de alta calidad y no involu-
cra el uso de radioactividad. Los polimorfismos pueden ser detectados en
fragmentos conteniendo secuencias altamente repetitivas, lo cual suministra
marcadores ubicados en regiones que no podrian ser detectadas por métodos
de hibridizacidon como los RFLP. La técnica de RAPD es considerada por mu-
chos como poco reproducible entre laboratorios diferentes debido a la influen-
cia de algunos de los componentes de la reaccion como al uso de diferentes
maquinas termocicladoras (Penner et al. 1993; Meunier y Grimont 1993; MacP-
herson et al. 1993; He et al 1994; Jones et al. 1997). En un trabajo se determi-
né un 75 % de reproducibilidad, medido en funcién del porcentaje de bandas
reproducibles, a partir de la utilizacién de 50 primers de RAPD (Skroch y Nien-
huis 1995). Esta falta de reproducibilidad sefialada por varios autores, no fue
observada en este estudio a pesar de haber utilizado maquinas termociclado-
ras distintas y haber realizado las amplificaciones en dos laboratorios diferen-
tes. Manteniendo las mismas condiciones de la reaccion, como la concentra-
cién de ADN, concentracién de MgCl,, concentracién de Taqg polimerasa y con-

centracion de los primers los resultados fueron totalmente reproducibles entre
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los dos laboratorios y utilizando maquinas termocicladoras de diferentes mar-
cas. El analisis de segregacion realizado con los dos marcadores ligados a la
apomixis en P. notatum, y utilizando los mismos individuos en los dos ensayos
realizados en diferentes laboratorios, produjo exactamente los mismos resulta-
dos

La utilizacion de 400 “primers” de RAPD permiti6 evaluar alrededor de
1700 loci diferentes, con lo cual se cubrié una amplia regién del genoma de P.
notatum. Se encontraron solamente dos fragmentos polimoérficos entre los res-
pectivos grupos (BS y BA) y entre los progenitores (F131 y Q4117), lo que da
un porcentaje de polimorfismo relacionado con el caracter de 0,5 %. Este por-
centaje fue el mismo que se encontré en Brachiaria utilizando 184 “primers”
pertenecientes a la serie Operon (Operon Technologies, Alameda, CA, USA)
sobre una poblacién segregante de 43 individuos. En dicho trabajo, dos “pri-
mers” fueron seleccionados para el andlisis de ligamiento, pero solo uno
(OPC4) presentd una banda significativamente ligada a la apomixis (x® = 11,08,
P<0,001, r = 0,24) (Pessino et al. 1997).

El analisis de segregacion realizado con los dos fragmentos polimérficos
entre los padres y BS y BA en 175 individuos de la progenie Fy de P. notatum,
demostré que ambos fragmentos estaban completamente ligados al locus de la
apomixis. Ambos fragmentos solamente fueron amplificados por los individuos
apomicticos. No se encontré ninguna planta recombinante, tanto en el grupo
apomictico como en el sexual. Los fragmentos diferenciales fueron amplifica-

dos por separado por dos oligonucleétidos de 10 pb.
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En la Tabla 13 se realizé la prueba de bondad de ajuste (x%) para tres
modelos de herencia de la apomixis y para los dos marcadores de RAPD 100
% ligados al caracter. Ademas del modelo de herencia Mendeliana clasico, con
herencia tetrasomica, apomixis dominante y segregacion cromatidica, se con-
sideraron dos variantes de dicho modelo, en los cuales se considera que las
distorsiones en las proporciones observadas son debidas a factores modifica-
dores como pueden ser genes letales asociados al alelo para apomixis. En uno
de esos modelos se asume una letalidad gamética del 100 % para las gametas
portadoras del alelo para apomixis en condicidon de homocigosis (AA), tal cual
fue propuesto por Nogler (1984) para Ranunculus. E! otro modelo, fue propues-
to en este trabajo para P. notatum, asumiendo que la alta distorsién provocada
en las proporciones observadas en favor de las plantas sexuales, pudo deberse
a que, ademas de la muerte de las gametas portadoras del alelo A en doble
dosis, también se mueren algunas gametas heterocigotas (Aa), o combinacio-
nes genotipicas apomicticas portadoras del alelo letal, en por lo menos un
50%. Este porcentaje es puramente hipotético ya que no es posible determinar-
lo por medio de los estudios realizados en este trabajo. Sin embargo, las ob-
servaciones hechas mediante analisis de fertilidad del polen no parecen corre-
lacionarse con la letalidad, por lo que puede ser muy factible que la misma se
produzca en estado embrionario.

La distorsidn en la segregacién fenotipica observada en la progenie F4 del
cruzamiento entre F131 sexual y Q4117 apomictica de 2,8:1 entre sexuales y

apomicticas, fue la misma que la encontrada con los dos loci de RAPD ligados
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a la regién responsable. Las bandas diferenciales unicamente estuvieron pre-
sentes en las 56 plantas apomicticas y ausentes en las 119 sexuales ensaya-
das. De acuerdo a la prueba de bondad de ajuste (x°) el unico modelo posible
que explica dicha distorsion en la segregacién es el modelo que considera la
existencia de letalidad gamética del 100 % en AA y por lo menos un 50 % en
las gametas Aa.

