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HERENCIA DE LA REPRODUCCIÓN APOMÍCTICA E IDENTIFICACIÓN DE

MARCADORES MOLECULARES LIGADOS AL CARÁCTER EN PASPALUM

NOTATUM

RESUMEN

La manipulación de la apomixis, reproducción asexual por medio de semillas,

puede tener un gran impacto en la agricultura. La apomixis es el modo principal de

reproducción en Paspalum notatum, una gramínea forrajera nativa de América Central

y del Sur. Los citotipos diploides son sexuales mientras los tetraploides son

apomícticos. Los objetivos de este trabajo fueron estudiar el control genético de Ia

apomixis e identificar marcadores moleculares ligados al carácter. Se generaron

progenies F1. Fzs y retrocruzas a partir de un cruzamiento original entre una planta

tetraploide 100 % sexual con una apomíctica obligada. Las progenies fueron

clasificadas en sexuales o apomícticas mediante la observación directa de sacos

embrionarios en 60 óvulos por cada planta. Las plantas que poseían únicamente sacos

meióticos fueron consideradas sexuales, mientras que se clasificó como apomíctica a

aquella que tenia sacos apospón'cos. En todos los cruzamientos sexuales X

apomícticos la segregación fenotípica fue cercana a 3:1 (sexuales:apomícticas). La

autopolinización de plantas F1 sexuales y los cruzamientos entre ellas, siempre dieron

origen a descendientes sexuales. Estos resultados no se ajustan a un modelo

Mendeliano clásico para una herencia de tipo tetrasómica y con control monogénico.

Es probable que algún mecanismo de distorsión gamética o genotípica provoque la

muerte de algunas gametas o genotipos que condicionan para apomixis. El análisis 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 combinación de pares de oligonucleótidos de AFLP. Se

ensayaron 77 sondas de RFLP de maíz y arroz. Dos marcadores RAPD, 2 de AFLP y 2

RFLP mostraron diferencias entre los grupos. Todos fueron específicos del padre y del

grupo apomíctico. El análisis de segregación en una población de 175 individuos F1

para RAPD, 100 para AFLP y 132 para RFLP, mostró un ligamiento completo entre el

Iocus 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 carácter posee un control

monogéneico y es dominante sobre la sexualidad, pero la segregación también mostró

distorsión de las proporciones Mendelianas esperadas.



INHERITANCE OF APOMICTIC REPRODUCTION AND IDENTIFICATION OF

MOLECULAR MARKERS LINKED T0 CHARACTER IN PASPALUM NOTA TUM

ABSTRACT

Manipulation of apomixis, asexual reproduction by seeds. may have a great

impact in agriculture. Apomixis is the main mode of reproduction of Paspalum notatum.

a forage grass native to Central and South America. Diploidcytotypes 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. F1, Fzs and

backcrosses were generated by crossing a 100 % sexual tetraploid plant with an

obligated apomictic one. The progeny was classified in sexual or apomictic individuals

by direct observation of embryo sacs in 60 clan'fiedovaries 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 (sexuaI2apomictic). Self-pollination of sexual F1 plants and crosses

between two F1plants gave always origin to 100 % sexual offspn'ngs. Taking in account

tetrasomic inhen'tance. these results do not adjust to a classic Mendelian model for

monogenic inhen'tance. lt 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 n'ce were evaluated as well. Two RAPD, 2 AFLP and 2

RFLP markers showed differences between the groups. Allmarkers 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 telomen‘c region of the long arm of n'ce 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 = ácido desoxiribonucleico
ADNc = ácido desoxiribonucleico complementario
AFLP = Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (“amplifiedfragment length

polymorphism")
ARN = ácido ribonucleico
ARNm = ácido ribonucleico mensajero
ASGR = región genómica especifica de Ia aposporia ("apospory specific genomic region")
BA = mezcla de ADN de 10 individuos apomícticos
BC = retrocruza
B..= híbrido formado por Ia unión de una gameta femenina reducida (n) con otra masculina

también reducida (n)
B...= híbrido formado por Ia unión de una gameta femenina no reducida (2n) con otra masculina

reducida (n.
BS = mezcla de ADNde 10 individuos sexuales
BSA = análisis de segregantes combinados ("bulkedsegregant análisis")
cm = centímetro
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[3.3.1.13'7]decano}- 4 - yl)pheni| phosphate. molecular weight: 461.
CTAB = Bromuro de cetiltrimetil amonio (“cetyltrimethyl ammonium bromide")
ddeo = agua bidestiladao ultrapura
DDRFs = fragmentos de restricción de doble dosis (“doble-dose restriction fragment”)
DIC= Contraste de interferencia diferencial ("DifferentialContrast Interference”)
Dig-dUTP = desoxiuridintrifosfato-digoxigenina
dNTPs = nucléotidos libres (adenina. guanina. citosina y timina)
DTT = dithiotritol
dTTP = desoxitimidintrifosfato
EDTA= Ácido etilendiamino-tetraacetico (“Ethylenediamine tetraacetic acid")
EtBr = Bromuro de etidio
F. = primera generación en un cruzamiento
F2= segunda generación en un cruzamiento
gr/l = gramos por litro
KAc = acetato de potasio
LB = medio básico para cultivo de bacteria
M = molaridad
mg = miligramo
mg/l = miligramo por litro
MgAc = Acetato de magnesio
MgCl2= cloruro de magnesio
ml = mililitro
mM = milimolar
N = normalidad
n = número cromosómico haploide de una especie
2n = número cromosómico diploide de una especie
NaOH = hidróxido de sodio
NaCI = cloruro de sodio
NaAc = Acetato de sodio
ng = nanogramos
NH40Ac = Acetato de amonio



nm = nanómetro
0D = índice de absorbancia
PCR = reacción en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction")
pb = pares de bases o nucleótidos
RAPD = ADN polimórfico amplificado al azar ("random amplified polymorphism DNA")
RFLP = Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción ("restriction fragment

length polymorphism")
RGP = Programa genómico de arroz (Japón)
RL = restricción-ligación
S = alelo dominante para sexualidad
s = alelo recesivo para sexualidad
S:A = sexual versus apomíctica
SCAR = regiones amplificablescaracterizadas por secuencia ("sequence-characterized

amplified region")
SDRFs = fragmentos de restricción de dosis simple (“single-dose restriction fragment")
SDS = sulfato de dodecil sódico
SEA = saco embrionario apospórico
SEa = saco embrionarioabortado o ausente
SEI = saco embrionario inmaduro o poco desarrollado
SEM = saco embrionario meiótico
SSC = Cloruro de sodio-citrato de sodio
TAE = Tris-Ácido acético-EDTA
Taq = enzima polimerizante obtenida de Thermus aquaticus
TBE = Tris-Ácido bórico-EDTA
TE = Tris-EDTA
Trls-HAc = Tris-acético
U = unidad de enzima
UBC = Universidad Británica de Columbia ("University British Columbia")
ug = microgramos
pl = microlitro
UV = ultravioleta
Vlcm = voltaje l centímetro
x = número cromosómico básico 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 unión o mezcla. Hace referencia a Ia falta de unión 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 según Battaglia (1991) la primera defini­

ción de apomixis se la atribuye a Winkler (1908). El mismo reemplazó a apo­

gamia, el cual había sido erróneamente utilizado hasta ese momento. En la

actualidad se utiliza el término apogamia para referirnos a la falta o pérdida de

fertilización (Battaglia 1991). La descripción de apomixis hecha por Winkler

(1908) fue utilizada en un sentido mucho más amplio, ya que incluía no sola­

mente Ia reproducción asexual por semillas, sino también, a toda forma de

propagación vegetativa, como puede ser Ia viviparidad, pseudoviviparidad, mul­

tiplicación por bulbos, rizomas, estolones, etc. Esto llevó a que Gustafsson

(1946) hiciera una subdivisión del término apomixis en agamospen'nia y repro­

ducción vegetativa. El primero se refería a todo proceso de reproducción por

semilla; mientras que el segundo quedaba restringido a los diferentes meca­

nismos de multiplicaciónvegetativa.

En la actualidad el término apomixis se usa exclusivamente para referir­

nos a todo proceso de reproducción asexual por medio de verdaderas semillas

(Nogler 1984a. Asker y Jerling 1992). De acuerdo a la definición moderna de

apomixis, la misma es considerada sinónimo de agamospermía (Nogler 1984a)



1. INTRODUCCIÓN 2

La formación de semilla sin fertilización fue observada por primera vez por

J. Smith en 1841 en plantas femeninas de Alchomea ¡lic/follaperteneciente a la

familia de las Euforbiáceas (Gustafsson 1946). A principios del siglo XIX se

hicieron los primeros estudios embriológicos en plantas apomícticas. La prime­

ra revisión sobre el desarrollo del proceso apomíctico fue hecha por Stebbins

en 1941. Pocos años más tarde, Gustafsson (1946, 1947a, 1947b) publicó tal

vez Ia más completa revisión sobre apomixis en plantas superiores que exista

en Ia actualidad. A partir de entonces fueron varios los artículos que se dedica­

ron a discutir el fenómeno 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 vías de desarrollo del proceso apomíctico (Fagerlind 1940a; Steb­

bins 1941; Gustafsson 1946; Battaglia 1963; Nogler 1984a; Asker y Jerling

1992; Crane 1999). De acuerdo a Crane (1999) existen en teoría 45 tipos dife­

rentes de apomixis, 9 maneras distintas de producir sacos embrionarios no re­

ducidos y por lo menos 5 patrones diferentes para el desarrollo del embrión y el

endosperma. Sin embargo, la mayoría de los investigadores utilizan Ia defini­

ción y clasificación de apomixis hecha por Nogler (1984a).
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Nogler (1984a) dividió a Ia apomixis en dos mecanismos distintos para la

generación de embriones de origen asexual: Embrionía adventicia y Apo­

mixis gametofitica.

1.2.1. Embrionía adventicia

En la embrionía adventicia los embriones se originan directamente a partir

de células somáticas del óvulo. sin que se forme un megagametófito o saco

embrionario no reducido (Figura 1); mientras que el endosperma es producido

en el saco embrionario de origen meiótico. Por otra parte, de acuerdo al tejido

en el cual se originan los embriones, Ia embrionía adventicia se subdivide en:

a) embrionía nucelar y b) integumentaria (Gustaffsson 1946; Naumova 1993).

En la embrionía nucelar los embriones se originan directamente de células

del tejido nucelar del óvulo; mientras que en Ia embrionía integumentaria es a

partir de células de los tegumentos del óvulo. A Ia embrionía adventicia también

se Ia conoce como apomixis esporofítica (Koltunowet al. 1995).
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SEXUALIDAD

GQ nucela(2h) lcélula arquesporial (2n)
EMBRIONÍA ADVENTlCIA

MEIOSIS 2

É megásporafuncional(n)

MITOSIS

wo
sinérgidas

ovocélula .
em brIon

núcleos polares gamético

anfipodas
embriones

DOBLE FECUNDACIÓN nucelares

¡goto (n + n)
5:}

embrión 2:9 n + n

endosperma

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

En la apomixis gametofítica los embriones se originan directamente por

partenogénesis de una gameta femenina de un saco embrionario o gametofito

femenino citológicamente 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 somáticas del óvu­

lo, fundamentalmente del tejido nucelar. a partir de dos o tres mitosis. De

acuerdo a su formación y estructura los sacos embrionarios apospóricos pue­

den presentar distintas variantes: tipo "Hieracium" o bipolar, tipo “Panicum” o

monopolar, además de algunas variantes típicas del género Paspalum (Figura

2).

1.2.2.1.1. Tipo "Hieracium"

La denominación se debe a que fue descripta por primera vez en el géne­

ro Hieracium por Rosenberg (1908). Se trata de la primer planta apospórica

analizada embriológicamente. La formación del saco se produce después de

tres divisiones mitóticas, originándose ocho núcleos que se distribuyen hacia

ambos polos, conformando una estructura similar a los sacos embrionarios de

tipo Po/ygonum de las especies sexuales (Figura 2). La diferencia con este úl­

timo reside en que cada núcleo es no-reducido. Es un tipo de apomixis am­
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pliamente distribuida en diferentes géneros como son Hieracium (Rosenberg

1908, 1930), Hypen'cum perforatum (Noack 1939), Poa pratensis (Tinney

1940), P. granítica (Skalinska 1959), Elatostema acuminatum (Fagerlind 1944),

Ranunculus cassubicus (lzmailow 1965), R. aun'comus (Nogler 1971), Hieroch­

loé (Weimarck 1967, 1970), Beta sección Corollinae (Jassem 1976), Paspalum

secans (Snyder 1957), y P. simplex, aunque en esta especie también tiene

otras variantes de sacos apospóricos (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 Ia especie Pani­

cum maximum (Warmke 1954). Los sacos embrionarios se forman a partir de

células de la nucela del óvulo. mediante dos mitosis consecutivas, dando ori­

gen a cuatro núcleos, los cuales se distribuyen hacia un solo polo. Los sacos

desarrollados están constituidos de un aparato oosférico, compuesto por dos

sinérgidas y Ia ovocélula y una célula central con un solo núcleo polar, care­

ciendo de antípodas (Figura 2). La apomixis apospórica de tipo "Panicum" está

ampliamente distribuida entre las Gramíneas 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 gramíneas tropicales y subtropicales

poseen el tipo "Panicum" de desarrollo de saco embrionario; mientras que mu­

chas gramíneas de clima templado poseen sacos embrionarios del tipo “Hiera­

cium”.
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SEXUALIDAD APOSPORIA

nucela (2n)
célula arquesporial

célulaarquesporia|(2n) (2n) .
Q}

1°\

MEIOS|S1

©
MEIOSIS 2

G megáspora funcional(n)

MITOSIS

®©
sinérgidas

célula nucelar (2

n ;

ovocélula

núcleos
polares

anfipodas

_ GRAMÍNEAS HIERACIUM¡goto (n+n) 4———————————>
O.‘o‘

embrión {:9 2n
endosperma

i
embrión.(Zn)

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

En Paspa/um existe una gran diversidad en Ia estructura, orientación en el

óvulo y número de sacos embrionarios apospóricos por óvulo. La estructura

más común de los sacos apospóricos es de forma globular, con una ovocélula

acompañada por una o 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 o más al volumen del nucleolo de Ia ovocélula (Qua­

rin y Burson 1991). La célula central está constituida en un 70 u 80 % por es­

pacio vacuolar. Sin embargo, a Ia madurez del óvulo se pueden observar sa­

cos apospóricos constituidos por dos a varios núcleos, los que pueden tener

varias posiciones dentro del saco. La característica más notable de los sacos

apospóricos de Paspa/um es la ausencia de antípodas (Norrmann et al. 1989;

Quarin y Burson 1991). La característica en común de todas las células que

componen el saco embrionario apospórico, es que son citológicamente no re­

ducidas (Nogler 1984a).

1.2.2.2. Diplosporia

Existen diferentes variantes de desarrollo de sacos embrionarios diplospó­

ricos; sin embargo, acá solamente se detallarán los tres tipos principales, des­

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

También conocido como diplosporia mitótica. Se caracteriza porque Ia cé­

lula madre de las megásporas no entra en meiosis, sino que después de una

larga interfase, se produce un crecimiento acompañado por una profunda va­

cuolización, característica de las megásporas funcionales, para luego sufrir una

primera mitosis. La propia célula madre de las megáspora funciona como me­

gáspora no reducida (diploide). Posteriormente, se producen otras dos mitosis,

que dan origen a un saco embrionario maduro compuesto por ocho núcleos

(todos no reducidos) (Figura 3). Este tipo de apomixis diplospórica es el que

está más ampliamente difundido. Entre los géneros más importantes con este

tipo de apomixis se encuentran: Antennaria (Stebbins 1932). En'geron y Eupa­

torium (Holmgren 1919; Sparvoli 1960), Híeracium (Bergman 1941), Poa alpina

(Hákansson 1943), Parthenium (Esau 1946). Calamagrostis (Nygren 1946),

entre otras.

1.2.2.2.2. Tipo “Taraxacum”

También conocida como diplosporia meiótica, debido a que Ia célula ma­

dre de las megásporas inicia la profase meiótica. pero a consecuencia de una

asinapsis parcial o total, la mayoría 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 núcleo, uniéndose en el centro celular y

luego, uniéndose a las fibras del huso separan sus cromátidas en una división

ecuacional dando origen a dos núcleos no reducidos. La posterior citocinesis
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origina una díada de megásporas, citológicamente no reducidas. Generalmen­

te, en Ia célula del extremo chalazal de Ia díada, se producen tres mitosis con­

secutivas para formar un saco embrionario octo-nucleado (Figura 3). La forma­

ción del núcleo de restitución se forma únicamente en la meiosis femenina

(Nogler 1984a). Este tipo de apomixis diplospórica está ampliamente distribuida

en la familia de las Compuestas: Taraxacum (Osawa 1913; Fagerlind 1947a;

Battaglia 1948; Malecka 1971), Chondn'l/a (Bergman 1950) y en ciertas razas

de Antennaría carpatica (Bergman 1951). Entre las gramíneas. fue observada

en Agropyron scabrum (Hair 1956). Paspalum conjugatum (Chao 1980), P.

minus (Bonillay Quarin 1997). entre algunas de las especies con esta variante

de diplosporia.

1.2.2.2.3. Tipo "AIIium"

Se caracteriza porque el número cromosómico es duplicado mediante una

endoduplicación premeiótica. Luego, se produce una meiosis femenina normal,

con apareamientos de cromosomas idénticos (autobivalentes). formando una

tétrada de núcleos no reducidos. Debido a que no hay formación de pared celu­

lar en la díada 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 Ia describió en algunas especies como Potentí/Ia col/¡­

na (Müntzing 1958b). Saccharum (Bremer 1963), y Ranuncu/us auricomus (Iz­

mailow 1976).
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Existe una cuarta variante descripta por Nogler (1984) presente en lxen's

dentata y a la cual Ia denominó tipo “lxen's”.AI igual que en la diplosporia de

tipo "Taraxacum"se produce una profase meiótica asindética que conduce a la

formación de un núcleo de restitución. el cual sufre una división nuclear sin que

exista división celular. Por Io tanto. Ia megáspora contiene dos núcleos no re­

ducidos en lugar de cuatro núcleos reducidos. Luego de dos mitosis se forma

un saco embrionario con ocho núcleos no reducidos. Este tipo de diplosporia es

menos frecuente.

1.3. El proceso sexual

Generalmente en las Gramíneas de reproducción sexual, una célula es­

pecializada de la nucela. denominada célula arquesporia/ o célula madre de las

megásporas, se divide meióticamente para formar cuatro megásporas reduci­

das (n). Una de las megásporas, da origen mediante varias divisiones nuclea­

res mitóticas y posterior diferenciación, al gametofito femenino o saco embn'o­

nario. Habitualmente, el saco embrionario de la mayoría de las Gramíneas con­

tiene muchas células las que se ordenan de Ia siguiente forma: el “aparato oos­

féríco" formado por la oosfera o gameta femenina, rodeada por dos sinérgídas,

el cual está situado en el extremo micropilar del óvulo, sitio por donde ingresa

el tubo polínico en el momento de la fecundación. En el extremo opuesto del

óvulo, denominado extremo chalazal, se encuentra un gran número de antípo­

das que puede variar de 6 o 7 hasta varias decenas. En algunas especies de la

familiade las Gramíneas, las antípodas pueden ser tres como en otras angios­
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permas, aunque la mayoría de las especies tienen múltiples antípodas. Estos

sacos embrionarios, por originarse en una megáspora que es el producto de la

meiosis, se denominan “meíóticos”.Se clasifican como monospón'co, porque se

forman de una sola megáspora (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 microsporocítos 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 división mitótica del núcleo haploide. La célula generativa se divide una

vez más para originar dos células espermáticas. En las Gramíneas, esto último

ocurre generalmente después de la germinación del polen.

El polen germina sobre el estigma desarrollando un tubo polínico que cre­

ce por el estilo y entra al óvulo a través de la apertura micropilar, y los núcleos

espermáticos ingresan al saco embrionario después de la penetración del tubo

polínico a través de una sinérgida. Uno de los núcleos espermáticos fertiliza a

la oosfera para dar origen al embn‘ón (n + n), y el otro se une con los núcleos

polares para originar el endosperma (2n + n). De esta manera se reestablece el

número cromosómico diploide de Ia especie. (Figuras 1, 2 y 3).
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Figura 3. Esquema del origen y desarrollo embrionario a partir de un proceso
sexual y otro por apomixis diplospórica. En el esquema de la diplosporia se
muestran las tres variantes más importantes de formación de sacos embrionarios
(ver descripción en 1.2.2.2.)
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1.4. Principales características de la reproducción apomíctica

1.4.1. Variabilidad en plantas apomícticas

En Ia mayoria de las angiospermas Ia reproducción sexual es el principal

proceso por el cual se generan nuevos esporofitos. Este mecanismo se carac­

teriza por la ocurrencia de una doble fertilización, en la cual una gameta feme­

nina y otra masculina, ambas con número cromosómico reducido, se unen para

formar el embrión y de esta manera reestablecer el número cromosómico espo­

rofítico. Por otro lado, la otra gameta masculina reducida se une con los nú­

cleos polares de la célula central para dar origen al endosperma. Si bien este

mecanismo es característico de muchas especies vegetales, no es el único por

el cual pueden originarse embriones. En muchas especies existe la reproduc­

ción asexual a través de semillas, apomixis, la cual puede coexistir o remplazar

al proceso sexual descrito anteriormente.

El proceso apomíctico ocurre en el óvulo y afecta tanto a la megasporo­

génesis como a Ia megagametogénesis. Usualmente. la apomixis no afecta la

formación del polen y por lo tanto como consecuencia de Ia meiosis masculina

se forman granos de polen portadores de gametas reducidas (Nogler 1984a).

Otra característica importante de las plantas apomícticas es el hecho que

generalmente Ia apomixis se comporta como un carácter facultativo, ya que

algunas progenies pueden originarse por fertilización de dos gametas reduci­

das. A partir de ello, cuatro tipos de embriones pueden formarse en una planta

apomíctica de tipo apospórico:
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1) Los embriones denominados Bu (n + n) los cuales se originan por la

unión de dos gametas reducidas. Interviene un saco embrionario

meiótico y polen normal.

2
V Los embriones de origen maternal (2n + 0) los cuales se originan por

partenogénesis de una gameta femenina no reducida. Interviene un

saco embrionario apospórico.

3
V Los embriones denominados Bm,los cuales se originan por fecunda­

ción de una gameta femenina no reducida por otra masculina reduci­

da (2n + n). En este caso, la oosfera de un saco apospórico es fe­

cundada por polen normal.

4
V Los embriones haploides (n + 0) originados por partenogénesis de

una gameta reducida (Savidan 2000). Se produce en un saco meióti­

co

Algunos autores incluyen otras variantes menos comunes como son em­

briones del tipo n + 2n (Asker 1977). o 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

categoría, existen muchos ejemplos de variabilidad originada a partir de pobla­

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

las plantas apomícticas, especialmente las apospórícas, retienen cierto grado

de sexualidad. Existen algunos trabajos donde se demostró el origen de proge­

nies variables a partir de plantas consideradas apomícticas 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 embriológicamente una colección

muy importantes de ecotipos tetraploides apomícticos. en los cuales, en prácti­

camente todos ellos, se encontró un grado variable de sexualidad residual (AI­

tamiranda 1983). Por otra parte. en un trabajo reciente en P. notatum (Ortiz et

al. 1997), se analizó mediante marcadores moleculares la progenie de dos

plantas tetraploides apomícticas, una considerada facultativa y la otra obligada,

y de una planta tetraploide sexual. Los resultados fueron similares a las obser­

vaciones embriológicas, determinando que aún en la planta considerada apo­

míctica obligada. se originaron individuos por la vía sexual.

Las plantas apomícticas pueden ser utilizadas en cruzamientos únicamen­

te como progenitores masculinos. Contrariamente a Io que sucede en la forma­

ción de gametófltos femeninos de estas plantas, donde los núcleos no están

citológicamente reducidos, en los gametófitos masculinos sí existe reducción.

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 poliploidía

Existe una relación estrecha entre apomixis y poliploidía. En general, to­

das las plantas con apomixis gametofítica que se conocen, son poliploides (As­

ker y Jerling 1992; Savidan 2000). Sin embargo, Ia apomixis es común en plan­

tas diploides con embriogenia adventicia, tales como Cíths, Nothoscordum,
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Sarcococca, y Euphorbia (Gustafsson 1946). La descripción de algunos diploi­

des con apomixis gametofítica parece ser Ia excepción a Ia regla. Sin embargo,

existe mucha controversia al respecto, a tal punto que repeticiones del análisis

de algunas de esas excepciones determinaron lo contrario (Holm y Ghatnekar

1996; Holm et al. 1997). En gramíneas apospóricas existen algunos ejemplos

de dihaploides apomícticos como son el complejo Dichanthíum-Bothfiochloa

(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 análisis embrioló­

gico determinó la presencia de algunos sacos embrionarios múltiples no redu­

cidos. Esto sugiere que Ia aposporia puede ser transmitida, pero la apomixis no

puede expresarse. En varios citotipos diploides de Paspa/um se ha menciona­

do Ia presencia de sacos embrionarios apospóricos junto a los sacos embriona­

rios meióticos normales (Norrmann et al. 1989; Quarin et al. 1989; Quarin y

Norrmann 1990). Sin embargo, nunca se confirmó que Ia apomixis se exprese

efectivamente en especies diploides.

Existen dos teorías que explican Ia 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 Ia apomixis no puede ser encontrada en diploides natura­

les.

La segunda hipótesis 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 carácter se exprese. De acuerdo a esta teoría Ia ausencia

de apomixis en los diploides naturales se debe más bien a una falta de expre­

sión, en lugar de Ia no-transmisión propuesta por Nogler (1988). Mogie (1988)

sugiere que se necesitan dos copias del aIeIo a' (frecuencia mayor a 0.5) para

la expresión de la apomixis. En contraste con esta teoria, Noirot (1993) propo­

ne que el alelo A no debería estar presente en una frecuencia mayor de 0.25.

Una pregunta que nos hacemos es si los poliploides por sí solos pueden

convertirse en apomícticos. Existen ejemplos de duplicaciones cromosómicas

de diploides sexuales mediante colchicina que no afectaron el modo de repro­

ducción, 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 fenotípicamente similares a C. purpurea, los cuales fueron, probablemente,

apomícticos. Duplicaciones cromosómicas de diploides sexuales de Paspalum

hexastachyum, produjeron autotetraploides apomícticos facultativos (Quarin y

Hanna 1980). Otro ejemplo de transformación de diploides sexuales en autote­

traploides apospóricos fue obtenido en Paspalum notatum (Quarin y Bovo

1995). Mediante cruzamientos entre dos razas diploides de Dichanthium an'sta­

tum y D. can'cosum (2x=10) se obtuvieron híbridos tetraploides apospóricos,

productos de la fusión de dos gametas no reducidas (2n + 2n) (d’Cruz y Reddy

1971).
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En algunas especies es común la formación de individuos dihaploides.

originados a partir del desarrollo partenogenético de gametas no reducidas de

individuos tetraploides apomícticos. En híbridos apospón'cos de Ranuncu/us

aun’comus, Nogler (1982) obtuvo un gran número de dihaploides, los cuales se

comportaron como vigorosos y 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) observó dihaploides apomícticos entre los

derivados de los híbridos de maíz-Tn'psacum, portando un genoma de maíz

(x=10) y uno de Tn'psacum (x=18). con lo cual sugieren que la apomixis y Ia

poliploidía no necesariamente están ligadas y por Io tanto sería factible que

pueda expresarse en cultivos diploides.

Un caso interesante es el ciclo “diploide-tetraploide-dihaploide"presente

en algunos complejos agámicos. Los cambios que se producen en el nivel de

ploidía conllevan a un cambio en el modo de reproducción. Estos ciclos fueron

descriptos en el complejo Bothríoch/oa-Díchanthium por de Wet (1968) y de

Wet y Harlan (1970). En poblaciones naturales, los tetraploides apomícticos

facultativos predominan, pero una pequeña parte de la población consiste de

diploides sexuales. Mediante Ia fusión 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 Panícum maximum (Savidan 1978) donde los

tetraploides apomícticos 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 sí mismo

en la naturaleza. No existen diploides apomícticos, pero sí se obtienen diha­

pIoides a partir de tetraploides apomícticos, los cuales se comportan como

sexuales o estériles.

En Potentilla argentea ocurre un ciclo "diploide-tetraploide-hap/oide" don­

de los diploides se comportan como apomícticos facultativos en los cruzamien­

tos. aunque en poblaciones naturales ellos se reproducen por sexualidad. Sin

embargo, los autotetraploides se reproducen solo por fertilización de gametas

reducidas, y en este nivel de ploidía los cruzamientos con otras taxas son posi­

bles. Mediante retrocruzas reiteradas con diploides, se originan diploides re­

combinantes, los cuales son nuevamente apomícticos facultativos (Asker 1971,

1977). Sin embargo. en trabajos recientes se pone en duda Ia presencia de

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

1.4.3. Apomixis e hibridización

Desde el comienzo de los estudios sobre apomixis, a principio del siglo

XX, se postuló a la hibridización como una causa posible del origen de la apo­

mixis (Ernst 1918). Sin embargo, Holmgren (1919) cuestionó la hipótesis de
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Ernst y estableció que Ia hibridación es solamente un prerrequisito para la

apomixis. Como en el caso de la poliploidía, la hibridización en sí misma no

induce a la reproducción apomíctica. Tal es así que en la mayoría de las hibri­

dizaciones entre especies sexuales no se obtienen híbridos de reproducción

apomíctica (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

híbridos diplospóricos apomícticos. morfológicamente similares a Ia especie

apomíctica C. purpurea. Otra excepción fue la mención de la obtención de

híbridos intergenéricos de Raphanobrassica obtenidos por Ellerstróm y Zagor­

cheva (1977), los cuales mostraron una abundante presencia de sacos embrio­

narios apospóricos. En híbridos de Festuca pratensis X F. arundinacea también

se encontró una cierta tendencia a Ia aposporia (Gróber, citado por Nogler

1984a)

Por otro lado, Ia apomixis ha sido considerada una vía de escape a Ia es­

terilidad en híbridos interespecíficos poliploides (Darlington 1939; de Wet y Har­

lan 1970; Gróber et al. 1974, 1976, citados por Asker 1979). Nogler (1984) vin­

cula a la apomixis gametofítica con la aloploidía, hibridación y heterocigocidad.

Sin embargo, Gustafsson (1947) considera que Ia hibridización cubre solamen­

te una parte de la verdad; mientras que de Wet y Harlan (1970) reconocen que

Ia autoploidía juega un rol muy importante en Ia evolución de muchos comple­

jos poliploides, caracterizados por Ia presencia de citotipos diploides y tetra­

pIoides. Quarin (1992) considera que Ia autoploidía o Ia aloploidía segmental
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son el origen de muchos tetraploides apomícticos de Paspa/um. De hecho, au­

totetraploides inducidos a partir de plantas 2x de P. hexastachyum, que eran

fenotípicamente sexuales, se comportan como apomícticos a nivel 4x (Quarin y

Hanna 1980). Lo mismo ocurre con autotetraploides inducidos de P. notatum

(Quarin y Bovo 1995)

1.5. Importancia agronómica de la apomixis

La apomixis ha sido observada en más de 400 especies de plantas perte­

necientes a 35 familias, siendo las Gramíneas, Compuestas, Rosáceas y Rutá­

ceas, las que están más ampliamente representadas (Richards 1986; Asker y

Jerling 1992; Carman 1997).