El ligamiento completo observado en este estudio mediante la utilizacién
de marcadores de RAPD, también fue encontrado en Pennisetum, una grami-
nea apospérica perteneciente a la misma tribu que Paspalum. Empleando una
progenie de 397 individuos que segregaban fenotipicamente para apomixis en
una proporcién cercana a 1:1, encontraron 12 marcadores moleculares (11
SCARs y 1 STS) completamente ligados al locus de la apomixis (Ozias-Akins et
al. 1998). Los SCARs fueron generados a partir de primers especificos obteni-
dos a partir de fragmentos de RAPD polimorficos entre los progenitores sexua-
les y apomicticos. La estrategia realizada para la generacion de un namero alto
de fragmentos de RAPD ligados al locus de la apomixis fue mediante la diges-
tion del ADN gendmico con distintas enzimas de restriccion y posterior amplifi-
cacién de los fragmentos generados, utilizando los mismos primers que dieron
polimorfismo con el ADN genémico entero de las muestras. Esto le permitié
obtener 22 marcadores polimérficos, de los cuales 11 fueron transformados en
SCARs. Los 12 marcadores estuvieron siempre presentes en las 162 plantas
apomicticas y ausentes en las 235 sexuales, por lo tanto pertenecen al mismo

grupo de ligamiento y estan ligados en acoplamiento con el caracter. Cuando
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utilizaron seis de esos fragmentos como sondas, cuatro hibridaron como ADNs
de bajo numero de copias y revelaron bandas solamente en las plantas apo-
micticas y no en las sexuales. Esta hemicigosis parcial observada cerca del
locus de la apomixis, ios llevd a proponer la idea que se trata de una region
especifica de la aposporia (ASGR) (Ozias-Akins et al. 1998).

La posible causa de falta de recombinacién en esa regiéon fue discutida
por Ozias-Akins et al. (1998) a partir de diferentes mecanismos hipotéticos:
Uno podria ser que el locus de la apomixis estuviese ubicado en una regién
centromérica o heterocromatica, o inclusive en un minicromosoma que no se
aparea en la meiosis. No existen evidencias al respecto e inclusive en otras
especies como Brachiaria, mediante mapeo comparativo con maiz, se sugirié
que el locus de la apomixis estaria ubicado en una region telomérica (Pessino
et al. 1997). Otra posible explicaciéon podria ser la localizacién en una inversion
heterocigota o en una region de ADN introducida de otra especie. Un entrecru-
zamiento (crossing over) en una inversion paracéntrica puede resultar en cro-
matidas dicéntricas y acéntricas, que portan duplicaciones cromosémicas y de-
ficiencias respectivamente, con lo cual serian no viables. La tercera posibilidad
seria que la region especifica de la aposporia sea un locus complejo controlado
por dos 0 mas genes, los cuales son mantenidos como una unidad intacta, y
donde la recombinacion esta suprimida por algunos de los mecanismos men-
cionados anteriormente.

Uno de los marcadores de RAPD (OPC-04) que fue encontrado comple-

tamente ligado a la apomixis en Pennisetum (Ozias-Akins et al. 1993), también
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lo fue en una poblacion de 43 individuos segregantes de Brachiaria. El mismo
fue ubicado en un mapa de la regidn a una distancia de 19 cM del locus de la
apomixis (Pessino et al. 1998). Por otro lado, el “primer” OPC-04 fue ensayado
sobre los progenitores y los BS y BA de una poblacidén segregante de ia espe-
cie apomictica cultivada Pennisetum ciliare (“buffelgrass”). En esta especie no
se detecté ninguna banda diferencial entre los progenitores sexuales y apomic-

ticos y por lo tanto no fue evaluada sobre la progenie.

Tabla 13. Andlisis de la prueba de bondad de ajuste (xz) para tres modelos posibles de herencia
de la apomixis en una poblacién de 212 individuos segregantes, y para la segregacién de dos
marcadores de RAPD ligados al caracter, en una poblacién de 175 individuos.

Esperado Observado

i 2
Locus Modelo de herencia Rango N, + N N+ N - x (dfp= )

(Apo:Sex)

Apomixis Tetrasémico, segrega- 13:15 o8 114 56 156 34,7 < 0,001
cién cromatidica

Tetrasémico, segrega- 12:15 94 118 56 186 279 <0,001
cion cromatidica, letali-
dad gamética (100% AA)

Tetrasémico, segrega- 6:15 61 1561 56 156 0,49 0,49
¢ién cromatidica, letali-
dad gamética (100% AA
y 50% Aa)
UBC243 Tetrasémico, segrega- 13:15 70 81 56 119 14,7 <0,001
UBC259 cion cromatidica

Tetrasémico, segrega- 12:15 67 84 56 119 11,0 <0.001
cién cromatidica, letali-
dad gamética (100% AA)

Tetrasémico, segrega- 6:15 43 108 56 119 1,0 >0.30
cién cromatidica, letali-
dad gamética (100% AA
y 50% Aa)
N; = nimero de individuos; + y —~, presencia y ausencia del caracter respectivamente
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7.2.2. Analisis de AFLP

La técnica de AFLP fue utilizada con el propésito de encontrar un mayor
numero de marcadores asociados a la apomixis en P. notatum que nos permi-
tiese mapearios en la poblacién de tal manera de determinar si alrededor del
locus de la apomixis efectivamente hay una restriccion a la recombinacion co-
mo fue observado con los marcadores de RAPD. Los AFLP son marcadores
dominantes al igual que los RAPD y por lo tanto el nivel de informacion es limi-
tado. Sin embargo, su principal ventaja es la de ser altamente polimérficos y
reproducibles. Los polimorfismos que se obtienen son generalmente a nivel
nucleotidico y los mismos son detectados ya sea por un cambio de un nucleé-
tido en el sitio de reconocimiento de la enzima o en el sitio adyacente a la mis-
ma. Por otro lado, cambios estructurales tales como deleciones o inserciones
también afectan la presencia o el tamano de los fragmentos de restriccion, los
cuales son detectados por los AFLP como polimorfismos (Vos et al. 1995;
Blears et al. 1998) 1. Desde que fueron descriptos por Zabeau y Vos (1993), su
utilizacién fue aumentando ano tras ano, ya que es una herramienta importante
en el estudio de caracteres de importancia agronémica, en plantas y animales,
como asi también en el desarrollo de mapas moleculares y la saturaciéon de
regiones gendmicas poco pobladas de marcadores.