En Ia Tabla 1 se resume una lista de algunos de los géneros de gramí­

neas apomícticas tropicales y subtropicales más 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 gramíneas apomícticas tropicales y subtropicales más importantes. Adap­
tado de Maass et al. (1996). Carmgn (1997) y CJzÉpik(2000).

SUBFAMILlA TRIBU GÉNERO REPRODUCCIÓN

Chlon'doideae Eragrostideae Eragrostis von Wolf D

Ch/on'deae Ch/oris Swartz A

Panicoideae Paniceae Brachian'a (Trin.) Grisebach A

Cenchrus L. A, EA

Melinís P. Beauvois A

Panicum L. A

Paspa/um L. A, D

Pennisetum Richard A, D, EA

Setan'a P. Beauvois A

Urochloa P. Beauvois A

Andropogoneae Dichanthium Willemet A, D

Hyparmenia Fournier A

Sorghum Moench

Tripsacum L. D

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

Las principales ventajas de Ia apomixis fueron descriptas por Savidan

(2000) como las siguientes:

1) facilidad y eficiencia en el desarrollo. multiplicación y mantenimien­

to de genotipos híbridos superiores. ya que una planta que posea

el carácter 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 aplicación de nuevos proce­

dimientos de mejoramiento.

Estas ventajas permitirían lograr, por un lado, el interés por parte de los

mejoradores ya que es factible lograr fijar el vigor híbrido en los cultivos; por

otro lado, el interés por parte de las compañías semilleras, las cuales deberían

lograr producir semilla híbrida a un menor costo de producción y por último, el

interés por parte de los agricultores de áreas marginales.

En los países subdesarrollados se cultivan variedades de polinización

abierta adaptadas a dichas zonas, debido fundamentalmente a que los agricul­

tores no pueden afrontar los costos de las semillas mejoradas. Debido a ello,

es común que los mismos guarden sus propias semillas para la próxima gene­

ración de cultivo. Si bien se seleccionan los mejores granos, al ser plantas de

reproducción sexual y de polinización cruzada, segregarán para todos los ca­

racteres incluyendo la producción. Si en dichos sistemas agrícolas se pudiera

introducir un porcentaje de reproducción apomíctica, se lograría mantener las

características positivas de los genotipos seleccionados para semilla. Por ello,

Hanna (1995) sostiene que el mayor impacto de la incorporación de la apomixis

en los grandes cultivos se produciría más que nada en los países pobres y en

vías de desarrollo.

1.6.Antecedentes de transferencia de la apomixis a cultivos sexuales

La apomixis es un carácter que no se encuentra naturalmente entre las

especies cultivadas de mayor importancia económica. a excepción de algunos
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árboles frutales, como los cítricos (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

reproducción apomíctica, como es el caso del maíz, 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 maíz (Zea mays), cuya especie

apomíctica emparentada es Tripsacum.

1.6.1. Maíz

Los primeros intentos de transferencia de la apomixis al maíz comenzaron

en 1962 por intermedio de científicos rusos dirigidos por Petrov (Petrov et al.

1979). Ellos realizaron cruzamientos entre maíz tetraploide [2n=4x=40 cromo­

somas (M) de maíz] y un tetraploide apomíctico de Tn'psacum dacty/oides

[2n=4x=72 cromosomas (T) de Tn'psacum]. Obtuvieron 5 híbridos F1 macho

estériles (2n=56=20M+36T) de los cuales uno solo se comportó como apomíc­

tico facultativo. Luego de varias retrocruzas por maíz se obtuvieron progenies

2n=38=20M+18T las cuales poseían un alto porcentaje de plantas originadas

por apomixis (84,5%). Este programa tuvo el inconveniente del bajo rango de

plantas formadas sexualmente, Io cual implicaba producir y analizar un gran

número de progenies hasta obtener plantas de origen sexual (n+n) con bajo

número cromosómico 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

CIMMYTpor el grupo de Savidan (Berthaud y Savidan 1989; Savidan y Bert­

haud 1994; Savidan et al. 1992, 1994, 1995). Se analizó una larga serie de

progenies producto de retrocruzas (BC1 - BC5) tratando de lograr genotipos

apomícticos que posean el complemento cromosómico completo de maíz

(2n=20) y el menor número 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 trabajó en Ia 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 híbridos apomícticos. todos

ellos resultaron ser estériles en la parte masculina. con lo cual fue imposible

poder transferir dicho carácter a las siguientes generaciones. El esquema con­

sistió en la realización de hibridaciones entre tres especies, P. glaucum (sexual,

2n = 4x = 28), P. squamulatum (apomíctica, 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 maíz, mediante una serie sucesiva de retro­

cruzas. obtuvieron dos plantas BC4apomícticas facultativas con 2n= 29 cromo­
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somas. Sin embargo, hasta Ia fecha no se ha podido obtener una planta de mi­

jo perla comercial que se de reproducción apomíctica.

En otro trabajo, realizado por Morgan et al. (1998), sobre Ia base de las

plantas 803 obtenidas por Dujardin y Hanna (1989b), reportaron que las plan­

tas con 2n=28 se comportaban como tetraploides de mijo perla, pero con re­

producción apomíctica. Estas plantas mostraban un alto grado de esterilidad.

produciendo solamente entre un 4% a un 6% de semillas, en autofecundación y

en polinización abierta respectivamente. Esta alta esterilidad fue atribuida por

Morgan et al. (1998) a modificaciones en la estructura de los sacos embriona­

rios; los cuales poseían dos núcleos polares, en lugar de uno solo. Esta carac­

terística impide la formación de un endosperma normal en cultivos diploides.

1.6.3. Trigo

Se realizaron hibridaciones interespecíficas. 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 accesión

de Elymus rectisetus que produce principalmente granos de polen 2n, produjo

dos tipos de híbridos: Bu (n + n) y Bm(2n + n), ambos macho-estériles. Cuan­

do se utilizaron estos híbridos como madres, produjeron plantas BC1 con 54 y

60 cromosomas y un 10% y 5% de polen fértil, respectivamente. En dicho tra­

bajo se concluye que la utilización de Ia accesión de E. rectisetus con polen

2n, puede mejorar la producción de retrocruzas y por lo tanto Ia transferencia

de la apomixis. Sin embargo, en otro trabajo se utilizó Ia misma accesión de E.
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rectisetus con polen 2n. y se obtuvieron híbridos B." de reproducción sexual

(Peel et al. 1997).

1.7. Genética de la apomixis

Se ha comprobado que la apomixis es un sistema que está regulado ge­

néticamente (Nogler 1984a). En los últimos años varios autores discutieron el

mecanismo de regulación genética de dicho carácter 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

apomíctico, existen diferentes interpretaciones sobre como está controlado ge­

néticamente. Los primeros análisis genéticos de Ia apomixis se llevaron a cabo

en el género Híeracium, el cual posee aposporia, y en el cual mediante cruza­

mientos entre plantas sexuales y apomícticas se determinó que el carácter po­

see un control genético simple y es dominante sobre sexualidad (Ostenfeld

1910, Christoff 1942). Estos resultados han sido actualmente confirmados en

un análisis exhaustivo de progenies segregantes generadas por cruzamientos

entre dos especies apomícticas de Hieracium y genotipos sexuales (Bicknellet

al. 2000). AI mismo resultado se llegó con los géneros apospóricos de Hyperi­

cum (Noack 1939) Potentilla (Christoff y Papasova 1943), Sorbus (Liljefors

1955) Ma/us (Sax 1959) y Beta (Cleij et al. 1976).

Stebbins (1950) por su parte estableció que Ia condición apomíctica es re­

cesiva con respecto a Ia sexualidad, aunque incrementando el número cromo­

sómico a menudo se incrementa su tendencia hacia la dominancia. Por otro
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lado, Powers (1945) propuso un modelo teórico de regulación genética de la

apomixis para el género Partheníum, el cual posee diplosporia. En dicho traba­

jo. el autor asumió que la homocigosis de tres genes recesivos es un prerrequi­

sito para la reproducción apomíctica. EI genotipo aa sería el responsable de la

no reducción meiótica; el genotipo bb provocaría Ia falla de la fecundación de la

gameta femenina y un tercero cc permitiría el desarrollo partenogenético de Ia

oosfera para originar el embrión. De esta forma las plantas apomícticas tendrí­

an eI genotipo aabbcc y es probable que Ia apomixis se origine a nivel diploide.

Entre las Gramíneas, el género Poa ha sido el más extensamente estu­

diado. Se propusieron diferentes modelos de control genético. Müntzing (1940)

propuso un balance genético controlado por muchos genes. Ákerberg y Nygren

(1959) Io atribuyeron a varios genes recesivos; mientras que Funk y Han (1967)

a dos modificadores dominantes. Por otro lado, y más recientemente, Matzk

(1991) determinó que al menos el componente partenogenético estaría regula­

do por un gen simple dominante. Barcaccia et al. (1998) llegaron a la misma

conclusión a partir del uso de la prueba de auxina y marcadores moleculares.

En el complejo Bothríochloa-Dichanthium, se propuso que la apomixis es un

carácter dominante pero independiente de la sexualidad, y ambos no son mo­

dos alternativos de reproducción, tanto genéticamente como operacionalmente,

sino fenómenos simultáneos e independientes (Harlan et al. 1964). En Pennise­

tum cilíare, los primeros estudios realizados por Taliaferro y Bashaw (1966)

mediante análisis de progenies segregantes, tanto de Ia madre autofecundada

como de híbridos F1, se determinó que el método de reproducción está contro­
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lado por dos genes. Un gen "A" el cual condiciona para apomixis y un gen "B"

el cual condicionapara sexualidad y es epistático con el gen Por su parte,

en Panicum maximum, Hanna et al. (1973) establecieron que la sexualidad es

dominante sobre apomixis y que la misma estaría controlada por al menos dos

loci y a su vez condicionada por un efecto de dosaje de dos o más alelos domi­

nantes. Posteriormente, ambas especies fueron nuevamente analizadas, me­

diante estudios embriológicos en diferentes progenies (F1, F28. retrocruzas,

etc.), y en ambos casos se propuso que la apomixis está gobernada por un fac­

tor Mendeliano simple y el mismo sería dominante sobre sexualidad (Savidan

1982; Sherwood et al. 1994). De acuerdo a Savidan, los primeros resultados

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 apomícticas facultativas de genotipo Aaaa con un alto grado de ex­

presión sexual debido a genes modificadores. La capacidad apospórica de los

padres pudo no haber sido reconocida debido a la limitación de los métodos

citológicos y a la prueba de progenie utilizada en aquellos años (Sherwood et

al. 1994). En Brachian'a, otra gramínea tropical apospórica, también se sugirió

que la apomixis tendría 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 Ia familia de las Ranúncu­

laceas. se obtuvieron resultados similares a los anteriores, pero con algunas

variantes (Nogler 1975, 1982, 1984b). A partir de cruzamientos interespecíficos

entre un diploide sexual de R. cassubicifolíus (2n=2x=16) y un tetraploide apo­
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míctico de R. megacarpus (2n=4x=32) y el estudio de cuatro generaciones de

cruzamientos y retrocruzas. se concluyó que la apomeiosis en el género posee

un control monogénico. Tres hechos interesantes fueron registrados en este

estudio: 1) la formación de dihaploides apomícticos en Ia segunda retrocruza.

algunos de los cuales fueron fértiles y pudieron ser usados para producir la si­

guiente generación de retrocruzas; 2) Ia ausencia en Ia transmisión del aIeIo “A”

en gametas haploides y 3) Ia obtención de un trisómico apomíctico en Ia prime­

ra generación de retrocruzas.

En el género de gramínea diplospórica Tn'psacum, Leblanc et al. (1995) y

Grimanelli et al. (1998a) encontraron una segregación 1:1 en híbridos F1 de

maíz-Tn'psacum. Por su parte, en otro estudio realizado por Kindiger y Dewald

(1997) en híbridos entre las mismas especies, concluyeron que la apomeiosis y

la partenogénesis en Tn'psacum dactyloides están controladas por dos Ioci in­

dependientes. Según Savidan (2000), estos resultados difieren con los anterio­

res por tratarse de cruzamientos entre individuos de diferentes niveles de ploi­

día. A conclusiones similares a las de Kindiger y Dewald (1997) se llegaron en

otros géneros diplospóricos. Kojima et al. (1994) observaron en la especie

Al/iumtuberosum, Ia presencia de dos híbridos que poseían un desarrollo y un

control genético de la apomeiosis y Ia partenogénesis independiente. En un

estudio reciente en la especie diplospórica En'geron annus (Asteraceae), reali­

zado mediante cruzamientos entre un citotipo diploide sexual (2n=2x=18) y otro

triploide apomíctico (2n=3x=27), se determinó que los dos componentes princi­

pales del proceso apomíctico, como son la formación de sacos embrionarios no
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reducidos y Ia partenogénesis, no están ligados entre sí y por Io tanto son

heredados en forma independiente (Noyes 2000; Noyes y Rieseberg 2000). Por

el contrario, en Taraxacum, otro género diplospórico, 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 Iocus, donde el alelo silvestre a’ controla la

reducción meiótica, mientras que las copias en exceso del alelo mutante a' pa­

ra apomixis, controla la producción de gametas femeninas no reducidas. La

relación de dominancia entre los alelos está determinada por su proporción y

por el medio ambiente.

Una cuestión importante a tener en cuenta es la influencia que tienen los

factores ambientales sobre la expresión de Ia apomixis. Los cambios estaciona­

les en los regímenes de temperatura y luz pueden influenciar el comportamien­

to reproductivo en las poblaciones (Asker y JerIing 1992). En Eragrostís curvu­

Ia, una gramínea con diplosporia facultativa, la exposición en condiciones expe­

rimentales a un fotoperíodo de días cortos, disminuyó el porcentaje de sacos

embrionarios no reducidos (Brix 1977). Entre las gramíneas apospóricas, el

fotoperíodo también ejerce su influencia sobre Ia mayor o menor producción de

sacos embrionarios no reducidos. En Dichanthium annulatum el acortamiento

de las horas de luz aumenta significativamente el porcentaje de sacos embrio­

narios apospóricos (Knox y Heslop-Harrison 1963). Quarin (1986) analizó Ia

incidencia del fotoperíodo en Ia formación de sacos embrionarios en óvulos

maduros de tres citotipos de Paspalum cromyonhizon, bajo condiciones natura­

les y experimentales. Las plantas diploides de reproducción sexual mostraron
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durante Ia primavera los valores más altos de presencia de sacos embrionarios

mixtos (meióticos + apospóricos) mientras que los tetraploides apomícticos fa­

cultativos también tuvieron una mayor expresión de sacos embrionarios apos­

póricos durante la primavera-verano. Esto es coincidente con fotoperíodos Iar­

gos de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad. Sin embargo. en condiciones de fo­

toperíodos cortos (12 hs de luz y 12 de oscuridad) hay una mayor incidencia de

sacos embrionarios de origen meiótico.

1.8. Marcadores moleculares como herramienta para estudios genéticos

Los marcadores moleculares constituyen uno de los principales aportes

de Ia biología molecular a Ia 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 mutaciones puntuales.

Hasta mediados de Ia década del 60 los marcadores utilizados para eI estudio

de Ia genética y el mejoramiento vegetal eran controlados por genes asociados

a caracteres morfológicos. Debido al escaso número de marcadores morfológi­

cos que es posible diferenciar en una misma población, se reduce la probabili­

dad de encontrar asociaciones significativas entre estos marcadores y caracte­

res de importancia económica a través del estudio de poblaciones segregantes.

Por otra parte. los marcadores morfológicos están restringidos a su identifica­

ción en unas pocas plantas de importancia económica, tales como el maíz,

arroz y tomate; mientras que el resto de las especies carecía de información a

este nivel. EI número de marcadores genéticos disponibles, como así también
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su potencial análisis en diferentes especies, pudo ser ampliado a partir del de­

sarrollo de los marcadores isoenzimáticos. Con el advenimiento de las técnicas

modernas de biología molecular, surgieron diversos métodos de detección de

polimorfismo genético a nivel de ADN. Los ensayos a partir de los cuales se

generan marcadores moleculares pueden ser divididos en cuatro principales

categorías:

(1)

(2)

(3)

(4)

ensayos basados en digestión del ADN con endonucleasas y posterior

hibridación, fundamentalmente RFLP (Polimorfismos para el largo de los

fragmentos de restricción) (Botstein et al. 1980; Tanksley et al. 1989).

ensayos basados en la amplificación 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 McCIeIland

1990).

ensayos basados en la amplificación selectiva de fragmentos de restric­

ción de ADN, denominados AFLP (Vos et al. 1995)

ensayos basados en la amplificación de secuencias repetitivas del ADN

de 1-6 pb de longitud denominadas Microsatélites o SSR (repeticiones

de secuencias simples) (Litty Luty 1989)
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1.8.1. RFLP

Los polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP) se ba­

san en separar mediante electroforesis los fragmentos de ADN obtenidos por

digestión con una enzima de restricción, y detectar mediante hibridación con

fragmentos de ADN marcados (sondas), correspondientes a secuencias únicas

o de bajo número de copias (Tanskley et al. 1989), que determinará la genera­

ción de un patrón simple de hibridación. Un RFLP ocurrirá cuando existan va­

riaciones en la secuencia de ADN que involucren cambios en Ia 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 restricción, como rearreglos cromosómicos (in­

versiones, deleciones e inserciones) en Ia vecindad de sitios de corte, siendo

éstos últimos las causas más frecuentes de polimorfismosen vegetales supe­

riores.

Los RFLP son alta y establemente heredables, de efecto fenotípico neu­

tro, no ¡nfluenciables ambientalmente, de segregación mendeliana, multialélicos

y fueron los primeros marcadores que se desarrollaron con posibilidad de satu­

rar un mapa. Si bien esto es teóricamente irrefutable, en la práctica existen dos

limitaciones: el número de sondas desarrolladas y el escaso grado de polimor­

fismo encontrado en ciertos organismos.

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

lección de fragmentos de ADN, y además requiere una extensiva evaluación
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para identificar secuencias de bajo número de copias (o ADN de secuencia

única).

Otra desventaja inherente a los RFLP es que son técnicamente complejos

(requieren cierta infraestructura). de alto costo e involucran mucho trabajo.

Además, Ia cantidad de ADN necesario (un mínimo de 10 ug por genotipo por

carril electroforético) hace impracticable detectar RFLP para un gran número de

sondas partiendo de plántulas.

En resumen se puede decir que las principales ventajas y desventajas de

los RFLP son las siguientes:

Ventajas:

1) Es una técnica de visualización co-dominante (permite observar 2 alelos

en el heterocigota) y multialélica mostrando una alta información polimórfi­

ca, según el grupo de análisis.

2
V Son altamente reproducibles y las sondas son en la mayoría de los casos

de carácter público.

3) Sirven para establecer mapas comparativos entre distintas especies y aún

entre distintos géneros (sintenia).

4
V Son puntos de anclaje de otros marcadores en mapas de Iigamiento.

Desventajas:

.—\ V
El desarrollo de las genotecas es laborioso y costoso, al igual que la se­

lección de los clones para secuencias de bajo número de copias.

2
V Se requiere la utilizaciónde mucha cantidad de ADN de gran pureza

3
V La aplicación es muy Iaboriosa y costosa.
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Figura 4: Detección de polimorfismos mediante Ia técnica de RFLP.

1.8.2. RAPD

En Ia técnica de RAPD, utilizando Ia reacción en cadena de Ia polimerasa

(PCR), un oligonucleótido (“primer”) actúa como iniciador para Ia ADN polime­

rasa a Io largo de todo el genoma a partir de los sitios donde se presenten 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"será

amplificado. El producto generado podrá visualizarse mediante una electrofore­

sis en gel de agarosa. Si dos genotipos difieren en las secuencias complemen­

tarias a los primers, presentarán un polimorfismo entre ellos consistente en la

presencia versus ausencia de una o más bandas (Figura 5) (Williams et al.

1990; Welsh y McCIelIand 1990).

Ventajas:

1
V Los ensayos requieren una muy pequeña cantidad de ADN

2
V Suelen ser eficientes en la detección de polimorfismos

3
V No requieren una tecnología sofisticada para su realización

Desventajas:

1) Son marcadores de visualización dominante (como se mencionó anterior­

mente).

2
V La informaciónde un locus no puede ser siempre extrapolada entre espe­

cies. Es decir, a medida que aumenta la distancia genética aumenta Ia

probabilidad de que 2 bandas que comigren pertenezcan a 2 loci diferen­

tes.

3
V No son altamente reproducibles entre distintos laboratorios.
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Figura 5: Detección 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

combinación de los dos métodos descriptos anteriormente (digestión y amplifi­

cación) para detectar variabilidad. Se Ia denomina polimorfismo de longitud de

fragmentos amplificados (AFLP)y combina la presencia o ausencia de sitios de

restricción y Ia existencia de polimorfismos de secuencia adyacente a esos si­

tios (Figura 6). Los AFLP fueron desarrollados por Zabeau y Vos (1993) y por

Vos et al. (1995). Se basan en Ia restricción de ADN con dos enzimas de res­

tricción, una de corte poco frecuente, como EcoRI (que reconoce una secuen­

cia de 6 bases) y la otra, MseI (que reconoce una secuencia de 4 nucleótidos)

con una frecuencia mucho más alta. Una vez generados estos fragmentos, los

mismos son ligados a adaptadores de doble cadena, para cada uno de los si­

tios de restricción 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 según los extremos

agregados:

- ambos extremos con sitios EcoRI

- ambos extremos con sitios MseI

- con extremos distintos.

De esta manera el número de productos obtenidos es muy grande (de­

pendiendo de Ia complejidad del genoma) e imposible de analizar en una sola

corrida electroforética. Para disminuir Ia complejidad del patrón de bandas se

realiza una segunda amplificación mediante PCR con oligonocleótidos selecti­
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vos, los cuales poseen bases nucleotídicas adicionales en los extremos 3'.

Luego de la amplificación, los fragmentos producidos se separan mediante

electroforesis en un gel de poliacrilamida y se tiñen con nitrato de plata o bien

se utiliza marcación radiactiva y se revelan autoradiográficamente. También

pueden evidenciarse en sistemas de secuenciación nucleotídica automática

marcados con fluorocromos.

Según Ia técnica empleada para revelar el gel, pueden observarse distin­

tos productos. Así por ejemplo, si se marca con nucleótidos radiactivos o fluo­

rescentes el oligonucleótidoEcoRI, sólo se verán los fragmentos que posean al

menos un extremo EcoRI en su secuencia. En cambio, si se utiliza Ia tinción

con plata, se verán todos los fragmentos que se hubieran amplificado, inde­

pendientemente de los extremos, dependiendo entonces de Ia magnitud de la

amplificación y del tamaño. Si bien el mayor número de fragmentos que se am­

plifica posee sitios MseI a ambos lados, como son de tamaño muy pequeño, se

pierden con el frente de corrida del gel y no se visualizan. Por lo tanto. en gene­

ral sólo se evidencian los fragmentos EcoRI-EcoRI y los EcoRI-MseI, inde­

pendientemente del método de tinción que se emplee.

Estos marcadores moleculares (así como los RAPD) en general son de

visualización dominante, ya que raras veces el alelo produce amplificación 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 relación genética porque suele estar causada por mutaciones no relaciona­
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das (causantes de este comportamiento). La falta de multialelismo y Ia imposi­

bilidad de contabilizar las dos variantes alélicas reducen notablemente el con­

tenido de información polimórfica aportado por este tipo de marcadores. Com­

parados con los RFLP y SSR. el número de alelos polimórficos es menor, pero

el número de Ioci que se evalúa en una única combinación de “primers”es mu­

cho mayor y por Io tanto son más efectivos en la cobertura y representación del

genoma. Los AFLP tienen Ia ventaja de que no se necesita conocimiento previo

de secuencia para su uso. y con una sola reacción se evalúan varias regiones

del genoma simultáneamente. 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) EIgran número de Iociensayados simultáneamente.

2
V Son muy reproducibles debido a la exigente temperatura de hibridación

durante Ia PCR.

3) No se requiere información previa, y puede aplicarse a cualquier organis­

mo

Las desventajas son:

Son marcadores de visualización dominante (igual que los RAPD)_L V

2
V Requieren una buena calidad de ADN.

3
V Requieren de Ia utilización de geles de secuenciación y tinción con nitrato

de plata. autoradiografía o fluorescencia (secuenciador automático).
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Q ADNgenómioo

l Digestión con EcoRly Msel

Fragmento MseI-Msel

Fragmento EcoRJ-Mxel

FragmentoEle-EcoRl

l Ligaciónde adaptadores EcaRly Msel
Fragmento MseI-Arlxel

Fragmento EcoRJJLs'el

Fragmento EcoRI-EcoRl

Preamplificación con
oligonucleótidos para los
adaptadores Econ] y Msel + 1

a
Amplificación selectiva con
oligonucleófidos para los
adaptadores EcaRl y Msel +3
(EcoRl marcado con 32 P)a3“:
Resolución de los fragmentos
por electroforesis en gel de
poliacrilamida

AXB

A B (F‘)

Autorradiografla del
gel de po|iacrilamida

Figura 6: Representación esquemática de la obtención de polimorfismos me­
diante Ia técnica de AFLP
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1.8.4. Microsatélites o SSR

EI 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, multialélicosy están distribuidos en todos

los genomas de los organismos vivos. Son muy utilizados en el desarrollo de

mapas genéticos y como herramienta en la identificación de genotipos median­

te huellas dactiiares (“flngerprinting”)y en Ia selección asistida por marcadores.

Para poder utilizarlos es necesario desarrollar una biblioteca de fragmentos

genómicos pequeños (300-500 pb) de la especie a estudiar. Como estas biblio­

tecas no están desarrolladas para la mayoría de las especies vegetales y en

particular para Paspalum, además 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 descripción.

1.8.5.Criterios de elección de los marcadores más apropiados

Debido a que cada uno de los sistemas de marcadores citados cuenta

con distintas clases de ventajas y desventajas, Ia elección de uno u otro siste­

ma dependerá de los objetivos particulares del proyecto de mapeo u mejora­

miento encarado. La introgresión de caracteres, el mapeo de caracteres cuali­

tativos, el mapeo de caracteres cuantitativos y el análisis de germoplasma tie­

nen cada uno diferentes desafíos técnicos, y por lo tanto diferentes requeri­

mientos de los marcadores (Mazur y Tingey 1995).
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Uno de los puntos más álgidos de diferencia entre los sistemas de marca­

dores es la codominancia versus dominancia. Esto es especialmente importan­

te cuando se intenta discriminar en un Iocus determinado, el comportamiento

de todos los alelos (i.e. AA/Aa/aa). Si por motivos económicos. técnicos o de

otra índole, se decide optar por alguno de los marcadores dominantes, puede

salvarse parcialmente Ia pérdida de información genética transformando el

marcador dominante del locus de interés en un marcador codominante.

La utilización de marcadores moleculares en el mejoramiento genético

vegetal está orientada a Ia identificación y localización de genes (o regiones

genómicas) relacionados con caracteres de interés agronómico. Para lograr

este objetivo es necesario desarrollar detallados mapas de Iigamientogenético

(Tanksley et al. 1989). El interés final de la mayoría de los estudios de mapeo

de genes de interés, es lograr clonar (aislar) y controlar dichos genes. Es im­

prescindible contar con mapas de Iigamientoaltamente saturados (i.e. con una

alta densidad de marcadores por cromosoma) para poder iniciarestrategias de

clonado posicional (“positional cIoning"). también llamado clonado en base a

mapeo (“map-based cIoning"). Estas estrategias se basan en las técnicas de

caminado cromosómico (“chromosome walking") (Wicking y Williamson 1991;

Giraudat et al. 1992; Martin et al. 1993) y más recientemente aterrizaje cromo­

sómico (“chromosome Ianding") (Tanksley et al. 1995).

Usando marcadores moleculares se construyeron mapas genéticos en

numerosas especies vegetales: tomate (Tanksley et al. 1992); maíz (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); caña de azúcar (AI-Janbi et al. 1993) y trigo

(Hart 1994).

Para caracteres monogénicos u oligogénicos, cuyo modo de herencia

puede ser determinado por métodos mendelianos clásicos, el mapeo puede ser

realizado por análisis de cosegregación de los marcadores y el carácter

(Tanksley et al. 1989, Meichinger 1990). Los marcadores moleculares ligados a

esta clase de caracteres (principalmenteresistencias 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

zación genética y genómica de la apomixis

EI estudio de la apomixis necesita de una metodología de cuantificación

rápida y exacta, de tal manera de evitar la aplicación de métodos histológicos

tediosos o testes de progenie (Koltunow1995).

EI reciente desarrollo de la tecnología de marcadores moleculares ofrece

la posibilidad de una rápida búsqueda y determinación ("screening") del carác­

ter, en caso de encontrar un marcador Io suficientemente ligado, y la posibilidad

de una mejor caracterización del proceso apomíctico. Esto sería una herra­

mienta esencial en los programas de mejoramiento genético (Hanna 1995). Los

marcadores moleculares también posibilitarían el desarrollo de estudios compa­
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rativos sobre Ia estructura genómica y facilitarían el aislamiento de los genes

responsables, mediante clonado posicional, en caso de encontrarse lo suficien­

temente ligados al Iocus en cuestión (Pessino et al. 1999).

Todavía son escasas las referencias existentes sobre Ia utilizaciónde Ia

tecnologia de los marcadores moleculares aplicada al estudio del proceso

apomíctico.

Desde hace varios años atrás que algunos centros importantes de investi­

gación están tratando de transferir la apomixis a las especies de importancia

económica. Debido a que dicho carácter no está presente en las especies culti­

vadas, se recurrió a hibridaciones interespecíficas con parientes salvajes que sí

poseen dicho carácter. Este es el caso de Tn’psacum,un género emparentado

con el maíz, y el cual posee apomixis del tipo diplospórica. A partir de cruza­

mientos entre ambas especies (ver 1.6.1.), dos grupos independientes de in­

vestigación, obtuvieron una población híbrida F1, la cual segrega 1:1 para el

modo de reproducción (Leblanc et al. 1995, Kindiger et al. 1996). En los últimos

años estas poblaciones fueron utilizadas para Ia detección de marcadores mo­

leculares ligados a la región genómica de Ia apomixis. Para ello, se valieron de

la sintenia existente entre los genomas de las gramíneas, mediante la exami­

nación del genoma híbrido a partir de sondas distribuidas por todo el mapa de

maíz. La técnica de análisis de segregantes combinados ("bulked segregant

analysis", BSA) permitió un rápido análisis e identificación de marcadores rela­

cionados con la región responsable del carácter. Leblanc et al. (1995) encontra­

ron que todos los marcadores ligados a diplosporia pertenecen al mismo grupo

de Iigamiento en maíz, 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 evaluación de materiales genera­

dos de líneas apomícticas que poseen 30 cromosomas de maíz (Mz) + 9 cro­

mosomas de Tn'psacum (Tr). En la primera generación de plantas sexuales

derivadas de padres apomícticos, se encontró por análisis cariotípico, que las

mismas carecían de Tr16, lo cual indica que Tr16 posiblemente porta los genes

que controlan el desarrollo apomíctico. El análisis comparativo mediante RAPD,

de varias progenies híbridas, y una probable translocación M26L-Tr16L,Ia cual

parece contener gran parte de Ia región M26Ly haber perdido el brazo Tr1GS,

permitió asignar varios marcadores de RAPD al Iocus que controla la apomixis

en Tr16L.