En P. notatum se ensayaron 10 combinaciones de “primers” al azar Eco-
Ri/Msel +3, con lo cual se logré evaluar alrededor de 690 loci diferentes. El
empleo de la técnica resultd ser eficaz y rapida para detectar polimorfismos

asociado al caracter. En primer lugar se observé un alto grado de polimorfismo
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entre los genomas de los progenitores (11,5 %). Esto era esperable de obtener
debido al origen de ambos. La madre sexual F131 es un hibrido, obtenido ex-
perimentalmente en un cruzamiento entre dos genotipos apomicticos con fon-
dos (background) genéticos muy diferentes; mientras que el padre apomictico
Q4117 es una planta que crece naturalmente en poblaciones del sur de Brasil.
Del total de loci ensayados utilizando los padres y BS y BA, 12 loci resul-
taron ser polimérficos entre los grupos BS y BA. Solamente dos loci estuvieron
relacionados con la apomixis;, mientras que los restantes segregaron en la po-
blacién como independientes 0 no relacionados con el caracter. El anaiisis de
ligamiento con 100 individuos de la progenie (50 sexuales y 50 apomicticos)
determiné que ambos loci unicamente estaban presentes en las plantas apo-
micticas. Ningun recombinante fue encontrado en el total de la poblacién ensa-
yada al igual que lo obtenido con los dos marcadores de RAPD. Esto confirma
que los mismos estan ligados en un 100 % al locus en fase de acoplamiento.
Los AFLP también fueron utilizados en Brachiana, para identificar nuevos
marcadores ligados a la region responsable de la apomixis (Pessino et al.
1998), y en la determinacion del control genético de la partenogénesis en Poa
pratensis (Barcaccia et al. 1998). En Brachiaria, los AFLP fueron utilizados para
encontrar marcadores adicionales mas cercanos al locus de la apomixis que los
obtenidos previamente mediante el empleo de sondas de RFLP de maiz (Pes-

sino et al. 1997). El empleo de siete combinaciones de “primers” Pstl/Msel con

tres nucleédtidos selectivos (+3), les permitid identificar dos fragmentos fuerte-

mente ligados al locus de la apomixis. Los dos marcadores fueron ubicados en
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un mapa de la regién a una distancia de 1 y 5 cM respectivamente a cada lado
del locus de la apomixis. Todos los marcadores que fueron encontrados aso-
ciadas a la apomixis en la poblacion de 43 individuos segregantes de Brachia-
ria fueron mapeados a un lado u otro del locus, demostrando que en dicha re-
gion la recombinacién se produce.

En Poa se detectaron 8 marcadores de AFLP asociados a la partenogé-

nesis mediante el empleo de 36 combinaciones de primers EcoRI/Msel con

tres nucledtidos selectivos. Todos los marcadores de AFLP, como asi también
uno de RAPD, fueron ubicados en un mapa de la regidén a cada lado del locus
de la partenogénesis (Barcaccia et al. 1998). Si bien en dicho trabajo se argu-
menta que por observaciones citoembrioldgicas la apomeiosis, el otro compo-
nente del proceso apomictico, esta estrictamente ligado a la partenogénesis y
por lo tanto bajo el mismo control genético, esto no ha podido ser demostrado
a nivel molecular.

Los resultados obtenidos en P. notatum, tanto con RAPD como con AFLP,
contrastan fuertemente con los obtenidos en Brachiaria (Pessino et al. 1997,
1998). En P. notatum no se observo recombinacién para los dos marcadores
de RAPD, ni para los dos de AFLP ligados a la apomixis en poblaciones de 175
y 100 individuos respectivamente. Sin embargo, los resultados obtenidos son
concordantes con las observaciones hechas en Pennisetum (Ozias-Akins et

al.1998).
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7.1.4 Analisis de RFLP

Los marcadores de RFLP fueron utilizados con el propésito de encontrar
nuevos marcadores moleculares asociados a la apomixis en P. notatum que
nos permitan obtener una mayor informacién del locus responsable del caracter
y a su vez establecer la sintenia evolutiva con segmentos cromosémicos homo-
logos de otras gramineas apomicticas y no apomicticas mediante estudios de
mapeo genomico comparativo.

En la actualidad, existen mapas genéticos de arroz y maiz altamente satu-
rados de marcadores de diferentes tipos: Morfologicos, Isoenzimaticos, RAPD,
AFLP, RFLP, STS, microsatélites, para todos los grupos de ligamiento.

El analisis a partir de marcadores de RFLP requiere, como primera medi-
da, poder contar con una biblioteca de clones o sondas para la especie en es-
tudio. En general, estas sondas solamente estan disponibles para las especies
de importancia econémica como el arroz, maiz, tomate, trigo, soja, etc. Las
sondas pueden ser obtenidas de diferentes fuentes: 1) a través de fragmentos
de ADN gendmico clonados al azar (genoteca o libreria genémica); 2) a través
de la transcripcion revertida de los ARN mensajeros (ARNm) del organismo en
estudio, generando una biblioteca de moléculas de ADN complementario (clo-
noteca o libreria de ADNc); 3) a través de la amplificaciéon por PCR de secuen-
cias conocidas utilizando “primers” especificos y 4) a través de la conversién en
sondas de bandas de RAPD o AFLP seleccionadas y obtenidas en geles de
electroforesis por medio de amplificaciones por PCR. Un punto importante en la

seleccion y utilizaciéon de las sondas, es que sean de copia Unica o de bajo nu-
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mero de copia. Las sondas que poseen ADN repetitivo hibridan con varios
fragmentos en la membrana, o cual impide poder analizarlas porque se obtiene
un patron de “chorreado’. Esto impide el andlisis de los loci y sus alelos, como
asi también el analisis mendeliano. Los clones de ADNc en general son de co-
pia unica y, por lo tanto, son mas adecuados para el andlisis. Existen genote-
cas enriquecidas con clones de copia Unica, lo cual favorecen su utilizacion.
Como en la actualidad aan no existen sondas homologas para la mayoria de
las especies y en particular para Paspalum u otra graminea apomictica, se re-
currié a la utilizacion de sondas heter6logas, aprovechando el alto grado de
homologia de las secuencias nucleotidicas de los genes y el alto grado de con-
servacion de loa mapas genéticos de estos genes en especies
taxonémicamente relacionadas. Esta sintenia evolutiva existe también entre los
genomas de ias especies de gramineas. Este fendmeno fue descubierto
primero en tomate y papa, dos especies pertenecientes a la misma familia,
mediante mapeo comparativo de ambos genomas. Se encontraron que ambas
especies solamente diferian en cinco inversiones de brazos cromosémicos
(Bonierable et al. 1988; Tanksley et al. 1992). Posteriormente, también a partir
de mapeo comparativo entre diferentes especies de gramineas, principaimente
los cereales, se determiné la gran similitud que existe en la constitucion de los
cromosomas y en el ordenamiento lineal de los genes o marcadores dentro de
los mismos. Varias son las citas existentes que hacen referencias a esta
particularidad en la similitud entre los genomas de las gramineas (Ahn vy
Tanksley 1993; Ahn et al. 1993; Bennetzen y Freeling 1993; Moore et al. 1993,

1995a y b; Moore 1995; Devos et al. 1995; Devos y Gale 1997; Glaszmann et
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Devos et al. 1995; Devos y Gale 1997; Glaszmann et al. 1997). Estos trabajos
determinaron que las gramineas poseen aproximadamente los mismos genes
ordenados casi en el mismo orden. Las diferencias existentes entre las espe-
cies en los caracteres morfoldgicos y del comportamiento, se deben a variacio-
nes alélicas para un mismo gen o la adquisicién de nuevas funciones codifica-
das por nuevos genes (Bennetzen y Freeling 1993). Este descubrimiento
permitié la utilizacion de sondas heterélogas entre las distintas especies de
gramineas y la comparacién entre los genomas de las mismas.

La utilizacion de 73 clones de RFLP pertenecientes a tres genotecas dife-
rentes, una de maiz y dos de arroz, permitié realizar una amplia prospeccion de
todo el genoma de P. notatum. Para la eleccion de las genotecas se tuvieron
en cuenta los antecedentes previos existentes en el uso de las mismas en otras
especies apomicticas. Esto permite poder comparar los resultados obtenidos
con cada una de las especies. La genoteca de maiz utilizada en este estudio es
la misma que la utilizada exitosamente en la identificaciéon de marcadores mo-
leculares para apomixis en hibridos de Maiz-Tripsacum (Leblanc et al. 1995) y
en Brachiaria (Pessino et al. 1997). La genoteca de arroz de la Universidad de
Cornell fue utilizada en el mapeo de nuevos marcadores de RFLP asociados a
la apomixis en Brachiaria (Pessino et al. 1998). La genoteca perteneciente al
RGP (Japén) fue utilizada recientemente en la obtencién de marcadores mole-
culares para apomixis en Paspalum simplex (Pupilli, comunicacién personal).

De ésta ultima, solamente se utilizaron las sondas pertenecientes al grupo de
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ligamiento 12 de arroz, debido a que algunas de las mismas fueron encontra-
das completamente ligadas a la apomixis en dicha especie.

Entre las sondas de maiz y arroz utilizadas en este estudio, las de arroz
resultaron ser mas informativas que las de maiz. Las sondas de arroz hibrida-
ron con el ADN de P. notatum en la mayoria de los casos (92%), revelando un
mayor numero promedio de loci por sonda. Por otro lado, con las sondas de
arroz se obtuvo un mayor numero de sondas polimérficas entre los padres
(54%) que con las de maiz (24%). A su vez, las sondas de arroz revelaron en
promedio un mayor nimero de loci para cada combinacién sonda/enzima que
las de maiz, lo cual demuestra un mayor grado de homologia con el genoma de
P. notatum. Los polimorfismos que se obtuvieron con las sondas de arroz fue-
ron observados con las 5 enzimas de corte frecuente utilizadas; mientras que

con las de maiz solo fueron observados con algunas de las mismas. En gene-
ral, las enzimas EcoRI y Hindlll fueron las mas informativas con practicamen-

te todas las sondas ensayadas, generando un mayor numero de loci que las
demas; como asi también la mayor parte de los polimorfismos obtenidos.

De todos los polimorfismos observados con los padres, solamente dos loci
lo fueron también con los grupos sexual y apomictico. Los mismos fueron reve-
lados por la misma sonda (C1069) pero cada uno por separado con una enzi-

ma distinta (EcoRl y Hindlll). El analisis de segregacion realizado sobre 132

individuos de la poblacién (56 apomicticos y 76 sexuales) determiné que se
trataba de dos loci completamente ligados al locus de la apomixis. Ningun re-

combinante fue encontrado entre los individuos de los dos grupos. La totalidad
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de las plantas apomicticas obtenidas en la progenie F; fueron ensayadas con
ambos loci. Ambos siempre estuvieron presentes en todos los individuos apo-
micticos y ausentes en los sexuales. Las bandas segregaban como fragmentos
de restriccion de dosis simple (SDRFs).

La deteccién y el andlisis del ligamiento en los poliploides es compleja y
requiere de un analisis preliminar para poder comprender el analisis de los re-
sultados obtenidos en P. notatum. Existen dos motivos principales que hacen
que el estudio del ligamiento en los poliploides sea complicado: 1) Hay un nu-
mero grande de posibles genotipos para cada locus segregando en la pobla-
cién y estos genotipos no siempre pueden ser identificados faciimente por su
patron de bandas. En el caso de un tetraploide como P. notatum, existen cinco
genotipos diferentes (nuliplexo, simplexo, duplexo, triplexo y cuadruplexo); 2)
La constitucion gendémica (alopoliploidia versus autopoliploidia) en muchos po-
liploides no esta determinada fehacientemente. Como ya se mencioné, en P.
notatum las referencias existentes, sobre la base de evidencias citoembriolégi-
cas, determinaron que se trata de un autotetraploide (Forbes y Burton 1961;
Quarin et al. 1984).