El mapeo de híbridos tetraploides diplospóricos de maíz-Tn'psacum de­

mostró una fuerte restricción a la recombinación en el área asociada con Ia

apomixis, al compararla con el correspondiente segmento en diploides sexua­

les de Tn'psacum y maíz (Grimanelli et al. 1998a). Estos resultados fueron in­

terpretados como una evidencia indirecta de la existencia de un grupo de ge­

nes defunción relacionada, los cuales están fuertemente ligados y actúan en el

desencadenamiento y el desarrollo del proceso apomíctico.

En tres especies de gramíneas apospóricas se ha informado la identifica­

ción de marcadores moleculares ligados a apomixis. Uno de esos fue realizado

en híbridos interespecíficos de Pennisetum, producidos por cruzamientos entre

un tetraploide inducido de "mijo perla" (Pennisetum glaucum) (2n=4x=28), un

especie apomíctica relacionada (Pennisetum squamulatum) (2n=6x=54) y una

especie puente (Pennisetum purpureum) (2n=4x=28) (Ozias-Akins et al. 1993).
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Se utilizaron líneas cIonaIes de Ia tercera generación de retrocruzas (BC3) y los

cuatro cultivares o accesiones en su "pedigree". De todos los marcadores re­

portados, los más 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 apomíctico P. squamulatum. UGT197 no

hibn'dó con ninguno de los genotipos no apomícticos de BC3; mientras que tan­

to UGT197 y OPC-04 siempre estuvieron presentes en las plantas apomícticas

obligadas. En un trabajo posterior realizado en 29 accesiones de Pennisetum.

se demostró que UGT197 fue el que más consistentemente estaba asociado

con el carácter (Lubbers et al. 1994). Marcadores de RAPD fueron también uti­

lizados para producir un mapa dela región.

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 hemizigótico, en el cual Ia recombinación está

reprimida, y al cual denominaron ASGR (Apospory Specific Genomic Region).

La falta de recombinación cerca del Iocus de apomixis, similar al ejemplo de

Tn'psacum, podría ser importante en el mantenimiento de Ia herencia del carác­

ter, evitando de esa manera Ia dispersión de genes que están acoplados en su

función.

1.9. Paspalum: Su importancia como género apomíctico

Paspa/um es un género perteneciente a Ia familiade las Gramíneas, sub­

familia Panicoideae, tribu Paniceae, el cual pose más 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 reproducción sexual y poliploides sexua­

les o apomícticas (Quarin y Norrmann 1987; Quarin 1992). La poliploidía está

presente en aproximadamente el 80 % de las especies. existiendo una gran

variación en el nivel de ploidía 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, Ia mayoría de los tetraploides son

apomícticos y Ia aposporia es el tipo de apomixis predominante (Quarin 1992).

En el género es común que muchas especies tetraploides apomícticas posean

su contraparte coespecífica diploide sexual. Estos diploides poseen una meio­

sis regular con un apareamiento cromosómico de 10 bívalentes y una distribu­

ción normal. En general son alógamos debido a un sistema genético de autoin­

compatibilidad. Por el contrario, Ia mayoría de los tetraploides apomícticos tie­

nen una meiosis irregular, con asociaciones cromosómicas múltiples. prevale­

ciendo la formación de cuadrivalentes. Debido a ello se ha sugerido que Ia au­

toploidía o Ia aloploidía segmental han sido el principal origen de muchos tetra­

ploides apomícticos. Sin embargo, todos los tetraploides que se reproducen

sexualmente poseen una meiosis regular, con bivalentes como principal aso­

ciación cromosómica, Io cual sugiere un origen aloploide (Quarin 1992).

Existen evidencias que en el género la mayoría de las especies apomícti­

cas se han originado por autoploidía de diploides sexuales alógamos (Norr­

mann et al. 1989; Quarin et al. 1989; Quarin y Norrmann 1990). Por otro lado,

en Paspa/um simplex, el análisis mediante marcadores de RFLP de híbridos
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entre tetraploides apomícticos naturales y diploides sexuales duplicados me­

diante colchicina, determinó una segregación de tipo tetrasómica, con Io cual

constituye otra evidencia genética del origen autoploide de muchos apomícticos

(Pupilli et al. 1997).

1.9.1. La especie Paspalum notatum Flügge

1.9.1.1. Taxonomía

1.9.1.1.1. Descripción botánica

Es una gramínea 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 están usualmente comprimidas en Ia base con vai­

nas estriadas superpuestas, glabras o con márgenes ciliados hacia el ápice. La

lámina usualmente es plana o algo plegada hacia la base, Iinear-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 común, 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 purpúreo. Las espiguillas son solitarias, formando dos

hileras a cada lado del raquis, de forma aovado-elípticas comprimidas, brillan­

tes, glabras, de 2,5 a 4 mm de longitud, 2 a 2,8 de ancho, con anteras y estig­

mas purpúreos 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 botánicas

Existen descriptas dos variedades botánicas de Paspalum notatum:

La variedad típica se conoce con el nombre en inglés “Common Bahiagrass”

es la más ampliamente distribuida, posee hojas anchas, fuerte enraizamiento y

propagación lenta por fuertes rizomas con cortos entrenudos.

“Pensacola Bahiagrass” pertenece a P. notatum var. saurae, la cual

comparada con la anterior es más alta, se extiende más rápidamente, posee

hojas más largas y angostas, espiguillas más pequeñas, y puede tener más

racimos por inflorescencias.

1.9.1.2. Genética

1.9.1.2.1. Número cromosómico

EI primer recuento cromosómico fue hecho por Burton (1940) quién de­

terminó 2n = 40 para “Common Bahiagrass”. Si bien muchos estudios indican

que este es el número cromosómico más común, un citotipo de 20 cromoso­

mas fue descubierto en Pensacola, Florida (USA); donde fue introducido acci­

dentalmente desde Entre Ríos, Argentina, su centro de origen (Burton 1946;

Saura 1948). Los citotipos con 2n = 20 cromosomas pertenecen a la variedad

botánica 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 determinó que el 88 % poseía 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 áreas de

pasturas cultivadas de “Pensacola Bahiagrass”. Experimentalmente, se obtu­

vieron plantas con 2n = 50 y 2n = 60 cromosomas, mediante polinización de

una planta apomictica de 40 cromosomas con polen de otra de 20 y 40 cromo­

somas respectivamente (Burton 1948; Martínez 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 ploidía

Para muchas especies de Paspalum, el número cromosómico básico es

x = 10, aunque fueron propuestos x = 6 y x = 9 para eI 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

Ia 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 cromosómicas 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 clásicos estudios citológicos de

Forbes y Burton (1961) involucrando plantas autotetraploides sexuales induci­

das, tetraploides naturales apomícticos e híbridos de individuos sexuales por

apomícticos a nivel tetraploide, indicaron que la autoploidía es el origen de las

razas tetraploides apomícticas de “Common Bahiagrass". Además, los híbridos

triploides obtenidos de cruzamientos entre el diploide “Pensacola Bahiagrass"

y accesiones tetraploides de “Common Bahiagrass" mostraron hasta 10 triva­

Ientes por microsporocito en la meiosis, sugiriendo una completa homología

entre el juego cromosómico aportado por la madre diploide y los dos juegos

cromosómicos provistos por el padre tetraploide (Forbes y Burton 1961). Resul­

tados similares fueron observados por Quarin et al. (1984), sosteniendo la hipó­

tesis que P. notatum es un complejo agámico con varios niveles de ploidía y

originados por autoploidía.

1.9.1.2.3.Métodos de reproducción

Paspa/um notatum var. saurae, “Pensaco/a Bahiagrass", es un citotipo di­

ploide (2n = 2x = 20) el cual posee un comportamiento meiótico regular, se re­

produce sexualmente, y es de polinizacióncruzada 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

briológicos determinaron que el tipo de apomixis es Ia aposporia (Bashaw et al.
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1970). La polinización es esencial para Ia producción de semillas, porque el

desarrollo del endosperma depende de la fertilización de los núcleos polares

del saco embrionario apospórico, por parte de una de las gametas masculinas

reducidas. La fertilización y el desarrollo del endosperma son independientes

del nivel de ploidía del donador de polen. Además, el polen de especies estre­

chamente relacionadas como P. cromyonhizon puede conducir a la formación

de semillas fértiles portando un endosperma híbrido pero un embrión con el

genotipo materno (Quarin 1999).

Plantas autotetraploides inducidas por tratamiento con colchicina de semi­

llas diploides fueron clasificadas como totalmente sexuales y de fácil hibrida­

ción con razas tetraploides apomícticas naturales cuando se usó como madre

(Forbes y Burton 1961). Análisis citológicos de autotetraploides inducidos,

híbridos de plantas diploides con tetraploides apomícticas, e híbridos de plan­

tas tetraploides inducidas con tetraploides apomícticas, demostraron que los

tetraploides naturales son originados por autoploidía y que el juego cromosómi­

co de los citotipos diploides es homólogo a los juegos cromosómicos de las

citotipos tetraploides.

Plantas triploides fueron esporádicamente encontradas en Ia naturaleza

(Gould 1966; Tischler y Burson 1995; Quarin et al. 1989), y también en parce­

las experimentales (Burton y Hanna 1986). El nivel de ploidía 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 proporción de la progenie se origina por la fertilización de una gameta fe­

menina no reducida (2n = 30) por una gameta masculina reducida (n = 10) for­
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mando nuevos tetraploides apomícticos (Burton y Hanna 1986; Quarin et al.

1989). Esto sugiere que Ia variabilidad genética encontrada en los tetraploides

apomícticos naturales se origina a través de un proceso de poliploidización

sexual y que las plantas triploides pueden originarse por la formación eventual

de gametas no reducidas en poblaciones diploides. Estos triploides pueden ser

polinizados por las plantas diploides de los alrededores, produciendo nuevos

tetraploides apomícticos. Esta suposición implica que el gen o los genes para

apomixis existen a nivel diploide aunque los diploides apomícticos nunca han

sido encontrados. Sin embargo, Quarin y Bovo (1995) produjeron plantas auto­

tetraploides apomícticas facultativas a partir de semilla diploide. Esto corrobora

Ia existencia de factores que controlan Ia apomixis a nivel diploide, aunque su

expresión requiere de la condición 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 apomícticas obligadas. El rango obtenido en F2

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 tetrasómica, lo cual permite Ia pos­

tulación de un genotipo aaaa para el padre apomíctico. Las diferentes proge­

nies fueron clasificadas mediante Ia prueba de progenie basado en característi­

cas morfológicas de unos pocos descendientes (10 a 15 plantas F2 para clasifi­

car cada progenie F1y 5 plantas F3para clasificar las progenies F2).



l. INTRODUCCIÓN 57

Las conclusiones de este estudio no fueron muy convincentes, porque no

se analizó embriológicamente el sistema reproductivo de la madre (diploide

sexual "tetraploidizado" con colchicina), y porque la prueba de progenie utiliza­

da para Ia clasificación de las progenies puede conducir al error por cuanto una

planta apomíctica facultativa no puede diferenciarse de una sexual ya que am­

bas pueden segregar. especialmente aquellas con baja expresión de la apo­

mixis, Io cual produciría progenies que serían dificultosas para diferenciar de

progenies de plantas sexuales. Aunque ellos afirmaron que la apomixis faculta­

tiva no ocurrió en las progenies analizadas, una planta sexual (Q3664) de los

cruzamientos de sus progenies segregantes fue analizada embriológicamente

varios años después. Los resultados indicaron que el 70 % de los óvulos madu­

ros tenía un saco embrionario meiótico normal, 15 % tenía uno a varios sacos

apospóricos, y el 15 % restante tenían un saco meiótico normal rodeado por

uno o varios sacos apospóricos (Quarin et al. 1984). El análisis mediante mar­

cadores moleculares (RFLP y RAPD) de progenies autofecundadas de la mis­

ma planta reveló que aproximadamente un 16 % de los individuos eran de ori­

gen maternal (Ortiz et al. 1997). Por Io tanto, el sistema genético que controla

la reproducción apomíctica en P. notatum no está aún bien entendido y nuevos

métodos de análisis serían necesarios realizar.

1.9.1.3. Distribución y Adaptación

1.9.1.3.1. Centro de Origen

Paspalum es un género del trópico y regiones templados cálidas 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. scrobícu/atum (Chase 1929). Aunque la especie P. notatum

tiene una amplia distribución en América, Ia distribución de las primitivas razas

diploides está conflnada a las provincias de Corrientes, Entre Ríos, y el borde

este de Santa Fe, Argentina (Burton 1967). El área entera es de alrededor de

185 millas de ancho y 435 millas de longitud. distribuidas entre los ríos Uruguay

y Paraná y también unos pocos kilómetros hacia el oeste del río Paraná. El te­

traploide apomíctico "Common Bahiagrass”, es una de las más abundantes

especies de los pastizales nativos de la región. Las poblaciones diploides son

poco frecuentes y usualmente restringidas a los suelos arenosos a Io largo de

los ríos y en las planicies arenosas de las islas del río Paraná. La búsqueda

del origen del "Pensacola Bahíagrass" condujo a Burton (1967) a descubrir una

gran población natural del citotipo diploide que cubría Ia isla Berduc del río Pa­

raná. En dicha isla encontró toda Ia variación genética que él había observado

antes en USA para “Pensaco/a Bahiagrass” cultivado o naturalizado. Otra gran

población del citotipo diploide, con gran variación genética, fue encontrada en

Cayastá, a 70 Km. al noreste de Santa Fe, todas alrededor de las ruinas del

sitio donde Ia ciudad de Santa Fé fue originalmente fundada.

Como los biotipos diploides de P. notatum var. saurae son nativos de esta

región y debido a que los estudios citogenéticos indican que las razas de

“Common Bahiagrass” son autotetraploides y comparten juegos de cromoso­

mas homólogos con los diploides, la región es considerada el centro de origen

de la especie. Esta región 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 taxonómico informaldenominado Notata.

1.9.1.3.2. Geográfica

Los citotipos diploides de P. notatum var. saurae han sido ampliamente

distribuidos desde su área nativa en el nordeste de Argentina a través del

hemisferio occidental. Después de su introducción accidental en Ia Florida

(USA) fue llevado al cultivo a todo el estado y principalmente a las regiones del

sur, donde se escapó del cultivoy se convirtióen una especie naturalizada. Las

variedades “Pensacola” y "Tifton9”fueron vendidas en varios países de Améri­

ca del Sur como forrajeras y para césped. Aunque el éxito fue pequeño en

comparación con las superficies cultivadas en USA, es una importante gramí­

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 México central y el

caribe hasta Ia 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

países alrededor del mundo.
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2. Justificación

Paspa/um notatum es una de las especies del género más intensamente

estudiada desde el punto de vista citogenético, reproductivo y filogenético;

debido a su crecimiento perenne, su amplia distribución, la disponibilidad de

importantes colecciones vivas en nuestra región como así también en Brasil, su

versatilidad tanto para la propagación por semilla como vegetativamente, su

fácil 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 reproducción 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 región genómica involucrada en dicho proceso. La

única referencia existente (Burton y Forbes 1960) data de varios años atrás, y

se realizó en momentos en que no se conocían las técnicas modernas para

estudios embriológicos y reproductivos que nos permiten poder clasificar

grandes progenies con alta efectividad y en poco tiempo. Además, con el

advenimiento de las nuevas técnicas de biología molecular, se abrió un campo

aún mayor para estudiar el carácter, como lo es Ia posibilidad de identificar los

factores genéticos responsables y a partir de ello lograr en un futuro próximo la

manipulación y transferencia a especies cultivadas de importancia económica.

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

realizados por Burton y Forbes (1960), se realizaron varios intentos posteriores
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para estudiar dicho carácter mediante Ia utilización de plantas tetraploides

sexuales, obtenidas a partir de duplicaciones cromosómicas de diploides

sexuales con colchicina. Sin embargo, todos estos intentos han fallado, debido

a que las plantas obtenidas fueron apomícticas facultativas (Quarin y Bovo

1995). Por ello, hace un par de años atrás se recurrió a hibridaciones

interespecíficas entre una especie tetraploide y sexual, P. ionanthum, y otra

apomíctica, P. cromyorrhízon, ambas perteneciente al mismo grupo taxonómico

de P. notatum y estrechamente relacionadas desde el punto de vista genético

(Martínez et al. 1999). Los resultados solo pudieron ser evaluados en Ia

primera generación segregante (híbridos F1), debido a que las plantas

obtenidas fueron apomícticas 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 apomícticas

también Io fueron en su parte masculina. Esto imposibilitó la obtención de

progenies F2 y retrocruzas de tal manera de poder corroborar las proporciones

obtenidas en la F1. El rango observado en los híbridos F1 fluctuó entre 3:1 y 2:1

entre apospóricas y no apospóricas, según que criterios se tuviese en cuenta

para la clasificación reproductiva. Por otro lado, en algunos individuos de la

progenie de la planta madre autofecundada se observó la presencia ocasional

de sacos embrionarios apospóricos. Estos resultados podrian explicarse

alternativamente mediante dos modelos genéticos diferentes: los resultados

pueden coincidir con la segregación esperada según el modelo de Mogie

(1992) donde la apomixis estaría determinada por un alelo mutante a' a partir
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de doble dosis, pero con Ia presencia del aIeIo salvaje a”. Esto es posible en

materiales autoploides corno lo es P. cromyorrhizon. Por otra parte. los

resultados también podrían ser explicados por un modelo monogénico, con

herencia tetrasómica, dominante para aposporia y Ietalidad de gametas

portadoras de doble dosis del alelo dominante.

En los últimos años hemos encontrado una planta de P. notatum

tetraploide (2n=4x=40) completamente sexual originada experimentalmente en

una progenie de un cruzamiento ¡ntraespecíflco Para ello, se recurrió a un

cruzamiento entre una planta apomíctica facultativa con alto grado de

expresión sexual. como progenitor femenino, y otra planta apomíctica obligada

como padre. Debido a que las plantas apomícticas facultativas pueden poseer

en algunos óvulos sacos de origen meiótico solitarios o en compañía de uno o

varios apospóricos, es posible obtener progenies con plantas de origen

maternal además de algunas de origen sexual que se comportan

reproductivamente de Ia misma forma. Estas plantas solo han podido ser

detectadas en progenies experimentales, ya que naturalmente nunca se

encontró una planta tetraploide de reproducción 100% sexual.

A partir de la obtención de la planta sexual denominada F131 se pudieron

realizar cruzamientos intraespecíficos entre plantas sexuales X apomícticas

que pertenecen a Ia misma especie y dentro del mismo nivel de ploidía. De

esta forma se originaron varias progenies que permitieron estudiar el control

genético de la apomixis; como así también identificar marcadores moleculares

asociados con el carácter, como punto de partida en la posterior identificación
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de los factores responsables de dicho sistema reproductivo y en Ia utilización

en programas de mejoramiento genético.
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3. Hipótesis de trabajo

La hipótesis de este trabajo se basa en que al ser la apomixis un sistema

de reproducción controlado genéticamente, que se expresa en poliploides y se

comporta como una forma alternativa a Ia reproducción sexual, es posible

realizar cruzamientos intraespecíficos en el mismo nivel de ploidía, para

estudiar la segregación reproductiva y encontrar un modelo genético de

herencia que explique como se encuentra regulado. Por otro lado, por tratarse

de un modo de reproducción 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 Ia biología molecular como son los

marcadores moleculares.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos generales

>

xy

Determinar el control genético de Ia apomixis en Paspalum notatum

Identificar marcadores moleculares que co-segreguen con Ia región

genómica responsable de Ia aposporia en Paspalum notatum.

Establecer Ia sintenia evolutiva con segmentos cromosómicos

homólogos de otras gramíneas apomícticas y no apomícticas

mediante estudios de mapeo genómico comparativo.

4.2. Objetivos particulares

>

V

V

Corroborar por medio de nuevos análisis embriológicos a Io largo

de todo el período de floración, la pureza del carácter reproducción

sexual de la planta que actuará como progenitor femenino.

Obtener una progenie F1 y clasificarla para el modo de

reproducción, a partir del cruzamiento de plantas tetraploides

sexuales y apomícticas de P. notatum.

Obtener y clasificar reproductivamente una progenie producto de la

autofecundación del progenitor femenino sexual

Obtener y clasificar diferentes progenies Fzs, por medio de

autofecundaciones de genotipos F1s sexuales. cruzamientos entre

como asídistintos genotipos F1s sexuales; también por

cruzamientos entre genotipos sexuales y apomícticos.
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“xf

V

66

Obtener y clasificar progenies originadas por retrocruzas de

genotipos F1s sexuales y apomícticos. por los respectivos

progenitores.

Determinar que modelo de herencia genética es el que regula Ia

apomixis en P. notatum

Utilizar diferentes técnicas de marcadores moleculares (RFLP,

RAPD y AFLP) para identificar la región genómica responsable de

Ia aposporia. con el propósito futuro de utilizarlos en Ia selección de

genotipos apomícticos 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 Paspa/um notatum. Se utilizaron dos plan­

tas, una sexual y otra apomíctica, identificadas y depositadas en el herbario

CTES con los números de colección Q4188 y Q4117 respectivamente. Ambas

plantas se encuentran cultivadas en el banco de germoplasma de la cátedra de

Genética y Fitotecnia de la FCA-UNNE en macetas bajo un invernáculo y en

parcelas experimentales.

La planta Q4188 es un tetraploide de reproducción sexual obtenida en el

año 1984 por cruzamientos intraespecíficos entre dos genotipos apomícticos:

Uno con un alto grado de expresión sexual (Q3664) y el otro apomíctico obliga­

do (Q3853) (Urbani, comunicación personal). Por su parte, la planta Q4117 es

un tetraploide apomíctico proveniente de poblaciones naturales del estado de

Rio Grande do Sul. Brasil.

5.2. Genética de la aposporia en Paspalum notatum

5.2.1. Clasificación reproductiva mediante la observación de sacos em­
brionarios

Para la clasificación reproductiva de las plantas obtenidas en las diferen­

tes progenies, a partir del análisis de los sacos embrionarios, se fijaron espigui­

llas en antesis en una solución de FFA (etanol 70%. ácido acético glacial, for­

maldehído) en proporción 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 Ia ayuda de una lupa y por intermedio de una aguja

histológica y un bisturí. Luego, fueron clarificados o transparentados mediante

Ia técnica de Herr (1971). La misma consta de dos pasos: en el primero paso

se colocaron los ovarios en ácido láctico puro, durante 24 horas como mínimo,

para favorecer el clarificado de aquellos ovarios de tonalidad oscura; mientras

que en el segundo paso fueron transferidos a la solución clarificadora propia­

mente dicha, la cual consta de los siguientes componentes: ácido láctico, fenol,

aceite de clavo, hidrato de coral y inoI en una proporción 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 solución 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 ovario se tomó el correspondiente registro

del saco embrionario observado y de acuerdo ello se clasificaron las plantas en

sexuales o apomícticas. Para cada planta se analizó un promedio de 60 ovarios

fijados en antesis.

Según las características de los megagametofitos observados, se esta­

blecieron cinco categorías de óvulos:

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

de Ia división reduccional de Ia célula arquesporial y en el cual todas sus

células poseen su número cromosómico reducido a Ia 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 núcleos polares, y varias antípodas en el ex­

tremo chalazal del óvulo.

2- Con sacos embrionarios inmaduros (SEI): son todos aquellos óvulos

con sacos en formación (meiótico o apospórico) que no han completado

su desarrollo normal al momento de Ia antesis.

3- Con sacos embrionarios ausentes o abortados (SEa): son clasifica­

dos de esta manera aquellos óvulos en los cuales no se observa saco

embrionario desarrollado o en formación.

4- Con sacos embrionarios apospóricos (SEA): contienen sacos origi­

nados a partir de células nucelares (2n) y por Io tanto no reducidas meióti­

camente. En P. notatum se caracterizan por poseer en un extremo una

oosfera, dos sinérgidas y una célula central muy vacuolizada, con dos nú­

cleos polares, aunque eventualmente pueden tener uno o tres núcleos.

Una característica fundamental de estos sacos es la ausencia de antípo­

das, Io cual permite diferenciarlos fácilmente de los sacos de origen meió­

tico. Otra característica distintiva es la presencia de más de un saco apos­

pórico por óvulo, en general se observan varios cubriendo gran parte del

espacio nucelar, los cuales poseen distintos grados de desarrollo. Es muy

común observar en algunos sacos Ia presencia de pro-embriones en el

momento de Ia antesis.
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5- Con un saco embrionario meiótico + uno o varios apospóricos

(SEM + SEA): Se refiere a todos aquellos óvulos que poseen, además del

saco meiótico, uno o varios apospóricos.

Según las características de los sacos embrionarios, las plantas fueron

clasificadas en dos clases: 1- aquellas con capacidad para formar sacos em­

brionarios apospóricos y 2- las que no tienen dicha capacidad.

Se consideró apomíctica a toda aquella planta que tiene la capacidad de

formar sacos embrionarios apospóricos (solitarios o mixtos), en por Io me­

nos un óvulo, independientemente de los demás tipos de sacos embrio­

narios presentes.

Se consideró sexual a toda aquella planta que no tiene Ia capacidad de

formar sacos embrionarios apospóricos o mixtos en ningún óvulo.

Esta clasificación se utilizótanto para los progenitores, como así también

para todas las progenies analizadas.

5.2.2. Obtención de los progenitores

Previo a Ia realización de los cruzamientos, hubo que realizar una selec­

ción de las plantas que serían utilizadas como progenitores sexuales y apomíc­

ticos. Debido a que todos los tetraploides de P. notatum que crecen en forma

natural son de reproducción apomíctica, fue necesario obtener una planta te­

traploide y sexual, de tal manera de poder utilizarla como progenitor femenino.

La planta Q3664 es una F2 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 apomíctico (Burton y Forbes 1960). La planta Q4188 fue

nuevamente examinada embriológicamente, para corroborar que no presentase

ningún indicio de apomixis. Para esto se analizaron ovarios en antesis en dife­

rentes momentos deI período de floración para descartar cualquier posible in­

fluencia ambiental en la expresión de Ia apomixis.

Para la selección de Ia planta Q4117 se tuvo en cuenta el grado de expre­

sión de la apomixis, medido este por el porcentaje de sacos embrionarios

apospóricos y el número de sacos apospóricos presentes en cada óvulo anali­

zado. Si bien los genotipos tetraploides de P. notatum poseen un alto grado de

expresión de la apomixis. existe una sensible variación entre los diferentes ge­

notipos, fundamentalmente en el grado de sexualidad residual y en el número

de sacos apospóricos presente en cada óvulo (Altamiranda 1983). Además del

tipo de reproducción y el nivel de expresión, se tuvieron en cuenta otros aspec­

tos en la elección de los progenitores, como fueron el vigor de las plantas, el

período de floración, el número de inflorescencias producidas, la producción de

polen, etc.

5.2.3. Obtención de la población F1segregante

Una vez seleccionados ambos progenitores se realizaron cruzamientos

controlados para Ia obtención de los híbridos siguiendo el procedimiento descri­

to por Burton (1948). Para eIIo se colectaron inflorescencias antes del comien­

zo de la floración adheridas a una porción de rizoma, las cuales fueron coloca­

das en recipientes con agua y mantenidas de esa forma durante todo el proce­
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so de manipulación y hasta la obtención de las semillas. Como en P. notatum la

antesis de las espiguillas se produce a Ia mañana temprano (5:00 a 8:00 AM),

las inflorescencias fueron colocadas Ia tarde previa en una cámara provista de

un humidificador con regulación automática de encendido y apagado, el cual

permite eliminar las anteras sin que se produzca Ia 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

cedió a Ia polinización con polen del progenitor masculino, el cual fue recolec­

tado el mismo dia. Por último, las inflorescencias polinizadas fueron ensobra­

das con papel sulfito, manteniéndose de esta forma con sus respectivas por­

ciones de rizomas sumergidos en botellas plásticas con agua hasta Ia cosecha

de las semillas, aproximadamente a los 30 días.

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 invernáculo. Los plantines fueron

cultivados en invernácqu 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 período de floración (diciembre-abril) se fijaron espi­

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

5.2.4. Obtención de las progenies F28, retrocruzas y del progenitor feme­
nino autofecundado

Una vez clasificada Ia población F1, se seleccionaron algunas plantas

sexuales y apomícticas, para la generación de las progenies F28y las respecti­
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vas retrocruzas por el padre apomíctico y la madre sexual. Por otro lado, para

poder determinar la constitución genotípica de la planta sexual utilizada como

progenitor femenino, se generó una progenie por autofecundación de Ia misma.

Para ello, se seleccionaron inflorescencias antes del inicio de la floración, las

cuales fueron ensobradas y mantenidas de esta forma durante aproximada­

mente 30 días.

Todo el proceso de generación, análisis y clasificación de las distintas

progenies fue el mismo que se empleó para la población F1y que ya fue descri­

to anteriormente (5.2.1.)

Una vez hecha la clasificación reproductiva de las progenies, se estable­

ció Ia proporción fenotípica observada para cada una de ellas y se evaluaron

distintos modelos genéticos para poder determinar cuál era el que mejor se

ajustaba a los valores observados. Para ello, se analizaron diferentes alternati­

vas genéticas de herencia tetrasómica y segregación cromatídica. Se utilizó la

prueba de bondad de ajuste (x2)para ajustar los rangos de segregación 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

ción.

5.3. Marcadores moleculares relacionados con la aposporia en P. notatum

La identificación de marcadores moleculares ligados a apomixis se llevó a

cabo sobre la misma población F1 de Paspa/um notatum generada para el es­
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tudio de herencia del carácter. Para ello, en un principio se seleccionaron 50

plantas sexuales y 50 apomícticas y luego se incluyeron plantas adicionales en

función de la técnica de marcador utilizada. Para la selección se tuvo en cuenta

el grado de expresión de ambos caracteres. sexualidad y apomixis, respecti­

vamente. En ambos grupos de plantas se seleccionaron aquellas que poseían

los valores más altos de expresión, medida ésta como el porcentaje de sacos

embrionarios de origen meiótico o apospórico que poseía cada planta dentro de

cada grupo (sexual y apomíctico). De esta manera se tomaron los extremos

dentro de una curva de distribución normal para cada fenotipo, de tal manera

de tener más chances de detectar rápidamente marcadores asociados con el

carácter en estudio.

Para Ia identificación de marcadores moleculares ligados al gen o región

genómica de interés. se recurrió a la metodologia del análisis 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 apomíc­

ticos respectivamente. La formación 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 Ia utilización de diferentes marcadores molecula­

res (RAPD, AFLP y RFLP), para poder detectar polimorfismos o diferencias

asociadas con la región responsable de la apomixis.