Para resolver estos problemas, Wu et al. (1992) propusieron un método
general de mapeo en los poliploides basado en la segregacién de fragmentos
de restricciéon de dosis simple (SDRFs). El analisis de los mismos requiere de-
terminar el tipo de poliploide del cual se trata (alopoliploide o autopoliploide), el
tamano de la poblacién y la probabilidad de ligamiento. Elios determinaron que

un tamano promedio de 75 individuos es requerido para identificar un SDRFs
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con un 98 % de nivel de confianza. Este tamafo de la poblacién también es
adecuado para detectar y estimar ligamiento en fase de acoplamiento, tanto
para alopoliploidia como autopoliploidia; pero sin embargo, en fase de repul-
sidn solamente puede ser detectado en los alopoliploides. Para determinar el
ligamiento en fase de repulsion en los autopoliploides, se requiere una pobla-
cién de mas de 750 individuos. Para la deteccién de una alta frecuencia de
SDRFs en una poblacion se requiere un padre con alto nivel de heterocigosi-
dad y otro con bajo nivel, de tal manera de incrementar ia probabilidad de de-
tectar fragmentos polimérficos.

Un SDRF es un fragmento que segrega en las gametas de plantas hete-
rocigotas con una proporcion de 1:1 (presencia:ausencia). La autofecundacion
de la misma planta producira una progenie, en la cual una % parte mostrara el
fragmento y %, no; mientras que al cruzar dos plantas, una que posee el frag-
mento y otra que no, solamente la mitad tendra el fragmento. Un SDRF es con-
siderado equivalente a un alelo simplexo en los autopoliploides (herencia poli-
sémica) o a un alelo en un locus heterocigoto en un genoma diploide de un
alopoliploide (herencia disbmica). El fenotipo de un marcador SDRF en una
progenie segregante representa los tipos de gametas de uno de los padres
mas que los genotipos producto de la combinacién de gametas de ambos pa-
dres, como es el caso de varios analisis de ligamiento de RFLP en diploides
(Sorrells 1992).

Aplicando los conceptos tedricos del analisis de ligamiento en plantas po-

liploides a los resultados observados con los RFLP en P. notatum, podemos
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hacer las siguientes consideraciones: Los dos loci ligados completamente al
locus de la apomixis segregan en la poblacion como fragmentos de restriccién
de dosis simple (SDRFs) para una constitucion genotipica de los progenitores
de aaaa para la planta sexual F131 y Aaaa para la planta apomictica Q4117,
considerando un control monogénico, con herencia tetrasémica y apomixis do-
minante. De acuerdo al concepto de SDRF los dos fragmentos presentes en el
padre apomictico deberian segregar en la progenie en una proporciéon de
1aa:1Aa. Es decir, que de los 132 individuos que fueron ensayados para am-
bos fragmentos, la mitad aproximadamente deberia recibir el fragmento con el
alelo para apomixis y la otra mitad, no. Esto es visualizado en un film de una
membrana hibridada, como %z de los individuos con la banda presente y ¥z sin
la banda. Sin embargo, esta segregaciéon no fue observada, ya que solamente
56 individuos recibieron la banda y 76 no la recibieron. Esta distorsidon en las
proporciones esperadas puede ser explicada por la existencia de algin meca-
nismo modificador, como puede ser un sistema letal asociado al alelo dominan-
te A para apomixis, que provoque la existencia de una mayor proporcion de
individuos sin el fragmento. Si esto fuera cierto, y suponiendo que la letalidad
se produjese a nivel gamético, tanto en gametas homocigotas (AA) como hete-
rocigotas (Aa), se deberia obtener una mayor proporcion de gametas de tipo aa
que no portarian el alelo para apomixis. Si tenemos en cuenta estas considera-
ciones y sobre la base del analisis hecho precedentemente con la segregaciéon
fenotipica observada en el cruzamiento sexual X apomictico y la segregacion

de los otros marcadores ligados al caracter (RAPD y AFLP), podemos asumir
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que el genotipo de la madre sexual F131 deberia ser aaaa; mientras que el pa-
dre apomictico Q4117 deberia ser Aaaa. Si la letalidad se produjese en game-
tas portadoras del alelo para apomixis 0 en determinadas combinaciones geno-
tipicas apomicticas, las proporciones deberian desviarse de la esperada para
un cruzamiento de aaaa X Aaaa. Esto puede ser visualizado en la segregaciéon
de las Figuras 17 y 18. La sonda C1069 revela dos fragmentos tanto para Eco-
Rl (Figura 17) como para Hindlll (Figura 18). Un fragmento, el de menor tama-
no en la Figura 17 y el de mayor tamano en la Figura 18, esta presente en to-
dos los individuos de la poblaciéon (sexuales y apomicticos); mientras que el
otro fragmento solamente esta presente en las plantas apomicticas. La
interpretacién de estos resultados es que, si la apomixis y la sexualidad son
formas alélicas de un mismo gen, la banda que observamos que esta presente
en todos los individuos, podria ser el alelo a, el cual es portado tanto por los
genotipos sexuales (aaaa) como por los apomicticos heterocigotas (Aaaa,
AAaa, AAAa), mientras que la banda que esta presente Unicamente en los
individuos apomicticos, seria el alelo respectivo A especifico de las plantas
apomicticas (Figura 17 y 18). Si consideramos que la madre posee un genotipo
aaaa, solamente producira un tipo de gametas (aa). Por su parte, si el padre
posee el genotipo Aaaa, producira dos clases de gametas (Aa y aa), en una
proporcién de Y2 y %2 respectivamente, para una segregacion cromosémica, y
de 1AA:12Aa:15aa para una segregacion cromatidica. Si el Ultimo caso fuera el
considerado, teniendo en cuenta que P. notatum es un autotetraploide con un

alto grado de formacién de cuadrivalentes, las proporciones fenotipicas espe-
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rables serian aproximadamente de 13 apomicticos y 15 sexuales; mientras que
a nivel molecular seria de 13 individuos portadores de la banda (A_) y 15 sin la
banda. Sin embargo, en la segregacién fenotipica hemos observado una pro-
porcion de 2,8:1 entre sexuales y apomicticas y en la parte molecular 56 indivi-
duos apomicticos fueron portadores de la banda y 76 sexuales no. Por lo tanto,
esta distorsion observada en la segregacion tanto en la parte fenotipica como
molecular solamente puede ser explicada por un sistema letal asociado al alelo
de la apomixis.