Una vez detectados los marcadores polimórficosentre los dos grupos (BS

y BA) se analizó la segregación de los mismos, mediante la comparación con

los padres y con cada uno de los individuos de la población, para poder deter­
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minar el grado de Iigamiento del marcador con el locus en cuestión. Para cada

marcador polimórfico se determinó el Índice de recombinación a partir de la

relación entre el número de individuos recombinantes sobre el total de indivi­

duos analizados.

5.3.1. Extracción de ADN

Se colectaron hojas de ambos progenitores y de cada uno de los individuos

de la progenie F1 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 nitrógeno líquido. de tal manera

de producir un congelamiento rápido y de esa forma frenar todos los procesos

metabólicos que puedan ocasionar la degradación del material genético. Para

cada muestra se cosechó aproximadamente 3 gramos de hojas. Las hojas una

vez congeladas fueron molidas finamente en un mortero y luego sometidas al

proceso de extracción de ADN o conservadas en ultracongeladora de -70° C

hasta la extracción. La extracción de ADN se realizó mediante Ia metodología del

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

tracción:

Componentes [final]

Tris pH 7,5 100 mM

NaCI 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 agitación. Luego de tratar con cloroformozoctanol (24:1 v/v)

se precipitó el ADN con (2:3 v/v) de ¡sopropanol y se Io lavó con etanol/NaOAc

76 v/v y 0,2 M y etanol/NH4OAc 76v/v y 10 mM.

La cuantificación del ADN se realizó por medio de espectrofotometría uI­

travioleta, asumiendo una equivalencia de 1 OD (260 nm) = 50 ug. Paralela­

mente, se realizó una verificación de Ia integridad de ADN extraído. sembrando

1-2 ul del mismo, en un gel de agarosa al 1% en TAE 1x, teñido con EtBr (Sam­

brook et al. 1989). Una vez cuantificados todos los ADNs se los llevó a una

concentración de 300 ng/ul. Para el análisis de RAPDs se hicieron diluciones

de trabajo a una concentración de 5 ng/ul.

5.3.2. Análisis de RAPDs

5.3.2.1. Determinación de los "primers" informativos

La metodología utilizada para el análisis de los RAPDs se basó en el mé­

todo propuesto por Williams et al. (1989). El primer paso en el análisis 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, 5 y

7 de “British Columbia University”.Canadá). Las reacciones se realizaron en un

volumen final de 25 ul con los siguientes componentes:
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COMPONENTES VOLUMEN

ddeo 6,20ul

10x Taq Buffer 2,50 ul

25 mM MgCIz 1,50 pl

5 Mm dNTPs 0,50 ul

3 ng/ul 10-mer Primer“) 10,00 ul

1o U/ul Taq ADN poiimerasa‘zl 0,30 ul

5 ng/ul ADN 4,00 tu
(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 amplificación generados fueron analizados mediante

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

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

fotografiados mediante una cámara Polaroid con filtro para UV.
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Una vez detectadas las bandas polimórficas se realizó el análisis estadís­

tico de los datos y Ia construcción de un mapa de Iigamiento. mediante la utili­

zación del programa de mapeo JOINMAP (Stam 1993).

5.3.2.2.Aislamiento, clonado y secuenciación de los fragmentos de RAPD

asociados con la apomixis

Los fragmentos de RAPD relacionados con Ia apomixis en P. notatum fue­

ron aislados y purificado mediante el método del fenolzoloroformo(Sambrook et

al. 1989) a partir de geles de agarosa de bajo punto de fusión. Posteriormente,

se reamplificaron nuevamente los fragmentos. para poder confirmar efectiva­

mente Ia presencia de los mismo y descartar cualquier tipo de contaminación

con otras bandas no deseadas. Una vez purificado los fragmentos, fueron clo­

nados mediante la utilización de un sistema comercial ("kit") de clonación

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

5.3.2.3. Transformación de los marcadores de PCR en marcadores codo­

minantes (RFLP)y específicos (SCAR)

Para poder estudiar las variantes alélicas presentes en los marcadores

codominantes, los fragmentos de interés fueron utilizados corno sondas de

RFLP. Para esto, el ADN fue marcado por el método no-radiactivo por medio

de Ia técnica de PCR (reacción en cadena de la ADN polimerasa) según el pro­

tocolo descrito en el Manual de procedimientos del CIMMYT(Hoisington et al.
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1994). Los procedimientos posteriores de hibridación, detección y revelado de

los films se llevó a cabo de la misma forma que en los items 5.3.4.3; 5.3.4.4. y

5.3.4.5.

Para poder obtener marcadores genéticos específicos de la región 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

versión DOS se diseñaron y enviaron a secuenciar un par de oligonucleótidos

de 20 y 22 pb de longitud, en el cual estaba incluido los 10 pb del primer BC243

y los restantes nucleótidos de los extremos de la secuencia. El ADN genómico

fue amplificado de acuerdo al siguiente protocolo:

COMPONENTES VOLUMEN

ddH-¿O 11,20 ul

10x Taq Buffer 2,50 ul

25 mM MgCIz 1,50 ul

5 Mm dNTPs 0,50 ul

5uM 24-mer Primer 1 2,50 ul

5uM 24-mer Primer 2 2,50 ul

10 U/ul Taq ADN polimerasa 0,30 ul

5 ng/ul ADN 4,00 ul

Las amplificaciones se llevaron 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 o 60° C según el oligonucleótido

Los productos de amplificación fueron separados electroforéticamente en

un gel de agarosa al 2% y luego teñidos con EtBr y visualizados con un trans­

iIuminador de luz ultravioleta.

5.3.3. Análisis de AFLPs

La generación de AFLP se realizó básicamente como en Milbourne et al.

(1997) y en Vos et al. (1995), con las modificaciones pertinentes para Ia utiliza­

ción de tinción con plata en lugar de utilización de radiactivo (Marcucci Poltri

1998).

5.3.3.1. Digestión - ligación

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

todos los individuos con dos enzimas de restricción simultáneamente: EcoRI,

de corte poco frecuente y Msel con alta frecuencia de corte. La digestión se

realizó a 37°C durante 4 hs en un buffer compatible para las dos enzimas y
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también para la Iigación que ocurre a posten'on'. Las digestiones se realizaron

en tubos de 1,5 mIy en un volumen final de 50 pl con los siguientes reactivos:

COMPONENTES VOLUMEN

ddeo 28,2501

5x Buffer RL“) 10,00 pl

10 U/ul EcoRI 0,50 pl

10 U/ul MseI 1,2501

0,1 09/01 ADN 10,00 ul
(1) RL: Restricción-Ligación (10 mM Tris-HAc pH 7.5, 10 mM MgAc,
50 mM KAc,5mM D'IT, 50 ng/pl de albúmina de suero bovino)

Se verificó Ia digestión sembrando 5 ul del producto en un gel de agarosa

1% (TAE 1x) y se procedió luego a Ia Iigación de los adaptadores para cada

enzima a los fragmentos digeridos en 55 ul de volumen de reacción contenien­

do:

COMPONENTES VOLUMEN

ddH90 3.8 ul

5x Buffer RL 2,0 pl

5 0M Adaptador EcoRI 1,0 ul

5 uM Adaptador MseI 1.0 ul

10 mM ATP 1,2 ul

1 U/ul T4 ADN Ligasa 1,0 ui

Producto de digestión 45,0 ul
Adaptador EcoRl = 5' CTCETAGACTGCGTACC 3'

3’ CTGACGCATGGTTAA 5’

Adaptador Msel = 5' GACGATGAGTCCTGAG 3'
3' TACTCAGGACTCAT 5'
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5.3.3.2. Amplificaciones

Las amplificaciones se realizaron en dos pasos: (i) pre-amplificación

usando primers con 1 nucleótido selectivo (+1), y (ii) amplificación selectiva

usando primers con 3 nucleótidos selectivos (+3) En ambos casos se utilizóun

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

5.3.3.2.1. Pre-amplificación

Una vez producida la Iigación de los adaptadores, se realizó la primera

PCR no selectiva con primers +1:

E01= 5'GACTGCGTACCAATTCA3'

M01= 5'GATGAGTCCTTGAGTAAA3'

La reacción se llevó a cabo en un volumen final 25 pl y con los siguientes

componentes:

COMPONENTES VOLUMEN

ddeO 15,650ul

10x PCR Buffer 2,500 ul

50 mM Mg Clz 1,500 pl

5 mM dNTPs 1,000 pl

1 ug/pl Primer EcoRI (+1) 0,075 pl

1 pg/pl Primer MseI (+1) 0,075 pl

5 U/pl Ampli Taq LD (Perkin Elmer, USA) 0,200 ul

Producto de Iigación 4,000 ul
"primer" EcoRI (+1) = 5' GACTGCGTACCAATTCA 3'

“primer' MseI (+1) = 5' GATGAGTCCTGAGTAAA 3’
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La PCR se realizó con 30 ciclos del siguiente programa:

30 s 94 °C

30 s 60 °C

60 s 72 °C

Los productos de amplificación fueron chequeados en geles de agarosa

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

5.3.3.2.2. Amplificación selectiva

Para la amplificación selectiva se utilizaron 10 combinaciones de primers

EcoRI/Msel con tres nucleótidos selectivos (+3). Para adaptar la técnica al

método de tinción con plata (en lugar de marcar con radiactivo el "primer”), fue

necesario utilizar el triple de cantidad del templado (producto de pre­

amplificación) 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 VOLUMÑ

ddHZO 18,640 ul
10x Buffer de PCR 2,500 pl
50 mM MgClz 0,600 pl

10 mM dNTPs 0,400 ul

1 pg/pl “primer” EcoRI (+3) 0,030 pl

1 pg/pl “primer” MseI (+3) 0,030 pl
5 U/ul Taq ADN polimerasa 0,800 pl
Producto de pre-amplificación 2,000 pl

“Primera” EcoRl (+3): “Primera” Msel (+3):
E36: 5' GACTGCGTACCAATTCACC 3' M31: 5' GATGAGTCCTGAGTAAAAA 3'
533: 5' GACTGCGTACCAATTCACT 3' M37: 5' GATGAGTCCTGAGTAAACG 3'
539: 5' GACTGCGTACCAA'ITCAGA 3' M38: 5' GATGAGTCCTGAGTAAACT 3'

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

Las condiciones de amplificación fueron las mismas que en Vos et al.

(1995) pero se llevaron a cabo en una máquina termocicladora Perkin Elmer

480 (USA)

94°C 30 seq

65°C 30 seg 1 ciclo

72°C 30 seg

94°C 30 seg

64°C 30 seg 1 ciclo

72°C 30 seg

Reducción 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. Separación y detección de AFLPs

Los productos de amplificación fueron guardados a -20°C hasta ser corri­

dos electroforéticamente. Antes de sembrar las muestras (25 ul), se agregaron

a cada una 10 ul de buffer de carga con ambos colorantes (azul de bromofenol

y xileno cianol, con formamida 98%), se calentaron a ebullición durante 3 a 5

minutos e inmediatamente se enfriaron en hielo. De Ia mezcla correspondiente

se sembraron entre 5 y 8 ul dependiendo del tamaño 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 82

(USA). Una vez finalizada Ia corrida electroforética se utilizóel sistema de Pro­

mega Biotech (USA) "ADNstaining kit" para tinción de geles de secuencia con

nitrato de plata, y el cual consiste de los siguientes pasos:

1) fijación del gel en ácido acético al 10 °/odurante 20 minutos

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

3) tinción con nitrato de plata al 0,1% y formaldehído 1,5 mI/Iitrode solución

4) lavado de 10 segundos en agua bidestilada fría

5) revelado en solución de carbonato de sodio 30 gr/I, formaldehído 1,5

mI/Iitroy tiosulfato de sodio 2 mg/I hasta obtener coloración en las bandas

6) detención de la reacción con ácido 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 hidróxido de sodio 0,2 N durante tiempos variables y levantados con

papel Wattman 3MM(Inglaterra), secados al vacío a 80°C y conservados para

su análisis.

5.3.4. Análisis de RFLPs

5.3.4.1.Obtención de las sondas

Se utilizaronsecuencias genómicas de bajo número de copias de la biblio­

teca genómica de maíz de la serie UMC,como así 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

Investigación Genómica en Arroz (RGP) del Japón, 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 plásmidos recombinantes fueron amplificados en bacterias previa

transformación (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 líquido, para posteriormente obtener el plásmi­

do con el inserto correspondiente. Para ello se utilizóel protocolo de miniprepa­

ración (Miniprep) de ADN de Sambrook et al. (1989)

Para evaluar el tamaño de los fragmentos que se utilizaroncomo sondas

se amplificaron por PCR los productos de las Miniprep. Como iniciadores se
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utilizaron oligonucleótidos que poseen homología con las regiones de los sitios

múltiplesde clonado en los plásmidos con las siguientes secuencias:

pUC/M13 "Forward Primer”: 5' ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 3'

pUC/M13 "Reverse Pn'mer”: 5’ AAACAGCTATGACCATGATTACGCC 3’

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes:

COMPONENTES [FINAL]

ddH90 ­

Buffer de PCR libre de Mg++ 1x
MgCI2 1,5 mM

Glicerol 10-15 %

dNTPs (c/u) 50 uM

Primer M13 Fw 0,2 uM

Primer M13 Rv 0,2 uM

Taq polimerasa 0,5 u

Plásmido 10 ng

Volumen Final 25 ul
Se cubrieron mezclas con 1 gota de aceite mineral.

Los ciclos de amplificación 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. Detección 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 restricción.

Para ello realizó Ia digestión de 30 pg de ADN durante 12 hs, de cada progeni­

tor y de los respectivos grupos (BS y BA), con cinco enzimas de restricción

(EcoRI, HindIII, BamHI, EcoRV y PstI) utilizando 2,5 U enzima/ug ADN. Los

productos de digestión fueron separados mediante electroforesis (30 V durante

12 hs) en un gel de agarosa (1,5% en buffer TAE 1x). Posteriormente, se reali­

zó una transferencia o "Southern Blotting”basada en el método de T. Helentja­

ris, NPI y descripta en la segunda edición 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 NaCI (1 litro/gel), luego se neutralizaron con 0,5 M Tris-7,5;

1,5 M NaCl (1 litro/gel), y se transfirió 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 sometió a luz UV (120.000

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

5.3.4.3. Marcación no radiactiva

Las sondas fueron marcadas no-radiactivamente incorporándoles un nu­

cleótido con digoxigenina (Dig-dUTP) por medio de Ia técnica de PCR (reacción

en cadena de Ia ADN polimerasa) en un volumen de 100 pl según el siguiente

protocolo (Hoisington et al. 1994):
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COMPONENTES lFlNALi

ddHoO —

10x Taq Buffer 1x

50 mM MgCIz 2 mM

Glicerol 15%

10 mM dNTPs (s/dTTP) 50 uM

10 mM dTTP 47,5 uM

1 mM Dig-dUTP 2,5 uM

5U/ul Taq ADN Polimerasa 2 U

2uM “primer” a 0,2 uM

2uM “primer” b 0,2 uM

1 ng/ul Plá_smido 10 ng
EIpUC/M13Forward Primer: 5' ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 3'

prC/M13 Reverse Primer: 5' AAACAGCTATGACCATGATTACGCC3'

Los ciclos de amplificación fueron los mismos que se describieron en 5.3.4.1

Para controlar la incorporación y el tamaño de los fragmentos amplifica­

dos, se realizó una amplificación conjunta de Ia sonda sin digoxigenina y con

digoxigenina. Luego, se corrió 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

teñido con EtBr y fotografiado, para luego estimar los pesos moleculares de los

fragmentos. Por diferencia de tamaño entre la sonda sin marca y la sonda con

Dig-dUTP, se determinó Ia incorporación de la misma.

5.3.4.4.Pre-hibridación, hibridación y lavados de astringencia

Las membranas nuevas fueron pre-hibridadas en un volumen de 20

ml/100 cm2 durante 2 hs, en tubos de borosilicato, con rotación continua y a la
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misma temperatura de Ia hibridización. La solución de pre-hibridización fue Ia

siguiente:

COMPONENTES [FINAL]

20x SSC 5x

10% SDS 0,02%

10% LauriI-sarcosina 0,1%

10x reactivo bloqueante 1%

La hibridización se realizó a una temperatura de 63° C para las sondas

heterólogas y 68° C para las sondas homólogas. La incubación se llevó a cabo

en tubos de borosilicato con rotación continua, en un volumen de buffer de 5

mi/100 cmz, y durante 18 hs (DIG Luminescent Detection Kit, Boehringer

Mannheim, Alemania). Los componentes del buffer de hibridización fueron los

mismos que para Ia pre-hibridización.

Luego de Ia hibridización las membranas fueron Iavadas, para remover Ia

sonda pegada inespecíficamente, de Ia siguiente forma:

1- Dos lavados de 5 min. c/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

ción.
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5.3.4.5. Detección de las sondas marcadas, exposición y revelado de los

films.

La detección se realizó siguiendo los pasos descriptos en el manual de

detección Iuminescente 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). EI sustra­

to reacciona ante la presencia de la AP (fosfatasa alcalina) liberando fotones

que imprimen una placa autorradiográfica (mejor llamada “Iuminografía”). Pre­

vio a la exposición de las membranas, las mismas fueron colocadas en estufas

a 37° C, temperatura óptima de la enzima, para aumentar la eficiencia de la

reacción Iuminescente. La exposición se realizó sobre un film del tipo X-OMAT

AR (Kodak). Las membranas permanecieron expuestas por períodos de tiem­

pos variables de acuerdo al tipo de sonda utilizada. En el caso de sondas

homólogas fueron expuestas durante 1-2 horas; mientras que para las heteró­

Iogas se prolongó hasta 24 hs.

Luego de la exposición, los films fueron revelados en un cuarto oscuro

con revelador Kodak HC-110 (dilución 1:16) hasta la aparición de las bandas,

luego colocados en fijador Kodak durante 10 minutos y finalmente lavados con

agua. La observación y el análisis de las bandas se realizaron mediante Ia ex­

posición de los films a un transiluminador de luz blanca.
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5.3.4.6. Reutilización 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 y 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 solución de TE-8.0 (10 mM Tris-8.0. 1 mM EDTA-8.0) y a 4° C hasta Ia

próxima hibridización.
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6. RESULTADOS

6.1. Genética de la aposporia en Paspalum notatum

6.1.1.Obtención de los progenitores

Con el objeto de obtener una población segregante apta para el análisis ge­

nético y genómico de Ia aposporia, en la primera etapa se caracterizaron y selec­

cionaron los parentales para el diseño de los cruzamientos correspondientes. En

este tipo de trabajo se suele tratar de cruzar individuos con fenotipos altamente

contrastantes para el carácter estudiado, en este caso plantas apomícticas versus

plantas con un alto índice de expresión sexual.

Como progenitores femeninos se seleccionaron dos plantas de P. notatum 4x

originadas por cruzamiento entre una planta apomíctica facultativa (03664) con

alto grado de expresión sexual, por otra planta apomíctica con un alto porcentaje

de sacos embrionarios apospóricos (03853). Ambas plantas fueron identificadas

originalmente como F124 y F131 y fueron seleccionadas no solo por su potencial

sexual, sino también por sus caracteristicas fenotípicas: porte erecto, vigor, núme­

ro de inflorescencias, uniformidad en la floración, etc. (Urbani, comunicación 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 originalmente por su comportamiento

sexual, F131 fue el único que no presentó ningún indicio de apomixis en los 390

óvulos analizados a Io largo de todo el periodo de floración (enero a abril). La plan­
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ta F124, si bien había sido seleccionada previamente por su condición sexual, fue

descartada como progenitor femenino, debido a la presencia residual de un saco

embrionario apospórico en los 169 óvulos analizados (Tabla 2). Por otro lado, el

genotipo F131 posee un mayor porcentaje de sacos meióticos bien desarrollados

(74,4%) con respecto al genotipo F124 (51,5). Esta característica es deseable des­

de el punto de vista de la capacidad de cruzamiento ya que nos aseguraría una

buena producción de semillas en los cmzamientos.

Progenitor masculino: Para seleccionado se tuvo en cuenta el nivelde expresión

del carácter apomixis, medido a través del porcentaje de óvulos con sacos em­

brionarios apospóricos. También se tuvieron en cuenta las características fenotípi­

cas (vigor, producción de polen, etc.). Para ello, se recurrió a un trabajo previo, en

el cual se evaluó el comportamiento reproductivo de varios genotipos apomícticos

naturales de P. notatum 4x (Altamiranda, 1983). Por otro lado, en este trabajo se

analizaron cinco genotipos adicionales (04010, Q4016, 04023, Q4117 y |8229)

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

Porcentaje de ovarios conGenofipo N°ovarios
analizadOS S.E.M S.E.l S.E.a S.E.M+S.E.A S.E.A

F124 169 51,5 26,6 21,3 O 0,6

F131 390 74,4 11,3 14,3 0 0

Q4010 56 3,6 0 0 0 96,4

04016 55 3,6 0 0 0 96,4

04023 42 35,7 2,4 0 59,5 2,4

04117 162 3,7 0 0 4,3 92,0

|8229 137 13,9 0 3,6 12,4 70,1

S.E.M = Saco embrionario meiótico
S.E.A = Saco embrionario apospórico
S.E.l = Saco embrionario inmaduro o poco desarrollado
S.E.a = Saco embrionario ausente
S.E.M + S.E.A = Saco embrionario meiótico + saco embrionario apospórico

Los genotipos 0.4010, 04016 y Q.4117 presentaron los porcentajes más alto

de óvulos con sacos embrionarios apospóricos (SEA) y además el nivel más bajo

de expresión de sacos embrionarios meióticos (3,7%) (Tabla 2). La diferencia en­

tre los tres genotipos estuvo dada en el número de SEA por óvulo. El genotipo

04117 tuvo un elevado número de SEA por óvulo, contabilizándose en algunos

óvulos hasta 12 sacos, de los cuales muchos de ellos no alcanzaron a desarrollar­

se por completo, debido a una falta de disponibilidad de espacio físico dentro del
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mismo. Esta característica es muy importante para poder discriminar sacos em­

brionarios meióticos versus apospón’cos por la técnica de clanflcado de ovarios, ya

que permite con rapidez determinar el on'gen de los mismos. Las plantas de repro­

ducción sexual forman un solo saco meiótico por óvulo; mientras que en general

las plantas de reproducción apomíctica fonnan más de un saco embn‘onanoapos­

pón'co por óvulo. Los genotipos 04010 y Q4016 fueron descartados porque en

muchos óvulos analizados se observó Ia presencia de un solo SEA. Esta caracte­

rística al transmitirse a Ia progenie puede complicar Ia clasificación de la progenie

mediante el análisis de sacos embn’onan‘ospor la técnica de clarificado de ovan'os.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante técnicas embriológicas, fue­

ron conoborados en estudios de progenies usando marcadores moleculares (Or­

tiz et al. 1997). Se demostró mediante marcadores de RAPD y RFLP, que el geno­

tipo F131 se comporta como una planta completamente sexual, ya que toda su

descendencia se originóa partirde un proceso de singamia entre gametas haploi­

des (n). Sin embargo, el genotipo 04117 posee un alto grado de expresión de la

apomixis, debido a que más del 90% de sus descendientes fueron de origen ma­

terno (Ortiz et al. 1997).

De acuerdo a los resultados embriológicosy moleculares observados se se­

leccionó como progenitor femenino al genotipo F131 y como progenitor masculino

al genotipo 04117.

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

un saco embrionario meiótico típico de P. notatum. En la Figura 7 se observa co­
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mo son visualizados los sacos meióticos mediante la técnica de corte histológico y

coloración. Se puede apreciar claramente los núcleos polares de la célula central,

ubicados hacia el extremo micropilardel óvulo, y en el extremo opuesto se obser­

van van’as antípodas. En esta sección del corte no se alcanza a visualizar el nu­

cleolo de la oosfera debido a que está presente en otras secciones del corte histo­

lógico. En la Figura 8 se observa un saco meiótico obtenido mediante ciarificado

de ovan‘os y posterior visualización con un microscopio con DIC. Como podemos

apreciar la forma del saco meiótico 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 micropilardonde se ubica el aparato oosférico, el citoplasma contraído de

la célula central por Ia presión que ejerce la enorme vacuola, y en el extremo cha­

lazal se ubican las antípodas. Si se observa con detenimiento se puede apreciar

que estos sacos tienen una forma muy parecida a un árbol, donde Ia base sería la

zona del aparato oosfén'co, el tronco estaría representado por el citoplasma con­

traído de la célula central y por último las antípodas se asemejan a la copa del

mismo.
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Figura 7. Ovario mostrando un óvulo con un saco embrionario meiótico en P.
notatum obtenido por corte histológico y coloración. Hacia el extremo
micropilarse encuentra el aparato oosférico y en el extremo chalazal varias
antlpodas. En la figura solamente se observan los nucleolos de los núcleos
polares dela célula central y varias antlpodas. (x464)

98
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Figura 8. Óvulo con un saco embrionario meiótico de Paspalum notatum.
Visualización 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
antípodas hacia el extremo chalazal. En esta figura no se llega a visualizar los
nucleolos de la oosfera y de los núcleos polares. (x 306)

0..0:..0.
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En las figuras 9 y 10 están representados los sacos embrionarios apospón­

cos característicos de P. notatum. En este caso también tenemos la observación

hecha mediante corte histológico y coloración (Figura 9) donde podemos apreciar

la presencia de dos pares de nucleolos que pertenecen a los núcleos polares de

dos sacos apospón‘cos. AI igual que Io explicado en la Figura 7 para el saco meió­

tico obtenido por corte y coloración, en esta sección no se alcanzan a visualizar

los nucleolos de las respectivas oosferas. La figura 10 representa a un ovario de

una planta apomíctica obtenido mediante la técnica de clarificado de Herr (1971) y

observación mediante microscopio con DIC.Se observa claramente tres grupos de

nucleolos separados, los cuales pertenecen a los núcleos polares de tres sacos

apospón'cos diferentes. En otros planos de la visualización 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 meióticos y

además que poseen una forma más esférica y generalmente cubren prácticamen­

te todo el espacio nucelar.
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Figura 9. Ovario mostrando un óvulo con dos sacos embrionarios
apospóricos en P. notatum. Obtenido por corte histológico y coloración. Las
flechas indican dos pares de nucleolos (coloreados de rojo) pertenecientes a
los núcleos polares de dos sacos apospóricos. En esta posición no se
observa los nucleolos de las respectivas oosferas. (x 464)
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Figura 10. Óvulo con tres sacos embrionarios apospóricos en Paspalum
notatum. Visualización mediante microscopio con dispositivo DIC de un ovario
clarificado mediante ia técnica de Herr (1971). Las flechas indican los nucleoios
pertenecientes a ios núcleos polares de tres sacos apospóricos. (x 240)
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6.1.2. Obtención de la población F1segregante

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 mayoría murióantes de florecer

e incluso algunas nunca florecieron en los tres años de cultivo que llevan. La pro­

genie completa presentó una gran variación en cuanto al tamaño de las plantas,

vigor, hábito de crecimiento, tamaños de inflorescencias, longitud de vara floral

etc. Esta variación, típica de una población híbrida cuando se usan padres con

muchas diferencias genotípicas, indicó que la población obtenida era efectivamen­

te híbrida. No obstante, ante la posibilidad de algún error eventual en el momento

de la castración que haya podido producir algunos individuos a través de autofe­

cundación, se hizo un muestreo para confirmar por medio de marcadores molecu­

lares (RFLP) el origen hibrido de la población. Esto se realizó en un trabajo parale­

lo donde diez plantas de la población, tomadas al azar, demostraron compartir una

banda de RFLP que es específica del progenitor masculino (Ortiz, comunicación

personal). Este trabajo paralelo se vio facilitado porque anteriormente tanto la

planta madre F131 como el padre 04117 habían sido utilizadas en un trabajo de

análisis de progenies autofecundadas hecho con marcadores moleculares (Ortizet

al. 1997).

Las plantas comenzaron a florecer a principios de enero y la floración se ex­

tendió hasta el mes de abril. En dicho período y durante dos años consecutivos

de floración, se fijaron espiguillas en antesis de 212 plantas.
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La segregación en la F1fue de 156 plantas sexuales contra 56 plantas apo­

mícticas. Esto representó una proporción fenotípica de 2,8:1 entre sexuales y

apomícticas (Tabla 3).

Los híbridos sexuales mostraron en promedio un alto porcentaje de sacos

embrionarios meióticos (65%), a pesar de que la van’ación fue muy amplia (4.5­

100%). Si consideramos individualmente cada genotipo sexual, solamente 26

plantas tuvieron valores infen'ores al 50% de sacos embnonanos meióticos (SEM),

Io cual demuestra que en general la mayoría de las plantas de este grupo poseen

valores normales de fertilidad para la especie y muy similares a los de su progeni­

tor femenino. En ninguna de estas plantas se observó Ia presencia de SEA o mix­

tos en los 60 ovan’ospromedio analizados por planta. Esto demuestra que dichas

plantas se reproducen exclusivamente por sexualidad.

Entre los genotipos apomícticos se observa un muy alto porcentaje de óvulos

con SEA (80.1%) y muy bajo porcentaje con SEM (7,0%). Además, si considera­

mos en conjunto los óvulos con SEA y mixtos (SEM + SEA) se obtiene un nivel

muy alto de expresión 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 variación no se debió a un número

importante de plantas. Solo 4 plantas tuvieron valores infen'ores al 50% de óvulos

con SEA; mientras que más 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

apomícticas, podemos ver que los valores promedios son muy bajos e inclusiveen
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15 individuos no se observaron óvulos con SEM. De las 56 plantas apomícticas

estudiadas, solo 12 tenían valores superiores al 10% de óvulos con SEM, Io cual

demuestra una baja expresión de Ia sexualidad en todos los individuos F1apomíc­

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

Q4117.

Tabla 3. Clasificación de una progenie F1producto de un cnrzamiento entre una
planta sexual (F131)y otra apomíctica (Q4117) de Pasa/um notatum.

Porcentaje de óvulos con

Progenie
SEM SEI SEa SEM + SEA SEA

F1Sexual (156)

Promedio 64,8 15,6 19,6 0 0

________"rango"-9L5:1QQ-.Q42.9--191446--___Q________-9_____­

F1Apomíctica (56)

Promedio 7,0 1,8 4,0 7,1 80,1

rango 0-39,6 0-21,6 0-19,3 O-22,2 29,4-100
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6.1.3. Obtención de las progenles F28,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

análisis. Solo en tres cruzamientos, entre distintos genotipos F1 sexuales, no se

obtuvieron plantas suficientes debido a una gran mortandad de plantines provoca­

da por hongos (dumping off) (Tabla 4).

Progeníe dela madre F131 autofecundada: En la progenie originada por au­

tofecundación 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 reproducción sexual debido a Ia

ausencia de sacos de on'gen apospón'co (Tabla 5). EI promedio general de óvulos

con SEM fue 47,4% y consecuentemente se detectó un alto porcentaje de ovarios

con sacos abortados, inmaduros o poco desarrollados (52,6%)(Tabla 6). Esta dis­

minución en la fertilidad de Ia parte femenina podría deberse a lo que se conoce

como efecto de depresión por consanguinidad o “inbreeding”,típica de las plantas

alógamas, ya que la planta F131 parece mantener en parte la autoincompatibilidad

característica de su antecesor diploide.
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Tabla 4. Cruzamientos realizados y plantas obtenidas en progenies del progenitor
femenino autofecundado (F131), F25y retrocruzas.