La distorsion en la segregacion ya fue observada en otras especies de
gramineas apomicticas, tales como en retrocruzas diplospéricas de Maiz-
Tripsacum (Grimanelli et al. 1998), en retrocruzas de Pennisetum (Ozias-Akins
et al. 1993, 1998) y en un trabajo reciente en hibridos Fy de Paspalum simplex
(Pupilli, comunicacién personal). En la primera especie se realizaron varias ge-
neraciones de retrocruzas a partir de un cruzamiento entre maiz diploide (2 =
2x = 20) y Tripsacum dactyloides tetraploide (2n = 4x = 72). En una progenie F
de 42 individuos se obtuvo una segregacion de 23 plantas diplospoéricas y 29
sexuales. Esta segregacion no difiere de 1:1 para un modelo monogénico y con
apomixis dominante (Leblanc et al. 1995). Sin embargo, el analisis de la segre-
gacion observado en dos generaciones de retrocruzas (BC, y BC4), obtenidas a
partir de la anterior poblacion hibrida, difiere de un modelo herencia Mendelia-
na simple con segregacion 1:1 (Grimanelli ef al. 1998). Las distintas generacio-
nes de retrocruzas fueron obtenidas a partir del cruzamiento de hibridos F

apomicticos macho estériles como madre y plantas de maiz como dador de
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polen. En la segunda generacién de retrocruzas (BCz) obtuvieron una segrega-
cion de 16:1 entre plantas sexuales y apomicticas. Grimanelli et al. (1998) ex-
plicaron que la fuerte distorsion observada en favor de las plantas sexuales, se
podria deber a la eliminacién del segmento responsable de la apomixis en di-
chas generaciones. Para explicar como funciona este mecanismo, propusieron
la existencia de un sistema letal parecido al propuesto por Nogler (1984b) para
Ranunculus, con dos variantes de acuerdo a que el factor letal actie en confi-
guracion cis (esté en el mismo cromosoma que el alelo para apomixis) o en
trans (sobre el cromosoma homdlogo). A su vez consideraron la posibilidad de
que exista entrecruzamiento (crossing over) entre el alelo para apomixis y el
gen letal o que la penetrancia del mismo sea incompleta. De acuerdo con este
modelo, si el factor letal actia en cis y es incompletamente penetrante, sola-
mente se obtendrian plantas sexuales; mientras que si el mismo actua en trans
y también existe penetrancia incompleta, se produciria una autoeliminacién del
factor letal, por lo tanto el segmento que controla la apomixis segregaria al azar
en la proxima generacion. Esta Ultima posibilidad fue considerada como la mas
probable explicacion de la distorsion de la segregacion observada en la pobla-
ciébn BC,. La distorsién observada en segregacion fenotipica también fue en-
contrada en los marcadores moleculares ligados a ia diplosporia en las retro-
cruzas apomicticas. Los fragmentos obtenidos con los clones de maiz csu68 y
umc28 ligados a la apomixis en BC, demostré que los mismos co-segregan

con las plantas apomicticas y estan ausentes en las sexuales.
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En la graminea apospdrica Pennisetum, Ozias-Akins et al. (1998) también
observaron una distorsidn en las proporciones fenotipicas en favor de las plan-
tas sexuales. A partir de cruzamientos interespecificos entre un tetraploide in-
ducido de P. glaucum (2n = 4x = 40) por un hexaploide apomictico de P.
squamulatum (2n = 6x = 54) se obtuvo una Fy de 397 individuos, de los cuales
235 resultaron ser de reproduccion sexual y 162 apomicticos. Esta proporcién
se aleja de la esperada 1:1 para un modelo de herencia monogénico y segre-
gacion cromosémica (x° = 13,42, P = <0,001) y de 15:13 (S:A) para una
segregacion cromatidica (x? = 4,90, P = 0,03). Sin embargo, pudo ser colocada
bajo un modelo de segregacién cromatidica y con letalidad gamética (x? = 2,00,
P = 0,16). La falta de recombinacidén alrededor del locus de la apomixis y la
parcial hemicigosis que fue detectada con algunas sondas obtenidas a partir de
los fragmentos especificos de la apomixis, los llevd a designar a dicha region,
como especifica de las plantas aposporicas. Las posibles causas de la falta de
recombinacién ya fueron discutidas en el punto 7.2.2 donde se analizé los re-
sultados obtenidos con RAPD.

Los dos fragmentos ligados 100 % a la apomixis en P. notatum fueron
obtenidos con la sonda C1069 la cual mapea en la regién telomérica del brazo
largo del cromosoma 12 de arroz. No se encontrd ningun otro polimorfismo en-
tre BS y BA que pudiese estar relacionado con la regiéon responsable de la
aposporia. Todas las demas bandas que fueron polimérficas entre los padres lo
fueron monomorficas entre BS y BA. Algunos polimorfismos entre los padres

fueron ensayados con 30 individuos de la poblacién para determinar su patron
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de segregacién. Dos loci segregaron como SDRFs en una proporcién cercana
a 1:1 y fueron independientes del sistema de reproduccion. Un locus segregé
en una proporcion cercana a 5:1 tal cual es la caracteristica de los fragmentos
de restriccion de dosis doble (DDRFs). Este tipo de segregacién es esperable
para plantas autotetraploides como es el caso de P. notatum. Por Ultimo, un
locus polimérfico entre los padres segregdé en forma distorsionada en los 30
individuos ensayados, sin poder atribuirsele a un SDRF o DDRF. Si bien la
muestra que se utilizd para determinar el patrén de segregacion es pequena,
esta misma observacién fue obtenida en P. simplex mediante analisis de se-
gregacion de 30 fragmentos presentes en el padre apomictico y ausentes en la
madre sexual (Pupilli, comunicacién personal). En ese trabajo se observé que
21 fragmentos segregaban como SDRFs, 3 como DDRFs y 6 fragmentos tuvie-
ron una segregacion distorsionada. Estos resultados son coincidentes con los
obtenidos en este estudio y demuestran que aproximadamente un 20 % de los
fragmentos en ambas especies segregan en forma distorsionada, con lo cual
estaria demostrando que la distorsién en la segregaciéon observada en los mar-
cadores ligados al locus de la apomixis, también es producida en otras regio-
nes del genoma que no necesariamente estan relacionadas con dicho caracter.
El hecho que ninguna otra sonda de arroz y maiz fuera encontrada aso-
ciada a la apomixis en P. notatum indica que el caracter esta ubicado en un
locus simple y que un area bien definida de un cromosoma es la responsable
de la expresion de la aposporia. Para determinar el area especifica del cromo-