Número de espiguillasProgenies Plantas obtenidas
pollnizadas llenas sembradas

Progenitor femenino
autofecundado
F131 2934 326 326 60

F13(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)
114X154 1108 409 409 84
154X114 1046 414 414

126 X 154 177 93 93

154 X 126 155 71 71

F1(s) x F1 (A)
114X168 645 141 141 32

Retrocruzas

F1 114(S) X F131(M) 920 135 135 47

F1 114(S) X Q4117(P) 1407 272 272 97

F131(M) X F1 168(A) 992 47 47 21

(S) sexual; (A)apomícfica; (M)progenitor femenino sexual; (P) progenitor masculino apomícüco
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Progenies F28(F1sexual autofecundada): En todas las progenies generadas

por autofecundación de genotipos sexuales hubo que realizar un mayor número de

autopolinizaciones de tal manera de poder obtener un número suficiente de indivi­

duos para el análisis. Esto se debió 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 autoestén'les (Quan'n 1992). Por otro lado, si bien es

factible obtener plantas por autofecundación, las pocas que se obtienen son en

general poco vigorosas y tienen problemas para sobrevivir o florecer. Esto se ob­

servó en la mayoría de las F1autofecundadas donde se obtuvieron pocos can'op­

ses y se observó una gran diferencia entre el número de plantas obtenidas (Tabla

4) y el número de plantas que pudieron ser luego analizadas (Tabla 5). AI igual

que en la planta madre, se supone que en estos híbridos F1sexuales la depresión

por consanguinidad es la que causa estos inconvenientes para producirprogenies.

De las 8 progenies obtenidas por autofecundación de genotipos F1sexuales,

solo 4 de ellas pudieron ser analizadas casi en su totalidad: plantas F148, 87, 114

y 126 (Tabla 5). En total se analizaron 239 individuos, y en todos ellos solamente

se observaron óvulos con sacos embrionarios meióticos, inmaduros o abortados.

Si bien en algunas plantas se observaron óvulos que poseían, además del saco

meióticotípico,estructuras que se asemejaban a sacos posiblemente apospóncos,

nunca se pudo comprobar que efectivamente se tratara de sacos de on'gen nuce­

lar. Por ello todas las plantas fueron clasificadas como sexuales y la segregación

fenotípica entre sexuales y apomícticas fue de 1:0 (Tabla 6).
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Progenies F25 (F1 sexual X F1 sexual): Se realizaron cuatro combinaciones

diferentes entre individuos F1 sexuales. En una sola combinación (114 X 154) se

obtuvieron plantas para el análisis. 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 embn'onan'osmeióti­

cos (relación S:A = 1:0) (Tabla 5). El análisis de los sacos embnonarios mostró

valores promedios de óvulos con SEM superiores al 70%, con una variación me­

nor que la observada en plantas sexuales producto de autofecundación (Tabla 6).

Progenie F2 (F1sexual X F1 apomíctica): Se realizó un solo cruzamiento en­

tre un híbn’do F1 sexual (114) y otro apomíctico (168). Se obtuvieron solo 32 plan­

tas de las 645 espiguillas cruzadas. Solo 29 plantas pudieron ser analizadas y las

restantes mun'eron antes de florecer. El análisis embriológico determinó que 22

eran sexuales y 7 apomícticas. Esto representa una proporción fenotípica S:A de

3,1:1 (Tabla 5). Las plantas apomícticas mostraron un alto grado de expresión del

carácter, con un valor promedio superior al 90% de óvulos 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. Número de plantas estudiadas, clasificación reproductiva y proporción fe­
notípica observada en diferentes progenies de Pgsgalum notatum.

Número de Plantas Proporción

Progenie “Emma
Estudiad_as SeXtLalg Apomícticas '

Progenltor femenino
autofecundado
F131 38 38 0 1:0

F15(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 O 1:0

F1 (S) X F1 (A)

114X168 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 F1 168(A) 17 13 4 3,2:1

.(5) sexual;W apomlcfica; (M)progenitor femenino sexual; (P) progenitor masculino apomíctico

Retrocruzas: Las retrocruzas fueron realizadas tanto por la madre sexual

F131 como por el padre apomíctico Q4117. En el caso de la madre, ésta fue cm­

zada por un genotipo sexual y por otro apomíctico. Por su parte, el padre apomíc­

tico solamente fue cruzado (polinizador) por una F1 sexual, ya que no es posible
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cruzar dos individuosapomícticos entre sí, porque Ia descendencia que se obtiene

es en general de on'gen materno y no híbrida, y además es muy común obtener

híbridos Bm (2n + n) producto de la unión de una gameta femenina no reducida

(2n) por otra reducida (n).

Tabla 6. Tipos de sacos embrionan'os en una progenie del progenitor femenino
(F131) autofecundado y en progenies F28de Paspalum notatum.

Porcentaje de ovarios con
Progenle

SEM SEI SEa SEM+SEA SEA

F131 (M)autofecundado
Promedio 47,4 20,2 32,4 0 0

38(8)
_____________18999--239-799.19573-4.{32598_____°_______-9____
F1s(S) autofecundadas

Promedio 58,3 19,2 22,4 0 0
239 Fzs (S)

____________"[8999"-995299--Pfiáéntéíflfï“--_0_--_____9____
F1(S) x F1(S)

Promedio 73,3 11,5 15,3 0 0
77 F23 (S)

rango 35,5-94,6 0-29,0 1,6-41,9 0 0

F1 (S) X F1 (A)

Promedio 57,4 12,6 26,1 0 0
22 F28 (S)

rango 32,8-95,2 0-31,7 1,6-53,2 0 0

Promedio 1,6 1,9 6,8 14,1 76,3
7 F25 (A)

_ l Ego 0-3,6 O-10,3 0-41,4 1,7-42,3 44,8-94,6
(S) sexual; (A) apomicüco
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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 reproducción sexual, por lo tanto no hubo

segregación para el método de reproducción (relación S:A = 1:0).

En Ia retrocruza del genotipo apomíctico F1168 por la madre F131 se anali­

zaron 17 plantas de las 21 obtenidas. Entre estas plantas, 13 resultaron ser de

reproducción sexual y 4 apomícticas. Esto representa una proporción fenotípica

de 3,221entre sexuales y apomícticas (Tabla 5).

Retrocruza por el padre apomíctico: Se realizó una retrocruza entre un geno­

tipo F1 sexual (114) por el padre apomíctico Q4117. Se analizaron reproductiva­

mente 95 plantas sobre un total de 97 obtenidas. Se observó una segregación de

72 sexuales y 23 apomícticas. Esto representa una proporción fenotípica S:A de

3,1:1 (Tabla 5). Entre los individuos clasificados como apomícticos se observó un

amplio rango de variación en el porcentaje de ovarios con SEA (1,5-95,1%). Esta

variación es mayor que la observada entre las plantas apomícticas de las proge­

nies F2 (sexual x apomíctico) y las obtenidas por retrocruza por la madre sexual

(F131 x F1 168) (Tabla 6 y 7). La variación observada en el grado de apomixis

pudo deberse a la influencia que tiene el período de floración en el cual se fijaron

los ovarios en antesis para su evaluación. Aunque esto no se ha estudiado en P.

notatum, se ha demostrado que existe una sensible variación en el nivel de expre­

sión de los SEA durante el período de floración en P. cromyonhizon, una especie

afín a P. notatum. AIinicioy al final de dicho período los valores son menores que
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en plena floración (Quan'n 1986). Por otro lado, debemos considerar que en el

caso de la F2(sexual X apomíctico) se analizó un número superior de plantas.

Tabla 7. Tipos de sacos embrionarios en progenies de Paspalum notatum origina­
das por retroanzas por los padres (F131 y 0.4117).

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 24,1-94,8 2,0-56,9 1,7-47,0 0 0

F1114(S)X 04117 (P)

Promedio 72,6 7,6 19,8 0 0
72 plantas (S)

rango 25,0-98,1 0-27,6 1,7-69,4 0 0

Promedio 17,3 3,1 6,3 13,7 59,7
23 plantas (A)

rango 1,3-76,9 0-24,6 1,6-41,9 4,9-35,6 1,5-95,1

F131 (M) x F1 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 4,4 15,2 74,0
4 plantas (A)

rango O-12,5 0 O-11,9 12,5-27,6 55,2-100

Ésexual; (A)apomlctica; (M)progenitor femenino sexual; (P) progenitor masculino apomlcfico
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6.2. Marcadores Moleculares

Con el objetivo de localizar marcadores moleculares ligados al Iocus

determinante de las diferencias entre plantas apomícticas 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. Análisis de RAPDs

El ensayo para encontrar iniciadores (primers) con una secuencia

complementaria a regiones genómicas (Ioci) que permitan la amplificación de

bandas diferenciales entre el gano sexual (BS) y el apomíctico (BA), produjo

los siguientes resultados: de los 400 “primers” analizados, 343 generaron

productos de amplificación detectables (86%) y 57 (14%) no amplificaron el

ADN genómico u originaron un patrón difuso sin bandas claramente

identificables. En total se evaluaron aproximadamente 1700 loci, es decir un

promedio de 5 loci/pn'mer.En la Figura 11 se observa el ensayo realizado con

algunos de los primers al azar. Las amplificaciones con los primers que

mostraban algún polimorfismoentre los ganos, se repetian una vez más para

confirmar que se tratase efectivamente de una diferencia entre ambos, y no

una falla en la amplificación de alguna de las dos muestras de ADN. Este es el

caso del primer 21 donde se puede apreciar una banda en BS que no está

presente en BA y a su vez éste último posee tres bandas diferenciales con

respecto a BS (Figura 11). La repetición de la amplificación con ambas

muestras y el mismo primer determinó que no existía polimorfismo entre los
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grupos y que la primera observación fue erróneamente registrada como

polimórfica debido a una falla en la amplificación 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 amplificó (Figura

11). Estos inconvenientes son propios de la técnica por PCR que es muy

sensible a cambios a veces sutiles en las condiciones de reacción, en general

debidos al grado de purificación del templado donde problemas de

contaminación por impurezas alteran el producto final.
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123456789‘011121314

Figura 11. Ensayo de oligonucleótidos (decámeros) al azar de RAPD mediante
amplificación por PCR, utilizando la técnica de análisis de segregantes en
grupos (BSA) en Paspalum notatum. Los números representan los diferentes
iniciadores (“primers”)ensayados y las muestras corresponden a ia mezcla de
ADNde 10 individuos sexuales (BS) y 10 apomícticos (BA)respectivamente.
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Del total de locievaluados, solo dos resultaron ser realmente diferenciales

entre los grupos. Ambos fueron detectados por separado con dos decámeros

de la serie número 3 de “University British Columbia-Canadá”. Los primers

pertenecen a los números 243 y 259 de dicha serie y de ahora en más serán

mencionados en este trabajo como UBC243 y UBC259. Los fragmentos

diferenciales fueron específicos del grupo de plantas apomícticas (BA). La

secuencia de los primers es la siguiente:

UBC243: GGG TGA ACC G

UBC259: GGT ACG TAC T

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

ïác 01 MonomórlicoUBC51 MonomórlicoUBC201 Noamplificóm
UBC 02 Monomórlico UBC 52 Monomórlico UBC 202 Monomórfico UBC 252 Monomórlico
UBC 03 Monomórlico UBC 53 Monomórlico UBC 203 Monomórfico UBC 253 Monomórlico
UBC 04 Monomórfico UBC 54 Monomórfico UBC 204 Monomórfico UBC 254 Monomórlico
UBC 05 Monomórlico UBC 55 Monomórfico UBC 205 Monomórlico UBC 255 No amplificó
UBC 06 Monomórlico UBC 56 Monomórlico UBC 206 Monomórlico UBC 256 Monomórfico
UBC 07 No amplificó UBC 57 No amplificó UBC 207 No amplificó UBC 257 Monomórlico
UBC 08 Monomórfico UBC 58 No amplificó UBC 208 Monomórlico UBC 258 Monomórlico
UBC 09 Monomórlico UBC 59 Monomórfico UBC 209 Monomórfico UBC 259 Polimórfico
UBC 10 No amplificó UBC 60 Monomórlico UBC 210 Monomórlico UBC 260 Monomórfico
UBC 11 No amplificó UBC 61 Monomórfico UBC 211 Monomórfico UBC 261 Monomórlico
UBC 12 Monomórlico UBC 62 Monomórlico UBC 212 Monomórfico UBC 262 Monomórlico
UBC 13 Monomórfico UBC 63 Monomórlico UBC 213 Monomórfico UBC 263 Monomórfico
UBC 14 No amplificó UBC 64 Monomórlico UBC 214 Monomórlico UBC 264 Monomórlico
UBC 15 Monomórfico UBC 65 Monomórlico UBC 215 Monomórlico UBC 265 Monomórfico
UBC 16 Monomórlico UBC 66 Monomórlico UBC 216 Monomórfico UBC 266 Monomórfico
UBC 17 Monomórlico UBC 67 Monomórlico UBC 217 Monomórlico UBC 267 No amplificó
UBC 18 Monomórlico UBC 68 No amplificó UBC 218 Monomórlico UBC 268 Monomórlico
UBC 19 Monomórlico UBC 69 Monomórlico UBC 219 Monomórlico UBC 269 Monomórlico
UBC 20 Monomórfico UBC 70 Monomórlico UBC 220 Monomórfico UBC 270 Monomórlico
UBC 21 Monomórlico UBC 71 Monomórfico UBC 221 Monomórlico UBC 271 Monomórfico
UBC 22 No amplificó UBC 72 Monomórlico UBC 222 Monomórlico UBC 272 Monomórlico
UBC 23 Monomórlico UBC 73 Monomórlico UBC 223 Monomórfico UBC 273 Monomórlico
UBC 24 Monomórlico UBC 74 Monomórlico UBC 224 No amplificó UBC 274 Monomórlico
UBC 25 Monomórlico UBC 75 Monomórlico UBC 225 Monomórlico UBC 275 Monomórlico
UBC 26 No amplificó UBC 76 Monomórlico UBC 226 Monomórlico UBC 276 Monomórlico
UBC 27 No amplificó UBC 77 Monomórlico UBC 227 Monomórlico UBC 277 Monomórlico
UBC 28 Monomórlico UBC 78 Monomórlico UBC 228 Monomórlico UBC 278 Monomórlico
UBC 29 Monomórlico UBC 79 Monomórlico UBC 229 Monomórlico UBC 279 No amplificó
UBC 30 Monomórfico UBC 80 Monomórfico UBC 230 No amplificó UBC 280 Monomórlico
UBC 31 Monomórlico UBC 81 Monomórlico UBC 231 Monomórlico UBC 281 Monomórlico
UBC 32 Monomórlico UBC 82 Monomórlico UBC 232 Monomórlico UBC 282 No amplificó
UBC 33 Monomórlico UBC 83 Monomórlico UBC 233 No amplificó UBC 283 Monomórlico
UBC 34 Monomórlico UBC 84 Monomórlico UBC 234 Monomórlico UBC 284 Monomórlico
UBC 35 Monomórlico UBC 85 Monomórlico UBC 235 Monomórlico UBC 285 Monomórlico
UBC 36 Monomórlico UBC 86 Monomórlico UBC 236 Monomórfico UBC 286 Monomórlico
UBC 37 Monomórlico UBC 87 Monomórlico UBC 237 Monomórlico UBC 287 Monomórlico
UBC 38 Monomórfico UBC 88 Monomórfico UBC 238 Monomórfico UBC 288 No amplificó
UBC 39 Monomórlico UBC 89 Monomórfico UBC 239 Monomórfico UBC 289 Monomórfico
UBC 40 Monomórfico UBC 90 Monomórfico UBC 240 Monomórlico UBC 290 Monomórlico
UBC 41 Monomórlico UBC 91 Monomórlico UBC 241 Monomórlico UBC 291 Monomórfico
UBC 42 Monomórfico UBC 92 Monomórlico UBC 242 No amplificó UBC 292 Monomórlico
UBC 43 Monomórlico UBC 93 Monomórflco UBC 243 Polimórfico UBC 293 Monomórlico
UBC 44 Monomórlico UBC 94 Monomórlico UBC 244 Monomórlico UBC 294 Monomórlico
UBC 45 Monomórlico UBC 95 Monomórlico UBC 245 Monomórlico UBC 295 Monomórlico
UBC 46 No amplificó UBC 96 Monomórlico UBC 246 Monomórlico UBC 296 Monomórlico
UBC 47 Monomórlico UBC 97 Monomórfico UBC 247 No amplificó UBC 297 Monomórlico
UBC 48 No amplificó UBC 98 Monomórlico UBC 248 Monomórlico UBC 298 No amplificó
UBC 49 Monomórfico UBC 99 No amplificó UBC 249 Monomórfico UBC 299 Monomórfico
UBC 50 No amplificó UBC 100 Monomórfico UBC 250 Monomórfico UBC 300 No amplificó
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UBC 301 Monomórfico UE: 351 Monomórfico UBC 401 Monomórfico UBC 451 Monomórfico
UBC 302 Monomórfico UBC 352 Monomórfico UBC 402 Monomórfico UBC 452 Monomórfico
UBC 303 Monomórfico UBC 353 Monomórfico UBC 403 Monomórfico UBC 453 Monomórfico
UBC 304 Monomórfico UBC 354 Monomórfico UBC 404 Monomórfico UBC 454 Monomórfico
UBC 305 Monomórfico UBC 355 Monomórfico UBC 405 Monomórfico UBC 455 Monomórfico
UBC 306 Monomórfico UBC 356 Monomórfico UBC 406 Monomórfico UBC 456 Monomórfico
UBC 307 Monomórfico UBC 357 Monomórfico UBC 407 Monomórfico UBC 457 Monomórfico
UBC 308 Monomórfico UBC 358 Monomórfico UBC 408 No amplificó UBC 458 No amplificó
UBC 309 Monomórfico UBC 359 Monomórfico UBC 409 Monomórfico UBC 459 Monomórfico
UBC 310 Monomórfico UBC 360 Monomórfico UBC 410 Monomórfico UBC 460 Monomórfico
UBC 311 Monomórfico UBC 361 Monomórfico UBC 411 Monomórfico UBC 461 No amplificó
UBC 312 Monomórfico UBC 362 Monomórfico UBC 412 Monomórfico UBC 462 Monomórfico
UBC 313 Monomórfico UBC 363 Monomórfico UBC 413 Monomórfico UBC 463 Monomórfico
UBC 314 Monomórfico UBC 364 Monomórfico UBC 414 Monomórfico UBC 464 Monomórfico
UBC 315 Monomórfico UBC 365 Monomórfico UBC 415 Monomórfico UBC 465 No amplificó
UBC 316 Monomórfico UBC 366 Monomórfico UBC 416 Monomórfico UBC 466 Monomórfico
UBC 317 Monomórfico UBC 367 Monomórfico UBC 417 Monomórfico UBC 467 Monomórfico
UBC 318 Monomórfico UBC 368 Monomórfico UBC 418 Monomórfico UBC 468 Monomórfico
UBC 319 Monomórfico UBC 369 No amplificó UBC 419 Monomórfico UBC 469 Monomórfico
UBC 320 Monomórfico UBC 370 Monomórfico UBC 420 Monomórfico UBC 470 Monomórfico
UBC 321 Monomórfico UBC 371 Monomórfico UBC 421 Monomórfico UBC 471 Monomórfico
UBC 322 Monomórfico UBC 372 Monomórfico UBC 422 Monomórfico UBC 472 Monomórfico
UBC 323 Monomórfico UBC 373 Monomórfico UBC 423 Monomórfico UBC 473 No amplificó
UBC 324 Monomórfico UBC 374 Monomórfico UBC 424 Monomórfico UBC 474 Monomórfico
UBC 325 No amplificó UBC 375 Monomórfico UBC 425 Monomórfico UBC 475 No amplificó
UBC 326 No amplificó UBC 376 Monomórfico UBC 426 Monomórfico UBC 476 No amplificó
UBC 327 Monomórfico UBC 377 Monomórfico UBC 427 Monomórfico UBC 477 Monomórfico
UBC 328 Monomórfico UBC 378 Monomórfico UBC 428 Monomórfico UBC 478 Monomórfico
UBC 329 Monomórfico UBC 379 Monomórfico UBC 429 Monomórfico UBC 479 Monomórfico
UBC 330 Monomórfico UBC 380 Monomórfico UBC 430 Monomórfico UBC 480 Monomórfico

UBC 331 Monomórfico UBC 381 Monomórfico UBC 431 Monomórfico UBC 481 No amplificó
UBC 332 No amplificó UBC 382 Monomórfico UBC 432 Monomórfico UBC 482 Monomórfico
UBC 333 Monomórfico UBC 383 Monomórfico UBC 433 Monomórfico UBC 483 No amplificó
UBC 334 No amplificó UBC 384 Monomórfico UBC 434 No amplificó UBC 484 Monomórfico
UBC 335 Monomórfico UBC 385 Monomórfico UBC 435 No amplificó UBC 485 Monomórfico
UBC 336 Monomórfico UBC 386 Monomórfico UBC 436 Monomórfico UBC 486 Monomórfico
UBC 337 Monomórfico UBC 387 Monomórfico UBC 437 Monomórfico UBC 487 Monomórfico
UBC 338 Monomórfico UBC 388 Monomórfico UBC 438 Monomórfico UBC 488 Monomórfico
UBC 339 Monomórfico UBC 389 Monomórfico UBC 439 Monomórfico UBC 489 Monomórfico
UBC 340 Monomórfico UBC 390 No amplificó UBC 440 Monomórfico UBC 490 Monomórfico
UBC 341 Monomórfico UBC 391 Monomórfico UBC 441 Monomórfico UBC 491 No amplificó
UBC 342 Monomórfico UBC 392 Monomórfico UBC 442 Monomórfico UBC 492 Monomórfico
UBC 343 No amplificó UBC 393 Monomórfico UBC 443 Monomórflco UBC 493 Monomórfico
UBC 344 No amplificó UBC 394 No amplificó UBC 444 Monomórfico UBC 494 Monomórfico
UBC 345 Monomórfico UBC 395 No amplificó UBC 445 Monomórfico UBC 495 No amplificó
UBC 346 Monomórfico UBC 396 Monomórfico UBC 446 Monomórfico UBC 496 No amplificó
UBC 347 No amplificó UBC 397 No amplificó UBC 447 Monomórfico UBC 497 Monomórfico
UBC 348 No amplificó UBC 398 Monomórfico UBC 448 Monomórfico UBC 498 No amplificó
UBC 349 Monomórfico UBC 399 Monomórfico UBC 449 Monomórfico UBC 499 Monomórfico
UBC 350 No amplificó UBC 400 Monomórfico UBC 450 Monomórfico UBC 500 Monomórfico
La sigla UBC corresponde al proveedor de los 'primers' (Brithish Columbia University, Canadá) Los números
corresponden a los distintos primers al azar. Del 01-100 corresponde a Ia serie 1, del 201-300 a la serie 3, del 301-400 a
Ia serie 4 y del 401-500 a Ia serie 5. Todos los 'primers' son de 10 pares de bases (pb) de I0ngitud.
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Para confirmar el ligamiento de estos marcadores (UBC243 y UBCZSQ)

con el locus de Ia apomixis, se realizó el análisis de segregación con cada uno

de los individuos de Ia población F1 seleccionada previamente para el estudio

(50 sexuales y 50 apomícticos) y los respectivos padres (F131 y Q4117).

Ambos fragmentos se encontraban presentes en el padre apomíctico Q4117,

BA y en los 50 individuos apomícticos 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 apomícticas). El resultado fue el mismo, ambos

fragmentos presentes en las 6 plantas apomícticas y ausentes en las 69

sexuales. Es decir, que no existe recombinación entre el locus de la apomixis y

los dos marcadores ligados. En las Figuras 12 y 13 se observa la

cosegregación de los marcadores UBC243 y UBC259 con el sistema de

reproducción apomíctico. 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 (ADNdel fago lambda digerido con la

enzima de restricción HindIII), luego la madre sexual F131, el padre

apomíctico Q4117, la mezcla de ADN de 10 individuos sexuales (BS) y Ia

mezcla de ADN de 10 individuos apomícticos (BA). Luego entre corchetes

figura la amplificación del ADN de los respectivos individuos sexuales y

apomícticos.
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SEXUALES APOMÍCTICAS
MW M PBS BA/

APOMÍCTICAS

Flgura 12. Análisis de ligamiento del marcador UBCZ43 con el sistema de reproducción en Paspa/um notatum,
mediante amplificación por PCR y electroforesis en gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio. Las flechas
indican la posición del fragmento que cosegrega con Ia reproducción apomlctica. MW = marcador de peso molecular
Lambda HindIII (Promega); M = progenitor femenino; P = progenitor masculino; BS = grupo sexual; BA = grupo
apomlctico; (") = falsos recombinantes (ver Resultados).

SEXUALES APOMÍCTICAS

SEXUALES APo_M_i9TICAs

flwfiwfiÑmgüfi wñgr tu

Figura 11. Análisis de Iigamientodel marcador UBC259 con el sistema de reproducción en Paspalum notatum, mediante amplificación
por PCR y electroforesis en gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio. Las flechas indican la posición del fragmento que
cosegrega con la reproducción apomíctica. MW = marcador de peso molecular Lambda HindIII (Promega); M = progenitor femenino;
P = progenitor masculino; BS = grupo sexual; BA= grupo apomlctico; (") = falsos recombinantes (ver Resuitados).
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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 reproducción apomíctica y

una planta apomíctica que no posee dicha banda. Sin embargo, un nuevo

análisis del sistema reproductivo de ambas plantas determinó que hubo un

error en la clasificación. La planta clasificada originalmente como sexual, es en

verdad de reproducción apomíctica, ya que en todos los óvulos reexaminados

se observó la presencia de varios sacos embrionarios apospóricos; mientras

que la planta que fue incluida dentro de las apomícticas, posee únicamente

sacos embrionarios de origen meiótico y.por lo tanto es de reproducción sexual.

Esto demostró que los dos marcadores diferenciales cosegregaban con la

totalidad de las plantas apomícticas obtenidas en nuestra población F1 (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

UBCZSQes de aproximadamente 1157 pb. EI fragmento UBC259 ligado a la

apomixis es de un tamaño levemente mayor a otro fragmento que es común

para todas las plantas (sexuales y apomícticas) (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

únicamente dicho fragmento para poder transformarlo en una sonda de RFLP y

a su vez para secuenciarlo y desarrollar marcadores específicos tipo SCAR.
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6.2.2. Análisis de AFLPs

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

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

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

E36IM37 E381M38

E3GIM38 E38IM39

E36lM39 E38IM40

E361M40 E39IM31

E38IM31 E39IM37

Las 10 combinaciones de "primers"produjeron productos de amplificación

en un número van'able de bandas entre 50 y 100. En total se evaluaron 690

Ioci, es decir, un promedio de 69 Ioci/combinación. Los padres resultaron ser

polimórficospara todas las combinaciones ensayadas, con un promedio de 6,5

Ioci diferenciales por primers. Por su parte, se encontraron 12 Ioci polimórficos

entre BS y BA que también lo eran entre los respectivos padres (1,2

Ioci/combinación). De los Iocidiferenciales entre los padres, BS y BA, solo dos

fueron encontrados relacionados con Ia reproducción apomíctica. Los restantes

segregaban en Ia población 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 trató

de fragmentos presentes en el padre apomíctico Q4117 y BAy ausentes en la

madre sexual F131 y BS. El análisis de la segregación de los mismos con 100

individuos de la población (50 sexuales y 50 apomícticos) determinó que se
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trataba de dos marcadores completamente ligados a la apomixis, ya que no se

observó ningún recombinante entre los individuos ensayados. En Ia Figura 14

se observa la cosegregación del fragmento E36/M38 con algunos de los

individuos apomícticos; mientras que en la Figura 15 se puede apreciar la

ausencia del mismo en los individuossexuales. En ambos geles se sembraron

en las primeras cuatro calles los padres y los BS y BA. Se trata de un

fragmento muy pequeño de aproximadamente 104 pb

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

pb.
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APOMÍCTICOS
MPSA

Figura 14. Análisis de segregación de un marcador de AFLP (E36/M38) ligado a la
reproducción apomictica en P. notatum, mediante amplificación por PCR del ADN
genómico digerido con dos enzimas de restricción (EcoRI y MseI) y electroforesis en gel
de poliacrilamida al 6% teñido con nitrato de plata. La flecha indica la posición de Ia
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. Análisis de segregación de un marcador de AFLP (E36/M38)
ligado a la reproducción apomíctica en P. notatum, mediante amplificación por
PCR del ADN genómico digerido con dos enzimas de restricción (EcoRI y
MseI) y electroforésis en gel de poliacrilamida al 6% teñido con nitrato de
plata. La flecha indica la posición de la banda presente en el padre apomíctico
(P) y grupo apomíctico (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. Análisis de RFLPs

En total se ensayaron 73 sondas, de los cuales 37 son de maíz (34 de Ia

serie UMC y 3 de BNL),26 ADNc de arroz (RZ), uno ADNc de cebada (BCD) y

otro de avena (CDO), pertenecientes a Ia serie de sondas anclas (anchor

probes) de la Universidad de Cornell (USA) y 8 clones de arroz (6 ADNc

derivados de callos y 2 de raíz) de Ia serie “New Landmarker Set" del Programa

de Investigación Genómica en Arroz (RGP) Japón (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 reproducción apomíctica

en esta población (ver 6.2.1).

La lista de los clones utilizados en el análisis de los RFLPs es Ia siguiente:
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Tabla 9. Sondas utilizadas en la identificaciónde marcadores moleculares ligados a la apombc'sen P.
notatum. Clones de maíz (UMC,BNL),arroz (RZ) y 'New Landmarker Set" (Nagamura et al. 1997),
cebada (BCD)y avena (CDO).

Clones de Comell New Lanmarker

cm. Maíz UMC BNL cm. Arroz RZ BCD coo set

1 67-76-128-107 1 413-543

2 6-49-131 2 166-273-446

3 32-102-63 5.37 3 574-630

4 31-52-156 4 69-590 135

5 72-90-147-372 5 244-455
374-332

6 21-3a-59-1 32 6 242-516

7 168-245-254 703-91 1 7 753-395

3 103-124 a 143-323

9 95-109-113 9 206-596

1o 44-64-130 1o 400421

11 525-537 127

12 261-670-816 0901-R1684
C1069-R1709
0449-0443
c1336-c732

Las sondas del cromosoma 5 de maíz fueron ensayadas en particular

debido a que las mismas fueron encontradas asociados a la apomixis en

Brachian'a, un género de gramínea apospórica perteneciente a la misma tribu

que Paspa/um (Pessino et. al. 1997). Por su parte. las sondas C901 y C1069

del cromosoma 12 de arroz fueron encontradas ligadas a Ia apomixis en P.

simplex (Pupilli, comunicación personal). Las restantes sondas fueron

seleccionadas al azar y se encuentran distribuidas en todos los grupos de

Iigamiento de maíz y arroz
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Del total de sondas ensayadas, 14 no hibridaron con el ADNde los padres

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

las cuales fueron digeridos los ADNs (EcoRI, HindIII, BamHI, EcoRV y PstI).

Las sondas restantes sí lo hicieron con todas las enzimas ensayadas,

produciendo un número variable de bandas con cada combinación

sonda/enzima. Los padres F131 y Q4117 mostraron un alto grado de

polimorfismo para la mayoría de los loci evaluados (Figura 16). Sin embargo,

del total de loci polimórficos observados, solamente dos fueron encontrados

diferenciales entre los respectivos ganos de ADN mezcla (BS y BA). Ambos

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

digeridos con las enzimas EcoRI y HindIII.
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EcoRIHindIIIBamHIEcoRVPstI
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Figura16.LuminografíamostrandoelpatróndehibridacióndelasondadearrozRZ166conelADNdelos progenitores(MyP)ygruposdereproducción(BSyBA)deP.notatum,digeridoscon5enzimasderestricción.Las flechasindicanlasbandaspolimórficasentreiosrespectivosprogenitoresperomonomórflcasentrelosdosgrupos. M=progenitorsexual;P=progenitorapomictico;BS=gruposexual;BA=grupoapomictico.
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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. Resultados de las hibn'daciones de las sondas de maíz, arroz, cebada (BCD)y
avena (CDO). utilizadas con el ADNde los grupos sexual (BS) y apomíctico (BA),digeridos
con cinco enzimas de restricción, en la identificación de polimorfismos relacionados con el
sistema de reproducción en P. notatum.

Clon de Cromosoma Resultado Clon de Cromosoma Resultado
maiz arroz

UMC 6 2 Monomórfico RZ 69 4 Monomórfico
UMC 21 6 Monomórfico RZ 143 8 Monomórfico
UMC 31 4 No hibn'dó RZ 166 2 Monomórfico
UMC 32 3 Monomórfico RZ 206 9 Monomórfico
UMC 38 6 No hibrídó RZ 242 6 Monomórfico
UMC 44 10 No hibn‘dó RZ 244 5 Monomórfico
UMC 49 2 Monomórfico RZ 261 12 Monomórfico
UMC 52 4 Monomórfico RZ 273 2 Monomórfico
UMC 59 6 Monomórfico RZ 323 8 Monomórfico
UMC63 3 Monomórfico RZ 395 7 Monomórfico
UMC 64 10 No hibridó RZ 400 10 Monomórfico
UMC 67 1 Monomórfico RZ 413 1 Monomórfico
UMC 72 5 Monomórfico RZ 421 10 Monomórfico
UMC 76 1 Monomórfico RZ 446 2 Monomórfico
UMC 90 5 Monomórfico RZ 455 5 No hibridó
UMC 95 9 Monomórfico RZ 516 6 Monomórfico

UMC 102 3 Monomórfico RZ 525 11 Monomórfico
UMC 103 8 No hibridó RZ 537 11 Monomórfico
UMC 107 1 Monomórfico RZ 543 1 Monomórfico
UMC 109 9 Monomórfico RZ 574 3 No hibn'dó
UMC 113 9 No hibridó RZ 590 4 Monomórfico
UMC 124 8 No hibn’dó RZ 596 9 Monomórfico
UMC 128 1 Monomórfico RZ 630 3 Monomórfico
UMC 130 10 Monomórfico RZ 670 12 Monomórfico
UMC 131 2 No hibridó RZ 753 7 Monomórfico
UMC 132 6 Monomórfico RZ 816 12 Monomórfico
UMC 147 5 Monomórfico C443 12 Monomórfico
UMC 156 4 No hibridó C449 12 No hibridó
UMC 168 7 Monomórfico C732 12 Monomórfico
UMC 245 7 No hibridó C901 12 Monomórfico
UMC254 7 No hibridó C1069 12 Polimórfico
UMC 372 5 Monomórfico C1336 12 Monomórfico
UMC 374 5 Monomórfico R1684 12 Monomórfico
UMC 382 5 Monomórfico R1709 12 Monomórfico
BNL 5.37 3 Monomórfico BCD 135 4 Monomórfico
BNL7.08 7 Monomórfico CDO 127 11 Monomórñco
BNL 9.11 7 Monomórfico



VI. RESULTADOS 132

El análisis de segregación para determinar el Iigamiento de los dos

fragmentos diferenciales obtenidos con la sonda C1069 fue llevada a cabo

sobre 132 individuos de la población F1 segregante (56 apomícticos y 76

sexuales). La sonda C1069 digerida tanto con EcoRI y HindIII reveló 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 apomícticos) y otro mayor, presente únicamente en los

individuos apomícticos, el cual se correspondía con el mismo fragmento del

padre apomíctico y el gano BA (Figura 17). Por su parte, la hibridación de Ia

sonda C1069 con los ADNs de todos los individuos digeridos con la enzima

HindIII también reveló dos fragmentos, el de mayor tamaño, presente en todos

los individuos y el otro, solamente cosegrega con los individuos apomícticos

(Figura 18). No se detectó ningún recombínate en los 132 individuos

ensayados. Si bien en un principio se habían detectado 4 posibles

recombínantes (1 apomíctico y 3 sexuales) estos fueron descartados, debido a

que se realizó un re-análisis posterior para determinar si hubo errores en el

muestreo o las plantas estaban mal clasificadas. La observación de

nuevamente 60 ovarios en antesis para determinar el sistema reproductivo de

tales plantas supuestamente recombínantes despejó nuestra sospecha. La

planta utilizada primeramente en el análisis como apomíctica en verdad no lo

era, debido a que únicamente presentaba sacos embrionarios de tipo meióticoy

por lo tanto es de reproducción sexual (por eso la ausencia de la banda). Por su

parte, las tres plantas sexuales recombínantes tampoco lo eran, porque
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presentaban un alto grado de expresión de sacos embrionarios de origen

apospórico (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 apomícticos (56) y estaba

ausente en todos los sexuales (76). Esto demostró que los dos fragmentos de

C1069 están 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 restricción de dosis simple (SDRFs). El fragmento C1069 HindIII posee un

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

4900 pb.
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APOMÍCTICASSEXUALES

MPBSBA/
Figura17.LuminografíadedeteccióndelasegregacióndelasondaC1069marcadacondigoxigeninaenunapoblaciónsegreganteparaapomixisenP.notatum.EIADNdetodoslosindividuosfuedigeridoconlaenzimaEcaRI.Lasflechasindicaneifragmentoderestriccióndedosissimple (SDRF)co-segregandoconelsistemadereproduccióndelprogenitorapomictico(P).grupoapomíctico(BA)ytodaslasplantasF1apomicticas.M=progenitorsexual;BS=gruposexual.
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APOMÍCTICAS

SEXUALES

SEXUALES

Figura18.LuminografiamostrandolasegregacióndeunfragmentoligadoaIaapomixis,obtenidomediantehibridaciónconlasondaC1069 marcadacondigoxigeninaenunapoblaciónsegreganteparaapomixisdeP.notatum.EiADNdetodoslosindividuosfuedigeridoconIa enzimaHindIII.Lasflechasindicanelfragmentoderestriccióndedosissimple(SDRF)co-segregandoconelprogenitorapomíctico(P), grupoapomíctico(BA)ytodaslasplantasF1apomicticas.M=progenitorsexual;BS=gruposexual.
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Para tratar de encontrar otras sondas relacionadas con la apomixis, se

recurrió 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 área total de 104.9 cM

(Horushima 1998). Las sondas C1709 y C901 mapean en el extremo distal del

brazo largo del cromosoma 12 de arroz a 5,9 y 12,2 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 centrómero. Las sondas C1709 y 0901 fueron monomórficas para

las 5 enzimas ensayadas, tanto para los padres F131 y Q4117 como para BS y

BA. Ambas sondas revelaron un fragmento con EcoRI, HindIII, BamHI,

EcoRV y dos con PstI, todos presentes en las cuatro muestras. Las sondas

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

las enzimas ensayadas, con lo cual resultaron ser no homólogas. C443 fue

homóloga y reveló un fragmento con EcoRI y dos con las restantes cuatro

enzimas. Todos resultaron ser monomórficos entre los padres y los gmpos. La

sonda C1336 reveló un fragmento con EcoRI, dos con HindIII y BamHI, tres

con EcoRV y cuatro con PstI, todos monomórficos entre las muestras. Por su

parte, la sonda C732 reveló tres fragmentos con EcoRI, HindIII y PstI, y dos

con BamI-IIy EcoRV, también todos monomórficos entre las cuatro muestras.
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6.2.4. Transformación de marcadores de PCR en marcadores

codominantes (RFLP)y especificos (SCAR)

EI fragmento de RAPD (UBC243) 100% ligado a Ia apomixis en este

estudio, fue aislado, clonado, y utilizadocomo sonda para poder determinar las

posibles variantes alélicas del mismo. El resultado de la hibridación con el ADN

de los padres y los grupos BS y BA mostró un patrón de “chorreado” continuo

sin poder identificar claramente bandas específicas. Si bien se repitió la

hibridación en más de una oportunidad, en ningún caso se pudo visualizar

bandas que pudieran ser evaluadas. Esto estaría indicandoque se podría tratar

de un fragmento de ADN repetitivo y no de copia simple.

El fragmento UBC243 fue secuenciado y a partir de ello se diseñaron

pares de “primers”específicos de tipo SCARs. La evaluación de dos pares de

“primers” arrojó resultados negativos, sin poder observar Ia amplificación de

ninguna banda, en todas las variantes de temperatura de anillado (“anneaiing”)

utilizadas.

La secuencia del fragmento UBCZ43es la siguiente:

5 '...1-GAATTCGATTGGGTGAACCGCGTTAAATCGCCGTGTCTCCTCAAGAGTFT-50
51-GTATCCCCCTACCCTTCTCTCTTI'ACTCACCACATTTACATTTCTGCATT1 00
101-TACTTTCTTGTGTCCmAGCTTTTCTAGTTAA'ITI'GA'ITAGGTTTGGCT-1 50
151-CTAGGTTGCAAGTCTTTTGGGTAAGTI'AGAGAGTGCATAGATAAACATTA-ZOO
201 -GAGTI'AATTGGCATGTGTAGTATATAATAGGTTTATC'ITATGCATI'AGAT-ZSO
251 -AGCCCTAGGTTTI'AGAAGAGCGAATTAGCGACCCAAÏTCACCCCATCCTC-300
301-CTCTTGGGTCGGATACTCCGACACGGTCCTTACACCACCCTCCTCCTAGA-S50
351-CCGGTTCACCCAATCACTAGTGAATTC-377 ...3 '
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Por su parte, la secuencia de los dos pares de iniciadores diseñados es la

siguiente:

5' TTG GGT GAAccc CGT TAAAT 3' (20-mero)

5' TGATTGcor GAAccc GTC TAGG 3' (zz-mero)

M
5' TGCATTTACm crr GTGTC 3' (zo-mero)

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

El otro fragmento (UBC259) encontrado completamente ligado a la

apomixis en la población como así también los dos fragmentos de AFLP, no

pudieron ser aún aislados para poder utilizarloscomo sondas y evaluar su

comportamiento.
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7.1. Genética de la aposporia en Paspalum notatum

7.1.1. Análisis de las progenies F1,F25y retrocruzas

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

progenies, se observó lo siguiente:

1) En la progenie obtenida a partir de autofecundación del progenitor feme­

nino F131 sexual y en las progenies de varias F1 sexuales autofecunda­

das, no se observó segregación para apomixis.

2
V En todos los cruzamientos entre dos genotipos sexuales F1 (S) X F1 (S) y

retrocruzas de F1 (S) X progenitor sexual tampoco hubo segregación para

apomixis.

3
V En todos los cruzamientos entre genotipos sexuales (S) X apomícticos

(A) [progenitores S x A; F1 (S) X F1 (A) y retrocruzas] se observó segrega­

ción para el sistema de reproducción.

4
V En todas las progenies segregantes se observó una mayor proporción de

plantas sexuales que apomícticas.

5
V En todas las progenies segregantes para apomixis siempre se obtuvieron

proporciones similares entre sí, 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 Io siguiente: La madre al no segregar para apomixis, tan­

to en autofecundación como en retrocruzas por genotipos sexuales, se comporta­

ría como homocigota para dicho locus. Lo mismo puede deducirse del hecho que
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todas las plantas sexuales (F1)al autofecundarse o cruzarse entre sí, 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 segregación en los cruzamientos donde intervino la madre u

otra planta sexual con algún genotipo apomíctico, se descarta Ia posibilidad de

homocigosis dominante. Con lo cual. la constitución genotipica para dicho locus

debería ser aaaa, siempre y cuando dicho carácter se encuentre regulado por un

solo gen y que ambas formas alternativas de reproducción sean alelos de ese

mismo gen. En Ia mayoría de las especies apospóricas donde recientemente se

estudió la herencia de Ia apomixis, después del análisis de un número importante

de progenies, se determinó 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 segregación para apomixis en todos los cruzamientos entre genotipos

sexuales y apomícticos demuestra que tanto el progenitor apomíctico como todas

las plantas apomícticas obtenidas son heterocigotas para este carácter. EI hecho

que en todos los cruzamientos entre sexuales X apomícticas se obtuviese propor­

ciones fenotípicas muy similares entre si, demuestra que al menos los dos genoti­

pos apomícticos empleados en todos los cruzamientos (04117 y F1168) además

de ser heterocigotas para el carácter, tienen la misma constitución genotipica. En

la F1 (F131 x Q4117) se obtuvo una proporción fenotípica de 2,821 entre sexuales

y apomícticos; en F2 (F1 sexual X F1 apomíctico) fue de 3,1:1 y en retrocruzas por
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el padre (F1 sexual X 04117) y por la madre (F131 X F1168 apomíctico) fue de

3,221.Esta pequeña oscilación puede deberse al número de individuos analizados

en cada una de las progenies. En la progenie F1 se analizaron 212 individuos.

mientras que en Ia F2 solamente se estudiaron 29 plantas. En cambio, en las re­

trocruzas por el padre apomíctico se analizaron 95 plantas y 17 por la madre

sexual (Tabla 5).

La obtención de una mayor proporción 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 Ia apomixis estaría controlada por unos

pocos genes recesivos con influencia de factores modificadores. Estos resultados

fueron obtenidos a partir de cruzamientos intraespecíficos entre plantas tetraploi­

des sexuales inducidas (diploides duplicados) y apomícticas naturales. La clasifi­

cación reproductiva se realizó mediante pruebas de progenies basadas en obser­

vaciones visuales de características morfológicas. fenotípicas o de hábitat. sin es­

tudios embriológicos. El problema de esta metodología, es que no permite diferen­

ciar entre una planta sexual y otra apomíctica facultativa, porque ambas pueden

generar descendientes segregantes, y por Io tanto ser consideradas como sexua­

les. Es por ello que si analizamos detenidamente los resultados obtenidos en di­

cho trabajo, nos encontramos que en prácticamente todas las progenies F1 (clasi­

ficadas a partir de la obtención de las F2)las plantas sexuales exceden con creces

a las plantas apomícticas. Solamente en una progenie (PT-10 x MHB) se obtuvo

una proporción de 3,821, muy similar a los valores obtenidos en este trabajo. Esta
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desviación en las proporciones pudieron deberse simplemente a que Burton y

Forbes (1960) consideraron como sexuales a muchas plantas que en verdad eran

apomícticas facultativas con un nivel bajo de expresión del carácter. Por otro lado,

observaron segregación en las progenies F28obtenidas a partir de individuos F1s

sexuales, lo cual pudo deberse a la utilizaciónde algunos genotipos apomícticos

facultativos para la obtención de las F28. Los autores aducen que no observó apo­

mixis facultativa en su material, pero con pruebas de progenies basadas en

observaciones visuales no pudieron diferenciar una planta sexual de una apomíc­

tica con alta expresión de sexualidad.

Estas dudas respecto a la clasificación reproductiva de las progenies estu­

diadas por Burton y Forbes (1960) están actualmente fundamentadas en el análi­

sis embriológico de una planta clasificada como sexual en aquel trabajo (Quarin et

al. 1984). Los resultados arrojaron que un 70% de los óvulos maduros tenía un

saco embrionario de origen meiótico, 15% tenía uno a varios sacos apospóricos, y

el 15% restante poseía un saco meiótico normal rodeado por uno a varios sacos

apospóricos en el mismo óvulo.

Si tenemos en cuenta el hecho que las diferencias existentes entre aquel tra­

bajo y éste pudieron deberse simplemente a Ia metodología utilizada para Ia clasi­

ficación de las progenies y al número de individuos analizados, los resultados ob­

tenidos en ambos casos pueden llegar a ser muy similares entre sí.

El aspecto en común más interesante en ambos trabajos fue el hecho de que

en todos los cruzamientos entre genotipos sexuales x apomícticos de P. notatum,
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siempre se obtuvo una mayor proporción de plantas sexuales. Estos resultados

contrastan fuertemente con los obtenidos precedentemente en la mayoría de las

plantas apomícticas estudiadas. En gramíneas apospóricas como Panicum maxi­

mum (Savidan 1982a, 1983), Brachiaria (Valle et. al. 1994; Valle y Savidan 1996) y

Pennisetum (Sherwood et. al. 1994) como así también en Ranunculus, un género

apospórico de la familia de las Ranunculáceas (Nogler 1984b), siempre se obtu­

vieron proporciones cercanas a 1:1 o 3:1 entre apomícticas y sexuales. Resulta­

dos similares se obtuvieron en Tripsacum, una gramínea diplospórica emparenta­

da con el maíz (Leblanc et al. 1995; Grimanelli et al. 1998a) y en híbridos interes­

pecíficos Paspa/um ¡onanthum X P. cromyorrhizon (Martínez 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

drían incluirse las proporciones fenotípicas observadas, debemos considerar los

fundamentos teóricos de la herencia genética en los poliploides. y en particular Ia

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 análisis citológico de los híbridos.

En los autotetraploides. cinco genotipos pueden formarse para cada Iocus:

AAAA (cuadruplexo); AAAa (triplexo); AAaa (duplexo); Aaaa (simplexo) y aaaa

(nuliplexo). Estas constituciones genotípicas se originan por la combinación de

tres tipos diferentes de gametas, AA, Aa y aa, cuyas frecuencias relativas para un
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genotipo dado. dependen de los eventos citológicos de Ia meiosis (Allard 1960).

Por otra parte, el cálcqu de las segregaciones gaméticas esperadas en herencia

tetrasómica, depende de cómo se distribuyen las 8 cromátidas a cada una de las

cuatro células de Ia 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 distribución al azar de los cro­

mosomas (Allard 1960) o también denominada segregación cromosómica (Laca­

dena 1988), se tiene en cuenta que nunca se forman cuadrivalentes y que el Iocus

en cuestión se encuentra Io suficientemente cerca del centrómero de tal manera

que nunca se produce recombinación entre ambos. Las cromátidas hermanas,

portando el mismo alelo, están siempre unidas por el mismo centrómero, de tal

manera que en la primera anafase van juntas al mismo polo y siempre se separan

en Ia segunda anafase. Por lo tanto, si tenemos un genotipo Aaaa. los dos alelos

dominantes nunca podrán aparecer en la misma gameta. El mismo comportamien­

to es para los tres aIelos recesivos. De esta manera la frecuencia gamética para el

genotipo simplexo es de 1Aaz1aa; para el duplexo 1AA:4Aa:1aa y para el triplexo

1AA:1Aa; mientras que los genotipos nuliplexo y cuadriplexo producirían un solo

tipo de gametas, aa y AA respectivamente. Los rangos genotípicos esperados de­

penderán de las combinaciones gaméticas que se den.

En Ia denominada distribución al azar de las cromátidas o segregación cro­

matídica se considera que siempre se forman cuadrivalentes y que el Iocus en

cuestión se encuentra Io suficientemente alejado del centrómero, de tal manera
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que se produce recombinación entre ambos, con lo cual cromátidas hermanas,

portando el mismo alelo, terminan adheridas a diferentes centrómeros y por eIIo

pueden ser incluidas dentro de la misma gameta o no, dependiendo de Ia distribu­

ción de las cromátidas en las dos anafases meióticas. Si tenemos en cuenta que

la formación de cuadrivalentes es completa y se produce el 50 % de recombina­

ción entre el Iocus y el centrómero, Ia distribución de las cromátidas a las gametas

será al azar. Por Io tanto, la segregación gamética de un individuosimplexo (Aaaa)

será de 1AA:12Aa:15aa, de un duplexo 3AA:8Aa:3aa y de un triplexo

15AA:12Aa:1aa. Nuevamente los nuliplexos y cuadriplexos producirán un solo tipo

de gameta aa y AA respectivamente. AI igual que en Ia segregación cromosómi­

ca, el rango genotípico esperado dependerá de las combinaciones gaméticas.

En Ia Tabla 11 se resume las segregaciones fenotípicas esperadas para un

autotetraploide de acuerdo al tipo de segregación gamética y para los diferentes

cruzamientos. Se considera que existe dominancia y que el fenotipo dominante es

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

SEGREGACIÓN FENOTÍPICA

CRUZAMIENTO Segregación cromosómica Segregación cromatídica
A a A a

AAAA x AAAA 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 1

AAAa x AAaa 1 389

AAAa x Aaaa 1 769 15

AAAa x aaaa 1 27 1

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 1 13 15

aaaa x aaaa - 1 - 1

A partir de las evidencias citogenéticas que demostraron que los tetraploides

de P. notatum forman un número elevado de cuadrivalentes en Ia meiosis y que,

por Io tanto, la autoploidía sería su origen (Forbes y Burton 1961; Quarin et al.

1984), en este trabajo decidimos considerar durante la evaluación, aquellos mode­
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los de herencia tetrasómica y segregación gamética de tipo cromatídica (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

genotípicas para las plantas sexuales (SSSS, SSSs, SSss y Ssss) y una para las

apomícticas (ssss) (para una mejor comprensión se utiliza la letra mayúscula 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 obtendría

segregación para apomixis en la progenie F1. De las otras tres posibilidades geno­

típicas, solamente el genotipo duplexo (SSss) produciría una proporción fenotípica

esperada de 11:3 entre sexuales y apomícticos (x2 = 3,0, P = 0,09), la cual no di­

fiere significativamente de la proporción fenotípica observada de 2.8(S):1(A) en la

F1. Sin embargo, este modelo no se ajustaría a los resultados observados en las

proporciones fenotípicas de las progenies de la madre autofecundada 1(S):0(A) y

de las Fzs sexuales autofecundadas y cruzadas entre si 1(S):0(A) (Tabla 5). Para

que dicho modelo sea aceptado corno válido, las plantas sexuales portadoras de

alguno de los tres genotipos heterocigotas (SSSs, SSss y Ssss) deberían segregar

para apomixis, tanto en autofecundación como en cruzamientos entre sí mismas.

Esto nunca fue observado en ninguno de los 239 individuos F2 obtenidos a partir

de autofecundaciones de cuatro genotipos F1 diferente, y de los 77 individuos F2

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 F1 sexual, tampoco se ob­

servó segregación para apomixis, por Iocual 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

apomícticos nuliplexos (aaaa) (si bien la simbología difiere a la utilizada en este

trabajo, el análisis es el mismo). Mediante la aplicación de la prueba de progenie

en F2, obtuvieron las proporciones fenotípicas en F1. Los rangos observados fue­

ron variables, de acuerdo a los genotipos involucrados, entre 3.8:1 y 25:1 entre

sexuales y apomícticas. Estas proporciones se alejan de las esperables de 5:1

para un cruzamiento de tipo AAaa X aaaa con segregación gamética de tipo cro­

mosómica y más aún si consideramos una segregación de tipo cromatídíca donde

las proporciones esperables serían de 11:3. Por su parte, Burton y Forbes (1960)

encontraron que las progenies F3s. obtenidas de plantas ng sexuales, las cuales

fueron clasificadas mediante análisis 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 deberían concordar con la segregación 35:1, esperable

para un genotipo AAaa autofecundado con segregación cromosómica. Sin embar­

go. debido a que las proporciones observadas en F1y F2se desviaron de las espe­

radas para un modelo monogénico, con herencia tetrasómica y apomixis recesiva,

los autores consideraron que esas desviaciones se debieron a factores modifica­



VI. DISCUSIÓN 149

dores que actuaban sobre ese material y por lo tanto sugirieron que Ia apomixis

estaría controlada por unos pocos genes recesivos.

Modelo 2: Apomixis dominante: EI segundo modelo evaluado considera

que la apomixis es dominante sobre Ia sexualidad a partir de simple dosis. Este

modelo fue propuesto para la mayoría de las especies de plantas apomícticas,

apospóricas y diplospóricas, estudiadas recientemente ((Savidan, 1982, 1983; No­

gler 1984b; Valle et. al. 1994; Sherwood et. al. 1994; Leblanc et al. 1995; Grimane­

lIiet 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 apomícticos.

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

mícticas (F1, F2y retrocruza), las posibilidades de colocarlos dentro de este mode­

Io son poco probables. Solamente en Ia combinación aaaa X Aaaa es esperable

obtener una leve supremacía (15:13) de plantas sexuales sobre las apomícticas.

Sin embargo, esta proporción difiere significativamente (P = <0.001) de la obser­

vada en este estudio de 3:1. Más adelante se discutirá nuevamente este modelo.

Modelo 3: Apomixis dominante con Ietalidad 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. NogIer (1984b) sostuvo que
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el alelo A, el cual confiere aposporia en Ranuncu/us, actúa en forma dominante

para condicionar la aposporia, pero actúa recesivamente como un factor letal en Ia

gametogénesis, con lo cual las gametas A o AA no son viables. A partir del cruza­

miento entre una planta diploide sexual de R. cassubicifolius y otra tetraploide

apomíctica de R. megacarpus, Nogler (1894b) analizó 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 apomíctico de Pennisetum ciliare (Higgins) por otro

sexual, pudieron ser colocados en un modelo monogénico con apomixis dominan­

te y Ietalidad gamética. Ellos consideraron que la planta sexual tenía el genotipo

aaaa y el cultivar apomíctico AAaa. Las proporciones observadas en F1 de 140

apomícticos y 49 sexuales se desvían de las esperadas para el modelo 2 (x2 =

2,27, P = 0,13) mientras que se ajustan mejor a un modelo con Ietalidad gamética

(x2 = 0,17, P = 0,68).

Las proporciones observadas aquí en P. notatum de 2,811 no pueden ser co­

locadas bajo este modelo para ninguna de las alternativas genotípicas posibles (P

= <0.001) quedando este modelo descartado del análisis.

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 Io menos una doble dosis del alelo S para que el ca­

rácter se exprese. Significa que los individuos sexuales podrán tener tres constitu­
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ciones genotípicas para ese Iocus, SSSS, SSSs y SSss, mientras que los indivi­

duos apomícticos podrán ser ssss o Ssss. Si observamos en Ia Tabla 12, seis

combinaciones genotípicas diferentes son posibles. De todas las combinaciones,

sólo en una, las proporciones observadas no difieren significativamente de las es­

peradas. La misma asume que la madre sexual tendría un genotipo triplexo

(SSSs) y el padre apomíctico sería simplexo (Ssss). Si bien el análisis de Ia prue­

ba de bondad de ajuste nos da un valor bajo (x2 = 0,001) con Io cual Ia probabili­

dad es superior al 95% de aceptación. este modelo no puede explicar Ia falta de

segregación observada en todos los genotipos sexuales utilizados en el análisis.

Si asumimos que Ia madre es SSSs, la misma debería segregar para apomixis en

autofecundación en una proporción de 15:13 (SzA). Por otro lado, los genotipos F1

sexuales que se originan a partir de este cruzamiento, tendrian solamente el geno­

tipo SSss, con Io cual también deberían segregar para apomixis en F2. Sin embar­

go, las proporciones observadas para Ia progenie de Ia madre autofecundada,

como para todos las F28 obtenidas por autofecundación de plantas F1 sexuales o

cruzamientos entre ellas, fueron de 1:0 (SzA). Estas razones llevan a descartar

este modelo.

Este modelo no fue considerado en ninguna de las especies apomícticas es­

tudiadas, y en este trabajo sólo se lo tuvo en cuenta como posibilidad de explicar

Ia mayor proporción de plantas sexuales observadas en todos los cruzamientos

entre sexuales y apomícticos.



Vi. DISCUSIÓN 152

Modelo 5: Apomixis dominante con efecto de dosaje: Este modelo es el

mismo que el anterior pero en este caso se asume que Ia apomixis es dominante

sobre Ia sexualidad, pero a partir de la presencia del aIeIo A en doble dosis. Los

genotipos posibles para los individuos apomícticos 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 5%. Si esto fuera

así, las plantas de constitución genotípica Aaaa, consideradas sexuales. deberían

segregar para apomixis en autofecundación o cruzadas por otra planta del mismo

genotipo en una proporción de 5852199 (SzA).Además, de acuerdo a este modelo

las plantas sexuales de genotipo Aaaa estarían presentes en la F1 en proporción

mucho mayor que las del otro genotipo sexual (8 Aaaa : 3 aaaa). Si esto fuese así,

no se debería esperar encontrar diferencias a escala molecular entre plantas

sexuales y apomícticas, mediante la metodología del análisis de segregantes en

grupos (BSA), ya que el alelo A estaría presente en la mayoría de las plantas

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

Modelo 6: Apomixis dominante con efecto de dosaje y Ietalidad 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 apomícticas 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 Ia

única gameta que se formaría sería AA y la misma es considerada letal. De las

cuatro combinaciones posibles, Aaaa X AAaa, es Ia única en las cuales los resul­

tados observados (2,821)no difieren significativamente con los esperados (201296)

a un nivel de probabilidad del 5%. Sin embargo, este modelo presenta los mismos

inconvenientes que el modelo anterior, donde en primer lugar algunas plantas

sexuales de genotipos Aaaa deberían segregar para apomixis y segundo que no

hubiese sido posible encontrar diferencias a escala molecular entre ambos grupos

de acuerdo a la metodología empleada.

Modelo 7: Modelo de Mogie: Este modelo fue propuesto por Mogie (1992)

en su libro sobre: “La evolución de la reproducción asexual en plantas" para expli­

car el control genético de la apomixis en los poliploides. EI mismo considera que la

expresión de Ia apomixis en una planta sexual con tendencia innata a Ia apomixis,

dependerá de una simple mutación en el gen salvaje 3+. donde el aIeIo mutante a'

generará un fenotipo apomíctico 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 fácilmente alcanzado en los poliploides. De acuerdo con ello. los geno­
++++ +++­

tipos posibles para las plantas sexuales serían a a a a y a a a a, mientras que
++-­

los apomícticos serían a a a a y a+a'a'a'. Como el modelo asume Ia premisa que

por lo menos una copia del alelo salvaje a+ debe estar presente en los genotipos
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apomícticos, restringe la posibilidad de Ia existencia de individuos homocigotas

para el alelo mutante. El genotipo homocigota mutante a'a'a‘a‘ sería letal.

Este modelo fue propuesto para explicar las proporciones obtenidas en híbri­

dos interespecíficos de Paspa/um ¡onanthum sexual X P. cromyorrhizon apomícti­

co facultativo (Martínez et al. 1999). Las proporciones observadas en F1 fueron de

2:1 o 3:1 entre apospóricos y no apospóricos, según fuese el criterio que se tuvie­

se en cuenta para considerar a una planta apospórica o no apospórica. Esto se

debió al hecho que muchas plantas poseían un alto grado de esterilidad femenina,

con ausencia de sacos embrionarios y esporádica aparición de sacos apospóricos.

muchas veces no del todo desarrollados. Esta esterilidad fue observada en las

plantas que debieron haber sido sexuales y por lo tanto impidióobtener progenies

F25 y retrocruzas, para poder corroborar el modelo propuesto. Martínez et al.