soma 12 de arroz que esta relacionado con la aposporia, se ensayaron sondas
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adicionales de la serie RGP, algunas de las cuales como C901, fueron encon-
tradas completamente ligadas a la aposporia en P. simplex, mientras que las
restantes fueron tomadas al azar a lo largo de todo el grupo de ligamiento. Con
ninguna de tales sondas pudo observarse fragmentos que estuviesen relacio-
nados con la aposporia o inclusive que fuesen polimérficos entre los padres.
Inclusive con algunas sondas, como R1684 y C449 que mapean a 9.3 y 24.3
cM de C1069, no se pudo detectar ningin fragmento homeélogo a P. notatum.
De todas las sondas del cromosoma 12 ensayadas, C1709 es la que mapea
mas cerca (5,9 cM) de C1069 y tampoco esta relacionada con el locus de la
apomixis. Esto demuestra que probablemente la region relacionada con la
apomixis en arroz es mucho mas especifica que la que fue encontrada en P.
simplex. En dicha especie, con la sonda C901 se encontraron dos fragmentos
que estaban ligados 100 % en fase de acoplamiento con el locus de la apo-
mixis. También las sondas C1069 y C454 detectaron fragmentos ligados com-
pletamente al caracter. Estas dos ultimas sondas mapean en la misma posicion
del cromosoma 12 de arroz (Horushima 1998). Por otro lado, las sondas C885
y C995 que mapean sobre el cromosoma 1 de arroz, fueron ubicadas en la
misma regién del locus de la apomixis en P. simplex, a una distancia de 1,6 cM.
Por su parte, la sonda R202, que mapea en los cromosomas 2 y 8 de arroz, fue
ubicada dentro de la misma regién del locus de la apomixis a una distancia de
11,4 cM (Pupilli, comunicacién personal). La utilizacién de una nueva serie de
sondas del grupo 12 de arroz le permitid a Pupilli encontrar otras dos sondas

(R1759 y C996A) completamente ligadas a la apomixis y que mapean entre
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C1069 y C901. El area total del cromosoma 12 de arroz que esta relacionada a
la apomixis en P. simplex abarca 12,2 cM. En los 5 marcadores que fueron en-
contrados ligados a la apomixis en P. simplex no se observd ningun evento de
recombinacidén en las 87 plantas utilizadas en el analisis. Estos resultados son
coincidentes con los obtenidos en este estudio con P. notatum, como asi tam-
bién lo observado en Pennisetum (Ozias-Akins et al. 1998) y en hibridos de
Maiz- Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al. 1998b). La falta de recombinacién
puede ser atribuida a la localizacion del locus de la apomixis en regiones cen-
troméricas o0 en otras regiones heterocromaticas dentro del cromosoma donde
se sabe que la recombinacién es baja (Wu y Tanksley 1993). Sin embargo, el
mapeo comparativo hecho mediante sondas de maiz en Brachiaria y Tripsa-
cum, y de maiz y arroz en P. simplex y P. notatum, revelaron que el locus de la
apomixis posee una localizacion telomérica en los respectivos segmentos
homedlogos de maiz y arroz. En Brachiana las sondas relacionadas a la apo-
mixis mapean en el extremo distal del brazo largo del cromosoma 5§ de maiz,
en Tripsacum por su parte lo hacen en el extremo distal del brazo largo del
cromosoma 6; mientras que en P. simplex y P. notatum se ubican en el extre-
mo distal del brazo largo del cromosoma 12 de arroz. La falta de recombinacion
en estas especies puede deberse al hecho que los segmentos teloméricos
homologos de maiz y arroz hayan sido introducidos durante la especiacion de
las respectivas especies mediante una traslocacion y se hayan ubicados en
regiones centroméricas u otras heterocromaticas. Moore et al. (1995a) planted
la hipétesis de que la relacion de sintenia que existe entre las especies de

gramineas en la composicion y ordenamiento de los genes, se debe a que
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mineas en la composicién y ordenamiento de los genes, se debe a que todas
evolucionaron a partir de un ancestro comun, cuyo genoma estaba formado por
segmentos ligados, los cuales al ser rotos y reorganizados como bloques nue-
vos, interpuestos por secuencias repetitivas y no codificantes, dieron origen a
los cromosomas de las especies actuales. Si todos los bloques estan relacio-
nados a los de arroz, observamos que la parte telomérica del brazo largo del
cromosoma 12 de arroz, designada como 12a por Moore et al. (1997), ha sido
reorganizada e integrada a otros bloques, para dar origen al segmento del cro-
mosoma de Paspalum que porta el locus para la apomixis.