(1999) consideraron, además, que las proporciones observadas en F1 pueden ser

colocadas bajo un modelo de control monogénico, con herencia tetrasómica y

segregación cromatídica.

Las proporciones obtenidas en P. notatum no podrían ser colocadas en el

modelo de Mogie. debido por un lado a Ia falta de segregación para apomixis ob­

servada en los genotipos sexuales heterocigotas (a+a*a*a') autofecundados, y a

los resultados obtenidos en la identificaciónde marcadores moleculares (ver 6.2)
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Las proporciones aquí 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 Ia expresión del carácter o que el mismo pue­

de ser influido por factores modificadores que produzcan una distorsión en Ia

segregación. El primer modelo hipotético propuesto por Powers (1945) planteó

que Ia apomixis estaría controlada por tres genes homocigotas recesivos, cada

uno de los cuales controlaría uno de los tres componentes del proceso apomíctico:

falla o supresión de Ia meiosis femenina (aa), falla en Ia fertilización de la

ovocélula (bb) y desarrollo partenogenético de la misma (cc). De acuerdo con este

modelo, la apomixis se originaria a escala diploide. Este modelo ha recibido

muchas críticas debido a que en primer lugar es hipotético y nunca fue

confirmado. Gustafsson (1947a) señaló que Ia falla en Ia fertilización

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 apomícticas son

altamente heterocigotas para muchos de sus genes (Asker y Jerling 1992). En los

primeros estudios realizados en la gramínea apospórica Pennisetum ciliare

(Taliaferro y Bashaw 1966) ya se planteó que la apomixis estaría controlada por

dos Ioci. El gen B que condiciona para sexualidad y es epistático con el gen A, el

cual controla Ia apomixis. De acuerdo con este modelo, la planta sexual utilizada

en sus experimentos fue heterocigota para ambos locus AaBb, y la apomíctica

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 segregación de pro­

genies sexuales autofecundadas y propusieron un control genético a partir de dos

loci, siendo la sexualidad dominante sobre Ia apomixis y condicionada a un efecto

de dosaje de dos o más alelos dominantes. Los genotipos sexuales serían AABB,

AABb, AaBB, AaBB, AAbb y aaBB; mientras los apomícticos aabb, Aabb y aaBb.

El alto número de genotipos sexuales heterocigotos que se producirían, generaría

segregación para apomixis en autofecundaciones o cruzamientos entre plantas

sexuales.

Los resultados observados en P. notatum en este estudio no podrían ser co­

locados en los modelos propuestos por Powers (1945), Taliaferro y Bashaw (1966)

y Hanna et al. (1973) debido a que no explicarían la falta de segregación observa­

da en todos los genotipos sexuales autofecundados o cruzados entre sí. Todas las

plantas sexuales se comportan como homocigotas recesivas en cruzamientos con

plantas apomícticas y además. es bien sabido que todas las especies apomícticas

son altamente heterocigotas. Los recientes estudios embriológicos y moleculares

realizados en el género diplospórico En'geron, mediante cruzamientos interespecí­

ficos entre una especie diploide sexual E. strigosus y otra triploide apomíctica E.

annuus, aportaron nuevas evidencias sobre un control genético a partir de más de

un gen (Noyes 2000; Noyes y Rieseberg 2000 ). Los autores analizaron por sepa­

rado el control genético de dos componentes del proceso apomíctíco como son, la

formación de los sacos embrionario y la partenogénesis. A partir de la segrega­

ción obtenida en F1 de 64:57 entre plantas diplospóricas y sexuales, se propuso
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que la herencia de la diplosporia tendría un control genético monogénico con dos

aIeIos y selección sobre las gametas homocigotas para diplosporia (Noyes 2000).

Sin embargo, Noyes (2000) observó ausencia de partenogénesis en muchos de

los híbridos altamente diplospóricos. Io que Io llevó a proponer que este compo­

nente del proceso apomíctico, no estaría estrictamente asociado con la formación

de los sacos embrionarios no reducidos. Por su parte, encontraron que el liga­

miento de cuatro marcadores moleculares con herencia polisómica, están signifi­

cativamente asociados a Ia partenogénesis; mientras que 11 marcadores que co­

segregan con una herencia univalente, están completamente asociados con la

diplosporia (Noyes y Rieseberg 2000). Estos resultados contrastan fuertemente

con la idea general propuesta por muchos investigadores para distintas especies

apomícticas 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 fertilización parece ser un efecto pleiotrópico de la apomeiosis, un su­

pergen o “Iinkat”,definido por Demarly (1979) como un grupo de genes ligados

comportándose en una forma coordinada para completar una función, está proba­

blemente involucrada en el proceso, es decir, más que un simple gen. Un “Iinkaf'

es un segmento de cromosoma en el cual el ligamiento de genes que contribuyen

a una función se encuentren colocados juntos por medio de una inversión. Esto

parece especialmente necesario para explicar la transmisión en las plantas facul­

tativas y la aparente regulación dependiente del nivel de ploidía del gen. Esta ex­
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plicación podría tener relación alguna con los resultados obtenidos mediante mar­

cadores moleculares en algunas especies apomícticas 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 híbrido de la apomixis, sugirió que Ia apomixis puede ser el

resultado de genes duplicados que son expresados en forma coordinada en el de­

sarrollo femenino y no de genes específicos o alelos para apomixis. EI estudio

hecho por Carman (1997, 1999) se basó en dos suposiciones: La primera fue que

los apomícticos son poliploides formados a partir de la contribución de diferentes

genomas y cuyas especies ancestrales mostraban diferencias principales en Ia

oportunidad del desarrollo de la megasporogénesis y del saco embrionario. La se­

gunda suposición fue que hay una serie de observaciones en cruzamientos inter­

específicos e intergenéricos que producían anormalidades en la reproducción de

las plantas, las cuales se parecían a las de un desarrollo apomíctico. Esto puede

ser factible para aquellas especies apomícticas alopoliploides, pero no para mu­

chas, entre ellas Ia mayoría de las especies de Paspalum, las cuales se han origi­

nado por autoploidía.

Las desviaciones observadas por Burton y Forbes (1960) en las proporcio­

nes fenotípicas esperadas para un modelo monogénico, los llevó a proponer que

la apomixis estaría controlada por unos pocos genes recesivos influidos por “facto­

res modificadores". Sin embargo, de acuerdo a la interpretación 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 común.
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Todo este análisis nos lleva a proponer que, en principio, P. notatum tendría

una regulación genética más compleja, la cual difiere en algunos aspectos de un

mode/o de herencia mendeliano clásico. La explicación más probable seria la exis­

tencia de algún mecanismo de letalidad genética asociado al Iocus dela apomixis,

el cual provocaría la muerte de gametas y/o genotipos apomícticos portadores de

dicho factor letal. Esto provocaría una distorsión en la segregación fenotlpica, de

tal manera que las proporciones se desviarían de las mendelianas típicas para

herencia tetrasómica, control monogénico, apomixis dominante y segregación

cromatidica (Modelo 2 de la Tabla 12). Además, esta variación podría modificarse

de acuerdo al grado de penetrancia del gen letal asociado con el carácter. La leta­

lidad podría ser un efecto p/eiotrópico con penetrancia incompleta. Sin embargo,

más probablemente la letalidad podría deberse a uno o más genes ligados al ca­

rácter apomixis.

Esta influencia de genes letales distorsionando la segregación del carácter

apomixis sería concordante con la idea generalmente aceptada de altos niveles de

heretocigocis en plantas apomícticas. Muchas especies apomícticas tendrían nor­

malmente una importante carga genética ya que Ia ausencia de reproducción

sexual no les permitiría “limpiar”dicha carga por medio de Ia recombinación. Algu­

nos de esos letales podrían estar ligados a un gen dominante para apomixis, como

Io propuso Richards (1996). Esta distorsión también fue observada en Ia segunda

generación de retrocruzas de híbridos de Maíz-Tn‘psacumdonde la sexualidad y Ia
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apomixis segregaban en un rango de 16:1 (Grimanelli et al. 1998b); mientras que

en F1 la segregación fue de 1:1(Leblanc et al. 1995). Para explicar esta distorsión,

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, podrían ser la

explicación a tal distorsión. Alternativamente estos autores proponen Ia existencia

de una penetrancia incompleta de dicho sistema, resultando en una pequeña pro­

porción de alelos que son transmitidos. Las dos posibles hipótesis de sistemas

letales consideran por un lado la posibilidad que el factor letal actúe en cis o en

trans, ambos con la posibilidad de que exista entrecruzamiento entre ambos Iocio

la existencia de penetrancia incompleta. Si el sistema actúa en cis y es incomple­

tamente penetrante, solamente se obtendrían plantas sexuales; mientras que si

actúa en trans con penetrancia incompleta se produciría la autoeliminación del

factor letal, por lo tanto el segmento que controla la apomixis segregaría al azar.

Este último sistema fue propuesto como más probable explicación de Ia distorsión

de la segregación, a favor de las plantas sexuales, observada en las retrocruzas

de Maíz-Tripsacum. Esta distorsión pudo ser corroborada por análisis molecular

mediante RFLP en dicha población. (Grimanelli et al. 1998b). Estos sistemas de

distorsión de la segregación han sido descriptos en muchos organismos (Lyttle

1991) y en particular están muy difundidos entre las plantas (Rick 1965; Sano

1990).
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EI 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 clásico, como

se propuso para la mayoría de las especies estudiadas. La letalidad asociada al

carácter apomixis, tal como fue evaluada recientemente, podría ser la causa más

probable de la distorsión en Ia segregación observada en las progenies de cruza­

mientos entre genotipos sexuales y apomícticos. De acuerdo a esta interpretación

los genotipos apomícticos que se utilizaronen los cruzamientos con plantas sexua­

les tendrían una constitución genotípica simplexa (Aaaa) mientras las plantas

sexuales siempre serían nuliplexas (aaaa). En el cruzamiento entre ambos genoti­

pos, el genotipo simplexo produciría tres clases de gametas en una proporción de

1AA:12Aa:15aa para una segregación gamética de tipo cromatídica; mientras que

el genotipo sexual produciría un solo tipo de gameta (aa). En este tipo de cruza­

miento se debería esperar una proporción fenotípica de 15:13 entre plantas sexua­

les y apomícticas, los cuales difieren significativamente con las proporciones ob­

servadas de 2,8:1 ( 12 = 34.7, P = <0.001). Sin embargo. si consideramos que el

alelo para apomixis está asociado a un sistema letal similar al propuesto por Gri­

manelli et al. (1998b) las proporciones se modificarían hacia una supremacía de

plantas sexuales, tal cual lo observado. Los resultados obtenidos mediante marca­

dores moleculares, Ios cuales son discutidos más adelante, apoyan esta teoría (ver

6.2.1; 6.2.2 y 6.2.3)
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Tabla 12. " ' " “ A" ‘ '“dc'” gn“ M “a '- ' 4 la apomixisen Pespalum notalum.Se evaluaronmode­
los de herencia tretras'ómica.mongénica, x con segregación gaméüca de tigo cromatldica,.

Proporción Proporción Desviación del
Herencia Dominancla Genoflpos Progenltores esperada observada modem(sexzapo)(sex2apo)—_

Sex Apo madre padre x‘ P(1df)

1) Tetrasómica Sexualidad SSSS ssss SSSS 1:0 14.7 <o.001
SSSs SSSs 27:1 . 319.6 <o.001
SSss SSss 3555 11:3 3-1 3.o 0.09
Ssss Ssss 13:15 63,7 <0.001

2) Tetrasómica Apomixis aaaa AAAA AAAA 0:1 115.7 <o.001
AAAa AAAa 1:27 _ 3045 <o.001
AAaa aaaa AAaa 3:11 3-1 346 <o.001
Aaaa Aaaa 15:13 34.7 <o.001

3) Tetrasómica Apomixis aaaa AAAA AAAA 0:0 - <o.001
(Ietalidad gamética) AAAa AAAa 1:12 _ 1306 <o.001

AAaa 3333 AAaa 3:3 3:1 231 <o.001
Aaaa Aaaa 15:12 28.4 <o.001

4) Tetrasómica Sexualidad SSSS Ssss Sss 1:27 14.7 <o.001
(efecto de dosaje) SSSs ssss 3353 ssss 1:0 14.7 <o.001

SSss

5355 Ssss 5772207 31 0.001 >0.95ssss 15:13 - 34.7 <o.001

SS Ssss 191:201 53.2 <o.00155 ssss 3:11 346 <o.001

5) Tetrasómico Apomixis Aaaa AAAA Aaaa 27:1 115.7 <0.001
(efecto de dosaje) aaaa AAAa aaaa AMA 0:1 115.7 <o.001

AAaa

Aaaa AAAa 2072507 _ 206.6 <0.001
aaaa 13:15 3-1 63.7 <o.001

Aaaa AA 201:191 42.9 <o.001aaaa aa 11:3 3.o 0.09

6) Tetrasómico Apomixis Aaaa AAAA Aaaa 0:0 <o.001
(efecto de dosaje y aaaa AAAa aaaa AAAA 0:0 <o.001
Ietalidad gamética) AAaa

Aaaa AAAa 207:144 _ 19.1 <o.001
aaaa 1:0 3:1 14.7 <o.001

Aaaa Maa 201296 3.5 0.065
aaaa 1:0 14.7 <0.00_1___

7) Modelode Mogie a'a'a'a‘ a'a'a'a' a‘a'a'a' 11:3 3.0 0.09'°" *'--'°" 1'“ 121 63.7 <o.001
apomixis = mutante recesivo (a) a a a a a a a a a a a a a a a a 3 5 3.1
sexualidad = alelo salvaje (a') . . . a‘a‘a'a' 201;133 . 40.8 <o.001

aa“ a‘a'a'a' 2072562 234.4 <o.001
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7.2. Marcadores moleculares ligados a la aposporia en Paspalum notatum

7.2.1. La elección del material y la metodología empleada

El objetivo en este punto fue identificar marcadores moleculares que co­

segreguen con la reproducción apomíctica en Paspalum notatum. Para ello se

recurrió a una progenie segregante de un cruzamiento intraespecífico entre un

genotipo tetraploide 100% sexual y otro apomíctico obligado. Primeramente,

hubo que establecer si Ia apomixis posee una herencia cualitativa o está bajo la

influencia de dos o más genes. Los resultados observados en el análisis 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. EI estudio de

caracteres cualitativos requiere la generación de poblaciones segregantes pa­

ra el carácter a ser evaluado. En la mayoría de las especies homocigotas di­

chas progenies recién se obtiene a partir de Ia segunda generación (F2). Esto

se debe a que en general las especies son autógamas y por lo tanto homocigo­

tas para la mayoría de los Ioci.Sin embargo. las especies alógamas posen un

alto grado de heterocigosis en Ia mayoría de sus Ioci, con Io cual en cruzamien­

tos con especies homocigotas o heterocigotas se obtiene segregación a partir

de Ia primera generación (F1). Por otro lado. al estar la apomixis estrechamente

vinculada con Ia poliploidía, 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 Iocus determinado en una especie te­

traploide, cuatro son heterocigotas y el número se incrementa aún más en el
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caso de poliploides superiores. Este es el caso de Ia apomixis en P. notatum y

en todas las especies apomícticas estudiadas. Las plantas apomícticas son, en

general, altamente heterocigotas, debido a que se generaron por alopoliploidía

o por autopoliploidía a partir de citotipos diploides alógamos. La relación estre­

cha entre el carácter y Ia poliploidía es ampliamente conocida (Asker y Jerling

1992). Todas las especies apomícticas tetraploides estudiadas recientemente

fueron consideradas heterocigotas para el Iocus en cuestión con constituciones

genotípicas de tipo Aaaa o AAaa. EI análisis genético de la herencia de Ia

apomixis hecho en P. notatum determinó que el carácter se comporta como un

carácter heterocigota y genotípicamente similar a un simplexo (Aaaa), mientras

que las plantas sexuales son homocigotas y por Io tanto nuliplexas (aaaa). Por

ello. en todos los cruzamientos que involucraron genotipos apomícticos se ob­

tuvo segregación para dicho Iocus como si se tratase de una verdadera retro­

cruza. tal cual sucede con las especies diploides homicigotas para un locus

cualquiera.

Una vez obtenida Ia población segregante, el próximo paso fue establecer

perfectamente las clases fenotipicas a ser evaluadas. Los resultados de las

observaciones embriológicas permitieron diferenciar claramente dos fenotipos

para el sistema de reproducción: plantas sexuales y plantas apomícticas. sin

detectar variaciones continuas entre ambas clases que hagan pensar en la in­

fluencia de más de un gen. Todas las plantas clasificadas como sexuales Io

fueron en su totalidad, ya que únicamente poseían sacos embrionarios de ori­

gen meiótico; mientras que todas las apomícticas fueron consideradas prácti­
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camente obligadas debido al alto porcentaje de sacos embrionarios apospóri­

cos presente en cada una de ellas. A pesar de que unas pocas plantas mostra­

ron niveles levemente inferiores de expresión de sacos embrionarios apospóri­

cos. éstos fueron variables en función del momento de Ia floración en el cual se

realizó el análisis (ver 6.1.2.)

Para la identificación de marcadores moleculares relacionados con la re­

gión responsable del carácter. se recurrió a la metodología del análisis de se­

gregantes combinados (BSA) desarrollada por Michelmore et al. (1991). Esta

metodología es una importante herramienta para encontrar marcadores poli­

mórficos relacionados con determinados caracteres. En los últimos años esta

metodología ha sido empleada en numerosos trabajos de detección de marca­

dores moleculares Iigados 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 Ia iden­

tificación de marcadores moleculares ligados a la reproducción apomíctica en

géneros de gramíneas como Tripsacum (Leblanc et al. 1995), Brachíaria (Pes­

sino et al. 1997, 1998) Penn/setum (Gustine et al. 1997; Ozias-Akins et al.

1998) y Poa (Barcaccia et al. 1998).

Esta metodología fue desarrollada como alternativa a otras, como el uso

de líneas isogénicas (NILs), para identificar rápidamente marcadores molecula­

res Iigados a genes o regiones genómicas de interés, en especies donde no se
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cuenta con NlLs. Para ello, el único prerrequisito que se requiere es contar con

una población segregante para el carácter en estudio. De acuerdo a Michelmo­

re et al. (1991) el éxito del método depende de la divergencia entre los padres

en la región genómica a ser evaluada. El método se basa en la combinación o

mezcla de ADNde un número determinado de individuos para cada clase feno­

típica, de tal manera que todos los loci ligados a Ia región de interés queden

juntos en un grupo y que los loci no ligados se distribuyan al azar entre ambos

grupos. EI tamaño mínimo de los grupos será determinado por la frecuencia

con la cual los loci no ligados deben ser detectados como polimórficos entre

ambos grupos. Esto dependerá del tipo de marcador utilizado (dominante o co­

dominante) y el tipo de población 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 tamaño no Ia tenga (falsos positivos) será Ia si­

guiente en función del tipo de Ia población y el tipo de marcador:

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

2) F2, marcador co-dominante: 4(1-[1/4]")(1/4)" (Mackay y Caligari 2000)

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

2000)

Si se utilizan 10 individuos para formar cada grupo, Ia probabilidad de que

un locus no ligado sea polimórfico (falso positivo) entre ambos grupos es la si­

guiente: 1) 2 x 105, 2) 4 x 105, 3) 2 x 10'3. Esto demuestra que aún cuando

sean ensayados muchos loci, Ia probabilidad de encontrar un Iocus diferencial

no ligado es muy pequeña. A menor tamaño del grupo, más chances de encon­
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trar falsos positivos; sin embargo. como el Iigamiento de todos los polimorfis­

mos es confirmado por análisis de Ia población segregante, el BSA con un nú­

mero pequeño de individuos en uno o ambos grupos, suministrará un mayor

enriquecimiento de marcadores ligados al locus de interés. El método permite

identificar marcadores moleculares dentro de una ventana del 20 % de recom­

binación a cada lado del Iocus de interés. Los marcadores que están dentro de

una ventana del 30 % de recombinación, también son detectados pero como

bandas de diferente intensidad (Michelmore et al. 1991).

La utilización de la metodología del BSA en este estudio, permitió detec­

tar. mediante tres técnicas distintas de marcadores moleculares: RAPD, AFLP

y RFLP, seis marcadores completamente ligados a la reproducción apomíctica

en P. notatum. La inclusión de 10 individuos en cada grupo fue efectiva en la

localización de fragmentos polimórficos relacionados únicamente con el siste­

ma de reproducción. Si bien, los progenitores utilizados son altamente hetero­

cigotas para la mayoría de los Ioci evaluados. el agrupamiento utilizando 10

individuos por grupo, transformó en monomórficos a todos los Ioci que no esta­

ban asociados al sistema de reproducción y solamente quedaron como poli­

mórficos aquellos 6 Ioci ligados a Ia apomixis.

7.2.2. Análisis de RAPD

La técnica de RAPD fue la primera entre las tres utilizadas en este trabajo

para Ia identificación de marcadores moleculares ligados a la apomixis. Los

RAPDs son marcadores dominantes que utilizan Ia amplificación enzimática
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diferencial de pequeños fragmentos de ADN, usando Ia reacción en cadena de

Ia polimerasa (PCR) con oligonucleótidos 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 obtención de marcadores de RAPD es rápido 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, Io cual suministra

marcadores ubicados en regiones que no podrían ser detectadas por métodos

de hibridización 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 Ia reacción como al uso de diferentes

máquinas 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

nó un 75 % de reproducibilidad. medido en función del porcentaje de bandas

reproducibles, a partir de Ia utilización de 50 primers de RAPD (Skroch y Nien­

huis 1995). Esta falta de reproducibilidad señalada por varios autores, no fue

observada en este estudio a pesar de haber utilizado máquinas termociclado­

ras distintas y haber realizado las amplificaciones en dos laboratorios diferen­

tes. Manteniendo las mismas condiciones de la reacción. como la concentra­

ción de ADN, concentración de MgClz,concentración de Taq polimerasa y con­

centración de los primers los resultados fueron totalmente reproducibles entre
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los dos laboratorios y utilizando máquinas termocicladoras de diferentes mar­

cas. El análisis de segregación 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 utilización de 400 "primers" de RAPD permitió evaluar alrededor de

1700 Ioci diferentes, con lo cual se cubrió una amplia región del genoma de P.

notatum. Se encontraron solamente dos fragmentos polimórficosentre los res­

pectivos grupos (BS y BA) y entre los progenitores (F131 y Q4117), Io que da

un porcentaje de polimorfismo relacionado con el carácter de 0,5 %. Este por­

centaje fue el mismo que se encontró en Brachian'a utilizando 184 “primers”

pertenecientes a la serie Operon (Operon Technologies, Alameda, CA, USA)

sobre una población segregante de 43 individuos. En dicho trabajo, dos “pri­

mers” fueron seleccionados para el análisis de ligamiento, pero solo uno

(OPC4) presentó una banda significativamente ligada a la apomixis (x2 = 11,08,

P<0,001, r = 0,24) (Pessino et al. 1997).

El análisis de segregación realizado con los dos fragmentos polimórficos

entre los padres y BS y BA en 175 individuos de Ia progenie F1 de P. notatum.

demostró que ambos fragmentos estaban completamente ligados al Iocus de la

apomixis. Ambos fragmentos solamente fueron amplificados por los individuos

apomícticos. No se encontró ninguna planta recombinante, tanto en el grupo

apomíctico como en el sexual. Los fragmentos diferenciales fueron amplifica­

dos por separado por dos oligonucleótidos de 10 pb.
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En la Tabla 13 se realizó Ia prueba de bondad de ajuste (x2) para tres

modelos de herencia de la apomixis y para los dos marcadores de RAPD 100

% ligados al carácter. Además del modelo de herencia Mendeliana clásico, con

herencia tetrasómica, apomixis dominante y segregación cromatídica, 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 Ietalidad gamética del 100 % para las gametas

portadoras del alelo para apomixis en condición de homocigosis (AA), tal cual

fue propuesto por Nogler (1984) para Ranuncu/us. El otro modelo, fue propues­

to en este trabajo para P. notatum, asumiendo que Ia alta distorsión provocada

en las proporciones observadas en favor de las plantas sexuales, pudo deberse

a que, además de la muerte de las gametas portadoras del alelo A en doble

dosis, también se mueren algunas gametas heterocigotas (Aa), o combinacio­

nes genotípicas apomícticas portadoras del aIelo letal, en por Io menos un

50%. Este porcentaje es puramente hipotético ya que no es posible determinar­

Io por medio de los estudios realizados en este trabajo. Sin embargo, las ob­

servaciones hechas mediante análisis de fertilidad del polen no parecen corre­

Iacionarse con la Ietalidad, por Io que puede ser muy factible que Ia misma se

produzca en estado embrionario.

La distorsión en la segregación fenotípica observada en Ia progenie F1del

cruzamiento entre F131 sexual y Q4117 apomíctica de 2,8:1 entre sexuales y

apomícticas, fue Ia misma que la encontrada con los dos loci de RAPD ligados
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a la región responsable. Las bandas diferenciales únicamente estuvieron pre­

sentes en las 56 plantas apomícticas y ausentes en las 119 sexuales ensaya­

das. De acuerdo a Ia prueba de bondad de ajuste (x2)el único modelo posible

que explica dicha distorsión en Ia segregación es el modelo que considera Ia

existencia de Ietalidad gamética del 100 % en AA y por lo menos un 50 °/oen

las gametas Aa.

EI Iigamiento completo observado en este estudio mediante la utilización

de marcadores de RAPD, también fue encontrado en Pennísetum, una gramí­

nea apospórica perteneciente a Ia misma tribu que Paspalum. Empleando una

progenie de 397 individuos que segregaban fenotipicamente para apomixis en

una proporción cercana a 1:1, encontraron 12 marcadores moleculares (11

SCARs y 1 STS) completamente ligados al locus de Ia apomixis (Ozias-Akins et

al. 1998). Los SCARs fueron generados a partir de primers específicos obteni­

dos a partir de fragmentos de RAPD polimórficos entre los progenitores sexua­

les y apomícticos. La estrategia realizada para Ia generación de un número alto

de fragmentos de RAPD ligados al Iocus de Ia apomixis fue mediante la diges­

tión del ADN genómico con distintas enzimas de restricción y posterior amplifi­

cación de los fragmentos generados, utilizando los mismos primers que dieron

polimorfismo con el ADN genómico entero de las muestras. Esto le permitió

obtener 22 marcadores polimórficos, de los cuales 11 fueron transformados en

SCARs. Los 12 marcadores estuvieron siempre presentes en las 162 plantas

apomícticas y ausentes en las 235 sexuales, por Io tanto pertenecen al mismo

grupo de Iigamiento y están ligados en acoplamiento con el carácter. Cuando
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utilizaron seis de esos fragmentos como sondas, cuatro hibridaron como ADNs

de bajo número de copias y revelaron bandas solamente en las plantas apo­

mícticas y no en las sexuales. Esta hemicigosis parcial observada cerca del

Iocus de Ia apomixis, los llevó a proponer Ia idea que se trata de una región

específica de la aposporia (ASGR) (Ozias-Akins et al. 1998).

La posible causa de falta de recombinación en esa región fue discutida

por Ozias-Akins et al. (1998) a partir de diferentes mecanismos hipotéticos:

Uno podría ser que el Iocus de Ia apomixis estuviese ubicado en una región

centromérica o heterocromática, o inclusive en un minicromosoma que no se

aparea en la meiosis. No existen evidencias al respecto e inclusive en otras

especies como Brachian'a. mediante mapeo comparativo con maíz, se sugirió

que el locus de Ia apomixis estaría ubicado en una región telomérica (Pessino

et al. 1997). Otra posible explicación podría ser la localización en una inversión

heterocigota o en una región de ADN introducida de otra especie. Un entrecru­

zamiento (crossing over) en una inversión paracéntrica puede resultar en cro­

mátidas dicéntricas y acéntricas. que portan duplicaciones cromosómicas y de­

ficiencias respectivamente. con Io cual serían no viables. La tercera posibilidad

sería que la región específica de la aposporia sea un Iocus complejo controlado

por dos o más genes, los cuales son mantenidos como una unidad intacta, y

donde la recombinación está suprimida por algunos de los mecanismos men­

cionados anteriormente.

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

tamente Iigado a Ia apomixis en Pennisetum (Ozias-Akins et al. 1993), también
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Io fue en una población de 43 individuos segregantes de Brachían'a. EI mismo

fue ubicado en un mapa de la región a una distancia de 19 cM del Iocus de la

apomixis (Pessino et al. 1998). Por otro lado, el “primer”OPC-04 fue ensayado

sobre los progenitores y los BS y BAde una población segregante de la espe­

cie apomíctica cultivada Pennísetum ci/¡are (“buffe/grass'). En esta especie no

se detectó ninguna banda diferencial entre los progenitores sexuales y apomíc­

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

Tabla 13. Análisis de Ia prueba de bondad de ajuste (x2)para tres modelos posibles de herencia
de Ia apomixis en una población de 212 individuos segregantes. y para Ia segregación de dos
marcadores de RAPD ligados al carácter, en una población de 175 individuos.

ObservadoEsperado
Locus Modelo de herencia

Rango
(Apo:Sex)

Apomixis Tetrasómico, segrega- 13:15
ción cromatídica

Tetrasómico, segrega- 12:15
ción cromatídica, letali­
dad gamética (100% AA)

Tetrasómico, segrega- 6:15
ción cromatídica, letali­
dad gamética (100% AA
y 50% Aa)

Ni+

98

94

61

114

118

151

N¡+

56

56

N.­

156 34,7

27,9

0,49

p
(df =1)

< 0,001

< 0,001

0,49

UBC243
UBC259

Tetrasómico. segrega- 13:15
ción cromatídica

Tetrasómico, segrega- 12:15
ción cromatídica, letali­
dad gamética (100% AA)

Tetrasómico, segrega- 6:15
ción cromatídica, letali­
dad gamética (100% AA
y 50% A91

70

67

43

81

108

119

119

119

14,7

N¡= número de individuos; + y —_presencia y ausencia del carácter respectivamente

< 0,001

< 0.001

> 0.30
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7.2.2. Análisis de AFLP

La técnica de AFLP fue utilizada con el propósito de encontrar un mayor

número de marcadores asociados a la apomixis en P. notatum que nos permi­

tiese mapearlos en la población de tal manera de determinar si alrededor del

locus de la apomixis efectivamente hay una restricción a Ia recombinación co­

mo fue observado con los marcadores de RAPD. Los AFLP son marcadores

dominantes al igual que los RAPD y por Io tanto el nivel de información es limi­

tado. Sin embargo, su principal ventaja es la de ser altamente polimórficos y

reproducibles. Los polimorfismos que se obtienen son generalmente a nivel

nucleotídico y los mismos son detectados ya sea por un cambio de un nucleó­

tido en el sitio de reconocimiento de Ia enzima o en el sitio adyacente a la mis­

ma. Por otro lado, cambios estructurales tales como deleciones o inserciones

también afectan Ia presencia o el tamaño de los fragmentos de restricción, 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

utilizaciónfue aumentando año tras año, ya que es una herramienta importante

en el estudio de caracteres de importancia agronómica, en plantas y animales,

como así también en el desarrollo de mapas moleculares y la saturación de

regiones genómicas poco pobladas de marcadores.

En P. notatum se ensayaron 10 combinaciones de “primers” al azar Eco­

RI/Msel +3, con lo cual se logró evaluar alrededor de 690 Ioci diferentes. El

empleo de Ia técnica resultó ser eficaz y rápida para detectar polimorfismos

asociado al carácter. En primer lugar se observó 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 híbrido, obtenido ex­

perimentalmente en un cruzamiento entre dos genotipos apomícticos con fon­

dos (background) genéticos muy diferentes; mientras que el padre apomíctico

04117 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 polimórficos entre los grupos BS y BA. Solamente dos loci estuvieron

relacionados con la apomixis; mientras que los restantes segregaron en la po­

blación como independientes o no relacionados con el carácter. El análisis de

Iigamiento con 100 individuos de la progenie (50 sexuales y 50 apomícticos)

determinó que ambos loci únicamente estaban presentes en las plantas apo­

micticas. Ningún recombinante fue encontrado en el total de la población ensa­

yada al igual que lo obtenido con los dos marcadores de RAPD. Esto confirma

que los mismos están ligados en un 100 % al locus en fase de acoplamiento.

Los AFLP también fueron utilizados en Brachíaría, para identificar nuevos

marcadores ligados a la región responsable de la apomixis (Pessino et al.

1998), y en la determinación del control genético de Ia partenogénesis en Poa

pratensis (Barcaccia et al. 1998). En Brachíaría, los AFLP fueron utilizados para

encontrar marcadores adicionales más cercanos al Iocus de la apomixis que los

obtenidos previamente mediante el empleo de sondas de RFLP de maíz (Pes­

sino et al. 1997). EI empleo de siete combinaciones de “primers”PstI/MseI con

tres nucleótidos selectivos (+3), les permitió identificar dos fragmentos fuerte­

mente Iigados al Iocus de la apomixis. Los dos marcadores fueron ubicados en
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un mapa de Ia región a una distancia de 1 y 5 cM respectivamente a cada lado

del Iocus de Ia apomixis. Todos los marcadores que fueron encontrados aso­

ciadas a la apomixis en Ia población de 43 individuos segregantes de Brachia­

ria fueron mapeados a un lado u otro del Iocus, demostrando que en dicha re­

gión la recombinación se produce.

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

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

tres nucleótidos selectivos. Todos los marcadores de AFLP, como así también

uno de RAPD, fueron ubicados en un mapa de Ia región a cada lado del Iocus

de la partenogénesis (Barcaccia et al. 1998). Si bien en dicho trabajo se argu­

menta que por observaciones citoembriológicas la apomeiosis, el otro compo­

nente del proceso apomíctico. está estrictamente ligado a la partenogénesis y

por Io 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 observó recombinación 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 Pennísetum (Ozias-Akins et

al. 1998).
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7.1.4 Análisis de RFLP

Los marcadores de RFLP fueron utilizados con el propósito de encontrar

nuevos marcadores moleculares asociados a la apomixis en P. notatum que

nos permitan obtener una mayor información del Iocus responsable del carácter

y a su vez establecer la sintenia evolutiva con segmentos cromosómicos homó­

logos de otras gramíneas apomícticas y no apomícticas mediante estudios de

mapeo genómico comparativo.

En la actualidad, existen mapas genéticos de arroz y maíz altamente satu­

rados de marcadores de diferentes tipos: Morfológicos, lsoenzimáticos, RAPD,

AFLP, RFLP, STS, microsatélites, para todos los grupos de ligamiento.

EI análisis a partir de marcadores de RFLP requiere, como primera medi­

da, poder contar con una biblioteca de clones o sondas para Ia especie en es­

tudio. En general, estas sondas solamente están disponibles para las especies

de importancia económica como el arroz, maíz, tomate, trigo, soja, etc. Las

sondas pueden ser obtenidas de diferentes fuentes: 1) a través de fragmentos

de ADN genómico clonados al azar (genoteca o librería genómica); 2) a través

de Ia transcripción revertida de los ARN mensajeros (ARNm) del organismo en

estudio, generando una biblioteca de moléculas de ADN complementario (clo­

noteca o librería de ADNc); 3) a través de la amplificación por PCR de secuen­

cias conocidas utilizando “primers”específicos y 4) a través de Ia conversión 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

selección y utilizaciónde las sondas, es que sean de copia única o de bajo nú­
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mero de copia. Las sondas que poseen ADN repetitivo hibridan con varios

fragmentos en la membrana, Io cual impide poder analizarlas porque se obtiene

un patrón de “chorreado”. Esto impide el análisis de los Ioci y sus alelos, como

así también el análisis mendeliano. Los clones de ADNc en general son de co­

pia única y, por Io tanto, son más adecuados para el análisis. Existen genote­

cas enriquecidas con clones de copia única, lo cual favorecen su utilización.

Como en la actualidad aún no existen sondas homólogas para Ia mayoría de

las especies y en particular para Paspa/um u otra graminea apomíctica, se re­

currió a la utilización de sondas heterólogas, aprovechando el alto grado de

homología de las secuencias nucleotídicas de los genes y el alto grado de con­

servación de loa mapas genéticos de estos genes en especies

taxonómicamente relacionadas. Esta sintenia evolutiva existe también entre los

genomas de las especies de gramineas. Este fenómeno 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 diferían en cinco inversiones de brazos cromosómicos

(Bonierable et al. 1988; Tanksley et al. 1992). Posteriormente, también a partir

de mapeo comparativo entre diferentes especies de gramineas, principalmente

los cereales, se determinó la gran similitud que existe en Ia constitución 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 Ia similitud entre los genomas de las gramineas (Ahn y

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 gramíneas poseen aproximadamente los mismos genes

ordenados casi en el mismo orden. Las diferencias existentes entre las espe­

cies en Ios caracteres morfológicos y del comportamiento, se deben a variacio­

nes alélicas para un mismo gen o la adquisición de nuevas funciones codifica­

das por nuevos genes (Bennetzen y Freeling 1993). Este descubrimiento

permitió Ia utilización de sondas heterólogas entre las distintas especies de

gramíneas y Ia comparación entre los genomas de las mismas.

La utilizaciónde 73 clones de RFLP pertenecientes a tres genotecas dife­

rentes, una de maíz y dos de arroz, permitió realizar una amplia prospección de

todo el genoma de P. notatum. Para Ia elección de las genotecas se tuvieron

en cuenta los antecedentes previos existentes en el uso de las mismas en otras

especies apomícticas. Esto permite poder comparar los resultados obtenidos

con cada una de las especies. La genoteca de maíz utilizadaen este estudio es

la misma que Ia utilizada exitosamente en Ia identificación de marcadores mo­

leculares para apomixis en híbridos de Maíz-Tn'psacum (Leblanc et al. 1995) y

en Brachian'a (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

Ia apomixis en Brachian'a (Pessino et al. 1998). La genoteca perteneciente al

RGP (Japón) fue utilizada recientemente en la obtención de marcadores mole­

culares para apomixis en Paspalum simp/ex (Pupilli, comunicación personal).

De ésta última, 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 maíz y arroz utilizadas en este estudio, las de arroz

resultaron ser más informativas que las de maíz. Las sondas de arroz hibrida­

ron con el ADN de P. notatum en la mayoría de los casos (92%), revelando un

mayor número promedio de Ioci por sonda. Por otro lado, con las sondas de

arroz se obtuvo un mayor número de sondas polimórficas entre los padres

(54%) que con las de maíz (24%). A su vez, las sondas de arroz revelaron en

promedio un mayor número de Ioci para cada combinación sonda/enzima que

las de maíz, lo cual demuestra un mayor grado de homología 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 maíz solo fueron observados con algunas de las mismas. En gene­

ral, las enzimas EcoRI y HindIII fueron las más informativas con prácticamen­

te todas las sondas ensayadas. generando un mayor número de loci que las

demás; como así también la mayor parte de los polimorfismos obtenidos.

De todos los polimorfismos observados con los padres, solamente dos loci

Io fueron también con los grupos sexual y apomíctico. Los mismos fueron reve­

lados por la misma sonda (C1069) pero cada uno por separado con una enzi­

ma distinta (EcoRI y HindIII). EI análisis de segregación realizado sobre 132

individuos de la población (56 apomícticos y 76 sexuales) determinó que se

trataba de dos Ioci completamente ligados al locus de la apomixis. Ningún re­

combinante fue encontrado entre los individuos de los dos grupos. La totalidad
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de las plantas apomícticas obtenidas en la progenie F1 fueron ensayadas con

ambos loci. Ambos siempre estuvieron presentes en todos los individuos apo­

mícticos y ausentes en los sexuales. Las bandas segregaban como fragmentos

de restricción de dosis simple (SDRFs).

La detección y el análisis del Iigamiento en los poliploides es compleja y

requiere de un análisis preliminar para poder comprender el análisis de los re­

sultados obtenidos en P. notatum. Existen dos motivos principales que hacen

que el estudio del Iigamiento en los poliploides sea complicado: 1) Hay un nú­

mero grande de posibles genotipos para cada Iocus segregando en Ia pobla­

ción y estos genotipos no siempre pueden ser identificados fácilmente por su

patrón de bandas. En el caso de un tetraploide como P. notatum. existen cinco

genotipos diferentes (nuliplexo, simplexo, duplexo, triplexo y cuadruplexo); 2)

La constitución genómica (alopoliploidía versus autopoliploidía) en muchos po­

liploides no está determinada fehacientemente. Como ya se mencionó, en P.

notatum las referencias existentes, sobre la base de evidencias citoembriológi­

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 Ia segregación de fragmentos

de restricción de dosis simple (SDRFs). El análisis de los mismos requiere de­

terminar el tipo de poliploide del cual se trata (alopoliploide o autopoliploide), el

tamaño de la población y Ia probabilidad de Iigamiento. Ellos determinaron que

un tamaño promedio de 75 individuos es requerido para identificar un SDRFs



Vu. DISCUSIÓN 182

con un 98 % de nivel de confianza. Este tamaño de la población también es

adecuado para detectar y estimar ligamiento en fase de acoplamiento, tanto

para alopoliploidía como autopoliploidía; pero sin embargo, en fase de repul­

sión solamente puede ser detectado en los alopoliploides. Para determinar el

ligamiento en fase de repulsión en los autopoliploides, se requiere una pobla­

ción de más de 750 individuos. Para la detección de una alta frecuencia de

SDRFs en una población se requiere un padre con alto nivel de heterocigosi­

dad y otro con bajo nivel, de tal manera de incrementar la probabilidad de de­

tectar fragmentos polimórficos.

Un SDRF es un fragmento que segrega en las gametas de plantas hete­

rocigotas con una proporción de 1:1 (presenciazausencia). La autofecundación

de la misma planta producirá una progenie, en la cual una ‘74parte mostrará eI

fragmento y 1/4,no; mientras que al cruzar dos plantas, una que posee el frag­

mento y otra que no, solamente Ia mitad tendrá el fragmento. Un SDRF es con­

siderado equivalente a un alelo simplexo en los autopoliploides (herencia poli­

sómica) o a un alelo en un Iocus heterocigoto en un genoma diploide de un

alopoliploide (herencia disómica). El fenotipo de un marcador SDRF en una

progenie segregante representa los tipos de gametas de uno de los padres

más que los genotipos producto de la combinación de gametas de ambos pa­

dres, como es el caso de varios análisis de ligamiento de RFLP en diploides

(Sorrells 1992).

Aplicando los conceptos teóricos del análisis de ligamiento en plantas po­

lipIoides 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 Ia población como fragmentos de restricción

de dosis simple (SDRFs) para una constitución genotípica de los progenitores

de aaaa para Ia planta sexual F131 y Aaaa para Ia planta apomíctica Q4117,

considerando un control monogénico, con herencia tetrasómica y apomixis do­

minante. De acuerdo al concepto de SDRF los dos fragmentos presentes en el

padre apomíctico deberían segregar en la progenie en una proporción de

1aaz1Aa. Es decir, que de los 132 individuos que fueron ensayados para am­

bos fragmentos, Ia mitad aproximadamente debería recibir el fragmento con el

alelo para apomixis y la otra mitad, no. Esto es visualizado en un film de una

membrana hibridada, como 1/2de los individuos con Ia banda presente y 1/2sin

Ia banda. Sin embargo, esta segregación no fue observada, ya que solamente

56 individuos recibieron Ia banda y 76 no Ia recibieron. Esta distorsión en las

proporciones esperadas puede ser explicada por la existencia de algún meca­

nismo modificador, como puede ser un sistema letal asociado al alelo dominan­

te A para apomixis, que provoque la existencia de una mayor proporción de

individuos sin el fragmento. Si esto fuera cierto, y suponiendo que la Ietalidad

se produjese a nivel gamético, tanto en gametas homocigotas (AA)como hete­

rocigotas (Aa), se debería obtener una mayor proporción de gametas de tipo aa

que no portarían el alelo para apomixis. Si tenemos en cuenta estas considera­

ciones y sobre Ia base del análisis hecho precedentemente con Ia segregación

fenotípica observada en el cruzamiento sexual X apomíctico y la segregación

de los otros marcadores ligados al carácter (RAPD y AFLP), podemos asumir
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que el genotipo de Ia madre sexual F131 debería ser aaaa; mientras que el pa­

dre apomíctico Q4117 debería ser Aaaa. Si la Ietalidad se produjese en game­

tas portadoras del alelo para apomixis o en determinadas combinaciones geno­

típicas apomícticas. las proporciones deberían desviarse de Ia esperada para

un cruzamiento de aaaa X Aaaa. Esto puede ser visualizado en la segregación

de las Figuras 17 y 18. La sonda C1069 revela dos fragmentos tanto para Eco­

RI (Figura 17) como para HíndIII (Figura 18). Un fragmento. el de menor tama­

ño en Ia Figura 17 y el de mayor tamaño en Ia Figura 18, está presente en to­

dos los individuos de la población (sexuales y apomícticos); mientras que el

otro fragmento solamente está presente en las plantas apomícticas. La

interpretación de estos resultados es que, si Ia apomixis y Ia sexualidad son

formas alélicas de un mismo gen, la banda que observamos que está presente

en todos los individuos, podría ser el alelo a, el cual es portado tanto por los

genotipos sexuales (aaaa) como por los apomícticos heterocigotas (Aaaa,

AAaa, AAAa); mientras que la banda que está presente únicamente en los

individuos apomícticos, sería el alelo respectivo A específico de las plantas

apomícticas (Figura 17 y 18). Si consideramos que la madre posee un genotipo

aaaa, solamente producirá un tipo de gametas (aa). Por su parte, si el padre

posee el genotipo Aaaa. producirá dos clases de gametas (Aa y aa), en una

proporción de 1/zy 1/2respectivamente, para una segregación cromosómica, y

de 1AA:12Aa:15aa para una segregación cromatídica. Si el último caso fuera el

considerado, teniendo en cuenta que P. notatum es un autotetraploide con un

alto grado de formación de cuadrivalentes, las proporciones fenotípicas espe­
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rables serían aproximadamente de 13 apomícticos y 15 sexuales; mientras que

a nivel molecular sería de 13 individuos portadores de la banda (A_) y 15 sin la

banda. Sin embargo, en la segregación fenotípica hemos observado una pro­

porción de 2,821 entre sexuales y apomícticas y en la parte molecular 56 indivi­

duos apomícticos fueron portadores de Ia banda y 76 sexuales no. Por lo tanto.

esta distorsión observada en la segregación tanto en Ia parte fenotípica como

molecular solamente puede ser explicada por un sistema letal asociado al alelo

de Ia apomixis.

La distorsión en la segregación ya fue observada en otras especies de

gramíneas apomícticas, tales como en retrocruzas diplospóricas de Maíz­

Tn'psacum (Grimanelli et al. 1998), en retrocruzas de Pennisetum (Ozias-Akins

et al. 1993, 1998) y en un trabajo reciente en híbridos F1 de Paspalum simplex

(Pupilli, comunicación personal). En la primera especie se realizaron varias ge­

neraciones de retrocruzas a partir de un cruzamiento entre maíz diploide (2 =

2x = 20) y Tn'psacum dacty/oides tetraploide (2n = 4x = 72). En una progenie F1

de 42 individuos se obtuvo una segregación de 23 plantas diplospóricas y 29

sexuales. Esta segregación no difiere de 1:1 para un modelo monogénico y con

apomixis dominante (Leblanc et al. 1995). Sin embargo, el análisis de la segre­

gación observado en dos generaciones de retrocruzas (BCzy BC4),obtenidas a

partir de la anterior población híbrida, difiere de un modelo herencia Mendelia­

na simple con segregación 1:1 (Grimanelli et al. 1998). Las distintas generacio­

nes de retrocruzas fueron obtenidas a partir del cruzamiento de híbridos F1

apomícticos macho estériles como madre y plantas de maíz como dador de
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polen. En la segunda generación de retrocruzas (BCz)obtuvieron una segrega­

ción de 16:1 entre plantas sexuales y apomícticas. Grimanelli et al. (1998) ex­

plicaron que la fuerte distorsión observada en favor de las plantas sexuales, se

podría deber a la eliminación del segmento responsable de la apomixis en di­

chas generaciones. Para explicar como funciona este mecanismo, propusieron

Ia existencia de un sistema letal parecido al propuesto por Nogler (1984b) para

Ranunculus. con dos variantes de acuerdo a que el factor letal actúe en confl­

guración cis (esté en el mismo cromosoma que el alelo para apomixis) o en

trans (sobre el cromosoma homólogo). 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 actúa en cis y es incompletamente penetrante, sola­

mente se obtendrían plantas sexuales; mientras que si el mismo actúa en trans

y también existe penetrancia incompleta, se produciría una autoeliminación del

factor letal, por Io tanto el segmento que controla la apomixis segregaría al azar

en la próxima generación. Esta última posibilidad fue considerada como la más

probable explicación de la distorsión de Ia segregación observada en Ia pobla­

ción BCz. La distorsión observada en segregación fenotípica también fue en­

contrada en los marcadores moleculares ligados a Ia diplosporia en las retro­

cruzas apomícticas. Los fragmentos obtenidos con los clones de maíz csu68 y

umc28 ligados a Ia apomixis en BC; demostró que los mismos co-segregan

con las plantas apomícticas y están ausentes en las sexuales.
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En Ia gramínea apospórica Pennisetum, Ozias-Akins et al. (1998) también

observaron una distorsión en las proporciones fenotípicas 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 apomíctico de P.

squamulatum (2n = 6x = 54) se obtuvo una F1de 397 individuos, de los cuales

235 resultaron ser de reproducción sexual y 162 apomícticos. Esta proporción

se aleja de la esperada 1:1 para un modelo de herencia monogénico y segre­

gación cromosómica (x2 = 13,42, P = <0,001) y de 15:13 (SzA) para una

segregación cromatídica (x2 = 4,90, P = 0,03). Sin embargo, pudo ser colocada

bajo un modelo de segregación cromatídica y con Ietaiidad gamética (xz = 2,00,

P = 0,16). La falta de recombinación alrededor del locus de Ia apomixis y la

parcial hemicigosis que fue detectada con algunas sondas obtenidas a partir de

los fragmentos especificos de la apomixis, los llevó a designar a dicha región,

como específica de las plantas apospóricas. Las posibles causas de la falta de

recombinación ya fueron discutidas en el punto 7.2.2 donde se analizó los re­

sultados obtenidos con RAPD.

Los dos fragmentos ligados 100 % a la apomixis en P. notatum fueron

obtenidos con la sonda C1069 Ia cual mapea en la región telomérica del brazo

largo dei cromosoma 12 de arroz. No se encontró ningún otro polimorfismo en­

tre BS y BA que pudiese estar relacionado con la región responsable de Ia

aposporia. Todas las demás bandas que fueron polimórficas entre los padres Io

fueron monomórficas entre BS y BA. Algunos polimorfismos entre los padres

fueron ensayados con 30 individuos de la población para determinar su patrón
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de segregación. Dos Ioci segregaron como SDRFs en una proporción cercana

a 1:1 y fueron independientes del sistema de reproducción. Un Iocus segregó

en una proporción cercana a 5:1 tal cual es la característica de los fragmentos

de restricción de dosis doble (DDRFs). Este tipo de segregación es esperable

para plantas autotetraploides como es el caso de P. notatum. Por último, un

Iocus polimórfico entre los padres segregó en forma distorsionada en los 30

individuos ensayados, sin poder atribuírsele a un SDRF o DDRF. Si bien Ia

muestra que se utilizó para determinar el patrón de segregación es pequeña,

esta misma observación fue obtenida en P. símp/ex mediante análisis de se­

gregación de 30 fragmentos presentes en el padre apomíctico y ausentes en la

madre sexual (Pupilli. comunicación personal). En ese trabajo se observó que

21 fragmentos segregaban como SDRFs, 3 como DDRFs y 6 fragmentos tuvie­

ron una segregación 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

estaría demostrando que la distorsión en la segregación observada en los mar­

cadores ligados al Iocus de la apomixis, también es producida en otras regio­

nes del genoma que no necesariamente están relacionadas con dicho carácter.

El hecho que ninguna otra sonda de arroz y maíz fuera encontrada aso­

ciada a la apomixis en P. notatum indica que el carácter está ubicado en un

Iocus simple y que un área bien definida de un cromosoma es Ia responsable

de la expresión de Ia aposporia. Para determinar el área específica del cromo­

soma 12 de arroz que está 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 Io largo de todo el grupo de Iigamiento. Con

ninguna de tales sondas pudo observarse fragmentos que estuviesen relacio­

nados con la aposporia o inclusive que fuesen polimórficos entre los padres.

Inclusive con algunas sondas, como R1684 y C449 que mapean a 9.3 y 24.3

CMde C1069, no se pudo detectar ningún fragmento homeólogo a P. notatum.

De todas las sondas del cromosoma 12 ensayadas, C1709 es la que mapea

más cerca (5,9 CM)de C1069 y tampoco está relacionada con el Iocus de la

apomixis. Esto demuestra que probablemente Ia región relacionada con Ia

apomixis en arroz es mucho más específica que la que fue encontrada en P.

simp/ex. En dicha especie, con la sonda 0901 se encontraron dos fragmentos

que estaban ligados 100 % en fase de acoplamiento con el Iocus de Ia apo­

mixis. También las sondas C1069 y C454 detectaron fragmentos ligados com­

pletamente al carácter. Estas dos últimas sondas mapean en la misma posición

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 región del locus de la apomixis en P. símp/ex, 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 Ia misma región del Iocus de la apomixis a una distancia de

11,4 cM (Pupilli, comunicación personal). La utilización de una nueva serie de

sondas del grupo 12 de arroz le permitió a Pupilli encontrar otras dos sondas

(R1759 y C996A) completamente ligadas a Ia apomixis y que mapean entre
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C1069 y C901. El área total del cromosoma 12 de arroz que está relacionada a

Ia apomixis en P. simplex abarca 12,2 cM. En los 5 marcadores que fueron en­

contrados ligados a Ia apomixis en P. simplex no se observó ningún evento de

recombinación en las 87 plantas utilizadas en el análisis. Estos resultados son

coincidentes con los obtenidos en este estudio con P. notatum. como así tam­

bién lo observado en Pennísetum (Ozias-Akins et al. 1998) y en híbridos de

Maíz-Tn'psacum dactyloides (Grimanelli et al. 1998b). La falta de recombinación

puede ser atribuida a Ia localización del Iocus de Ia apomixis en regiones cen­

troméricas o en otras regiones heterocromáticas dentro del cromosoma donde

se sabe que Ia recombinación es baja (Wu y Tanksley 1993). Sin embargo, el

mapeo comparativo hecho mediante sondas de maíz en Brachian'a y Tn'psa­

cum, y de maíz y arroz en P. simplex y P. notatum, revelaron que el Iocus de Ia

apomixis posee una localización telomérica en los respectivos segmentos

homeólogos de maíz y arroz. En Brachian'a las sondas relacionadas a Ia apo­

mixis mapean en el extremo distal del brazo largo del cromosoma 5 de maíz,

en Tn'psacum por su parte Io 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 recombinación

en estas especies puede deberse al hecho que los segmentos teloméricos

homólogos de maíz y arroz hayan sido introducidos durante la especiación de

las respectivas especies mediante una traslocación y se hayan ubicados en

regiones centroméricas u otras heterocromáticas. Moore et al. (1995a) planteó

Ia hipótesis de que Ia relación de sintenia que existe entre las especies de

gramíneas en la composición y ordenamiento de los genes, se debe a que
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míneas en Ia composición y ordenamiento de los genes, se debe a que todas

evolucionaron a partir de un ancestro común, 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 están relacio­

nados a los de arroz, observamos que Ia 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 Paspa/um que porta el locus para la apomixis.

Los resultados obtenidos en diferentes especies de gramíneas apospóri­

cas y diplospóricas mediante análisis molecular. sugieren que Ia apomixis po­

dría estar controlada por un grupo (cluster) de Ioci ligados. La falta de recombi­

nación alrededor del Iocus de la apomixis sería importante para mantener la

herencia del carácter y evitar la dispersión de un grupo de genes que están

acoplados en su función (Grimanelli et al. 1998a). El mapeo comparativo, reali­

zado mediante los Iociasociados a Ia diplosporia en la población segregante de

Maíz-Tripsacum tetraploide, entre el citotipo diploide y tetraploide de Trípsacum

y el segmento de maíz relacionado con Ia diplosporia, reveló que las mismas

sondas detectaron los mismos grupos de Iigamiento en ambos niveles de pIoi­

día de Trípsacum. Sin embargo, a nivel diploide se observó que la recombina­

ción se produce dentro del grupo de Iigamiento, a diferencia del nivel tetraploi­

de (Grimanelli et al. 1998a).
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Las diferencias encontradas entre los resultados coincidentes de Pennise­

tum squamu/atum. Tn'psacum, P. simp/ex y P. notatum con los de Brachian'a y

Pennisetum ci/¡arepudieron deberse a errores operacionales que condujeron a

una mala clasificación del sistema reproductivo. como así también al tamaño de

las poblaciones utilizadas en el análisis. El mapeo comparativo realizado entre

algunas especies apomícticas y gramíneas sexuales como maíz y arroz, de­

mostró que Ia aposporia y la diplosporia involucran regiones genómicas distin­

tas. La diplosporia en Tn'psacum fue vinculada con marcadores que mapean en

el cromosoma 6 de maíz, mientras que Ia aposporia en Brachían‘aestá relacio­

nada con marcadores ubicados en el cromosoma 5 de maíz y segmentos ge­

nómicos de los cromosomas 2 y 3 de arroz. Por otro lado, en Paspa/um los da­

tos obtenidos en este estudio y los aportados por Pupiili (comunicación perso­

nal) en otra especie del género. coinciden en que los marcadores del grupo 12

de arroz son los que están relacionados con Ia aposporia. Esta es una nueva

región que no había sido anteriormente relacionada a Ia aposporia con ninguna

otra especie. Si bien a simple vista se podría pensar que se trata de regiones

diferentes involucradas en ambos procesos apomícticos, es muy prematuro

afirmarlo ya que se necesitan mayores evidencias. De acuerdo a Savidan

(2000) la utilizaciónde una serie de sondas en común entre todas las especies

apomícticas que están siendo estudiadas permitirá obtener información que

nos permita poder comparar los dos principales procesos como son Ia apospo­

ria y Ia diplosporia. Todavía 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 análisis en conjunto de los resultados obtenidos mediante el análisis

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 carácter monogénico. con herencia tetrasómica y

dominancia sobre Ia sexualidad, pero bajo Ia influencia de algún factor o

factores que modifican Ia segregación en progenies originadas de cruzamientos

sexuales X apomícticos.

2) La identificación de 6 marcadores moleculares completamente ligados

a Ia reproducción apomíctica sin Ia presencia de ningún individuo

recombinante, indica que se trata de una región genómica donde

probablemente la recombinación está reprimida por algún mecanismo aún no

determinado.

3) El análisis mediante marcadores de RFLP, a partir de sondas

heterólogas. permitió detectar una homología entre el Iocus de la apomixis y Ia

región telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de arroz. Esta región

nunca había sido relacionada con Ia apomixis en otra especie.

Los aportes realizados en este estudio contribuyen al conocimiento sobre

el sistema de reproducción apomíctica en las gramíneas en general y en

particular en Paspalum, donde hasta ahora no se había realizado ningún otro

trabajo similar. Este estudio fue el primer paso de un objetivo mayor, que es Ia

identificación de los factores responsables del carácter, para luego poder ser

aislados, caracterizados molecularmente y finalmente ser transferido a aquellos
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cultivos de importancia económica. Por otro lado. los marcadores moleculares

detectados en P. notatum, podrán ser utilizados inmediatamente en la

selección de individuos apomícticos superiores en programas de mejoramiento

de Ia especie, como así también en otros estudios como puede ser la

determinación del grado de conservación de tales regiones genómicas en las

distintas especies apomícticas dentro del género.

Ing. Agr. Eric J. Martínez Dr. H. Esteban Hopp Ing. Agr. Camilo L. uarin
Directorde Tesis Co-director de Tesis
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A partir de Ia secuenciación de uno de los fragmentos de RAPD (UBC243)

ligado completamente a la apomixis en P. notatum se realizó una búsqueda de

homología con secuencias nucleotídicas y secuencias proteicas existentes en

la siguiente base de datos de Internet: www.ncbi.nlm.nih.qov/blast/blast.cgi Las

secuencias encontradas dieron valores muy bajos de homología con el

fragmento UBCZ43 por Io tanto no pudo ser relacionado a ninguna secuencia

nucleotídica ni proteica conocida.

Por otra parte. a partir de Ia detección de la sonda de arroz C1069 que

mapea en el cromosoma 12 de arroz, se realizó una busca de genes de función

conocida y proteínas que pudiesen tener algún tipo de relación con el proceso

apomíctico y que estén ubicadas en el cromosoma 12. En Ia base de datos de

arroz ubicada en el sitio: httgzllshigenlab.nig.ac.¡p/rice/og¿zabase se

encontraron algunas isoenzimas como Acp1, Acp2, Acp3 y Sdh1, genes

relacionado con Ia esterilidad en los híbridos S15(S10) y S17(t), peroxidasas

como Pox2, y algunos otros genes relacionados con características

morfológicas y enfermedades del arroz. También se encontró un gen

relacionado con el desarrollo del gametofito (ga13) que podría ser de particular

interés. Por su parte, en el sitio :

httgzllrggdnaaffrc. go.¡p/publicdata/geneticmapQS/chr1 2pre. html

se encontraron varias proteínas de diferentes organismos que tienen

homología con secuencias de los marcadores de arroz que mapean en el

cromosoma 12. De particular interés es un transposón de maíz (transposon

MuDR) que tiene homología con la secuencia del marcador C1069 y un factor
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de la iniciación de la transducción de la subunidad 2 gamma de Sacchamm

que tiene homología con marcadores de arroz que mapean a 3.6 cM de C1069.

En un futuro trabajo se podrá establecer si algunos de estos genes o

proteínas pueden ser potenciales candidatos a cumplir algún rol en el proceso

apomíctico.
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