Los resultados obtenidos en diferentes especies de gramineas apospori-
cas y diplospéricas mediante analisis molecular, sugieren que la apomixis po-
dria estar controlada por un grupo (cluster) de loci ligados. La falta de recombi-
nacién alrededor del locus de la apomixis seria importante para mantener la
herencia del caracter y evitar la dispersion de un grupo de genes que estan
acoplados en su funcién (Grimanelli et al. 1998a). El mapeo comparativo, reali-
zado mediante los loci asociados a la diplosporia en la poblacion segregante de
Maiz-Tripsacum tetraploide, entre el citotipo diploide y tetraploide de Tripsacum
y el segmento de maiz relacionado con la diplosporia, revelé6 que las mismas
sondas detectaron los mismos grupos de ligamiento en ambos niveles de ploi-
dia de Tripsacum. Sin embargo, a nivel diploide se observé que la recombina-
cion se produce dentro del grupo de ligamiento, a diferencia del nivel tetraploi-

de (Grimanelli et al. 1998a).
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Las diferencias encontradas entre los resultados coincidentes de Pennise-
tum squamulatum, Tripsacum, P. simplex y P. notatum con los de Brachiaria y
Pennisetum ciliare pudieron deberse a errores operacionales que condujeron a
una mala clasificacién del sistema reproductivo, como asi también al tamano de
las poblaciones utilizadas en el analisis. EI mapeo comparativo realizado entre
algunas especies apomicticas y gramineas sexuales como maiz y arroz, de-
mostré que la aposporia y la diplosporia involucran regiones gendmicas distin-
tas. La diplosporia en Tripsacum fue vinculada con marcadores que mapean en
el cromosoma 6 de maiz, mientras que la aposporia en Brachiaria esta relacio-
nada con marcadores ubicados en el cromosoma 5 de maiz y segmentos ge-
némicos de los cromosomas 2 y 3 de arroz. Por otro lado, en Paspalum los da-
tos obtenidos en este estudio y los aportados por Pupilli (comunicacién perso-
nal) en otra especie del género, coinciden en que los marcadores del grupo 12
de arroz son los que estan relacionados con la aposporia. Esta es una nueva
regiébn que no habia sido anteriormente relacionada a la aposporia con ninguna
otra especie. Si bien a simple vista se podria pensar que se trata de regiones
diferentes involucradas en ambos procesos apomicticos, es muy prematuro
afirmarlo ya que se necesitan mayores evidencias. De acuerdo a Savidan
(2000) la utilizacidn de una serie de sondas en comun entre todas las especies
apomicticas que estan siendo estudiadas permitira obtener informacion que
nos permita poder comparar los dos principales procesos como son la apospo-

ria y la diplosporia. Todavia son pocos los estudios realizados a nivel molecular
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para poder determinar fehacientemente las diferencias o similitudes entre los

distintos tipos de apomixis para cada una de las especies.
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El analisis en conjunto de los resultados obtenidos mediante el analisis
genético y molecular de la apomixis en P. notatum permite sacar las siguientes
conclusiones:

1) La apomixis en esta especie posee un control genético complejo donde
a priori se comporta como un caracter monogénico, con herencia tetrasémica y
dominancia sobre la sexualidad, pero bajo la influencia de algun factor o
factores que modifican la segregaciéon en progenies originadas de cruzamientos
sexuales X apomicticos.

2) La identificacion de 6 marcadores moleculares completamente ligados
a la reproduccion apomictica sin la presencia de ningun individuo
recombinante, indica que se trata de una regién gendémica donde
probablemente la recombinacion esta reprimida por algun mecanismo aun no
determinado.

3) El analisis mediante marcadores de RFLP, a partir de sondas
heterélogas, permitié detectar una homologia entre el locus de la apomixis y la
region telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de arroz. Esta regién
nunca habia sido relacionada con la apomixis en otra especie.

Los aportes realizados en este estudio contribuyen al conocimiento sobre
el sistema de reproduccién apomictica en las gramineas en general y en
particular en Paspalum, donde hasta ahora no se habia realizado ningun otro
trabajo similar. Este estudio fue el primer paso de un objetivo mayor, que es la
identificacién de los factores responsables del caracter, para luego poder ser

aislados, caracterizados molecularmente y finalmente ser transferido a aquellos
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cultivos de importancia econémica. Por otro lado, los marcadores moleculares
detectados en P. notatum, podran ser utilizados inmediatamente en la
seleccién de individuos apomicticos superiores en programas de mejoramiento
de la especie, como asi también en otros estudios como puede ser la
determinacioén del grado de conservacion de tales regiones gendémicas en las

distintas especies apomicticas dentro del género.

Ing. Agr. Eric J. Martinez Dr. H. Esteban Hopp Ing. Agr. Camilo L. Quarin
Director de Tesis Co-director de Tesis
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A partir de la secuenciacién de uno de los fragmentos de RAPD (UBC243)
ligado completamente a la apomixis en P. notatum se realiz6 una busqueda de
homologia con secuencias nucleotidicas y secuencias proteicas existentes en

la siguiente base de datos de Internet: www.ncbi.nim.nih.gov/blast/blast.cqi Las

secuencias encontradas dieron valores muy bajos de homologia con el
fragmento UBC243 por lo tanto no pudo ser relacionado a ninguna secuencia
nucleotidica ni proteica conocida.

Por otra parte, a partir de la deteccidén de la sonda de arroz C1069 que
mapea en el cromosoma 12 de arroz, se realizd una busca de genes de funcién
conocida y proteinas que pudiesen tener algun tipo de relacién con el proceso
apomictico y que estén ubicadas en el cromosoma 12. En la base de datos de
arroz ubicada en el sitio: hitp://shigen.lab.nig.ac.jp/rice/oryzabase se
encontraron algunas isoenzimas como Acp1, Acp2, Acp3 y Sdh1, genes
relacionado con la esterilidad en los hibridos S15(S10) y S17(t), peroxidasas
como Pox2, y algunos otros genes relacionados con caracteristicas
morfolégicas y enfermedades del arroz. También se encontré6 un gen
relacionado con el desarrollo del gametofito (ga13) que podria ser de particular
interés. Por su parte, en el sitio :

http://rgp.dna.affrc.go.jp/publicdata/geneticmap98/chr12pre.html

se encontraron varias proteinas de diferentes organismos que tienen
homologia con secuencias de los marcadores de arroz que mapean en el
cromosoma 12. De particular interés es un transposén de maiz (transposon

MuDR) que tiene homologia con la secuencia del marcador C1069 y un factor
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de la iniciacién de la transducciéon de la subunidad 2 gamma de Saccharum

que tiene homologia con marcadores de arroz que mapean a 3.6 cM de C1069.
En un futuro trabajo se podra establecer si algunos de estos genes o

proteinas pueden ser potenciales candidatos a cumplir algin rol en el proceso

apomictico.
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