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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AFLP: “Amplified Fragment Length Polymorphism”. Polimorfismos en la longitud de los

fragmentos amplificados.

BLAST: “Basic Local Alignment Search Tool”. Programa de busqueda de secuencias en bases

de datos que se basa en similitud de secuencias.

Buffer: Solucion reguladora, amortiguadora o tampdén, que permite controlar la concentracion
libre de un determinado componente a pesar de un cambio en su concentracion total (por
ejemplo, pH).

cDNA: “DNA copy”. Acido desoxirribonucleico copia, ADNc (a partir de ARN mensajero).

cDNA-AFLP: “cDNA Amplified Fragment Length Polymorphism”. Polimorfismos en el largo de
los fragmentos amplificados a partir de ADN copia.

CDPK: Proteina Quinasa Dependiente de Calcio (del inglés, Calcium-dependent Protein

Kinase).

DETDFs: “Differential Expression Transcript Derived Fragments”. Fragmentos derivados de

transcriptos de expresion diferencial.

dNTPs: Desoxinucléotidos trifosofato.

e-value: Medida de la significancia estadistica de cada alineamiento obtenido al interrogar la
base de datos con una secuencia aleatoria. Indica la probabilidad de que los alineamientos

obtenidos sean al azar, a menor valor mas significativo es el alineamiento.

EDTA: Acido etilendiamino-tetracético.



EST: “Expressed Sequence Tag”. Etiquetas de secuencias expresadas.

H,O4: Agua destilada.

g: Fuerza centrifuga, medida intuitiva de aceleracion.

n: Niumero cromosomico haploide de una especie.

2n: Numero cromosémico diploide de una especie.

NBE: Numero de balance endospérmico.

Nfd 1-9: “Nuclear Fusion Defective”. Fusidn nuclear defectuosa.

SGR: “Seed Growth Rate”. Tasa de crecimiento de la semilla.

TAE: Tris-acido acético-EDTA.

Taq polimerasa: Enzima polimerizante del ADN obtenida de Thermus aquaticus.

TBE: Tris-acido borico-EDTA.

TDF: “Transcript Derived Fragments”. Fragmentos derivados de transcriptos.

x: NUmero cromosomico basico de una especie.

U: Unidades (del inglés, Units).

Mg: Microgramos (10°° g).

pl: Microlitro (107 ).




RESUMEN

IDENTIFICACION DE GENES INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DEL ENDOSPERMO
EN Paspalum notatum Fliggé

Paspalum notatum es una especie utilizada como modelo en estudios de genética
reproductiva vegetal. El citotipo diploide es sexual y autoincompatible; mientras que los
poliploides son apomicticos, pseudégamos y autofértiles. La formacion del endospermo en
individuos apomicticos no depende del aporte gendémico 2:1 (materno:paterno), tipico de las
plantas sexuales y de la mayoria de las angiospermas.

El desarrollo del endospermo es un aspecto crucial en la perspectiva de incorporar el
caracter apomixis a los cereales, ya que estos cultivos no producen granos si esa relacion
2m:1p se desvia. Esto haria posible la fijacion, el mantenimiento y la multiplicacion por semillas
de genotipos de interés.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el transcriptoma durante la formacion de
semillas provenientes de plantas apomicticas y sexuales de P. notatum. Se realizaron
cruzamientos de plantas con distintos niveles de ploidia a fin de generar un amplio rango de
contribuciones gendmicas materna:paterna en el endospermo, tanto en genotipos apomicticos
como sexuales.

El ARN fue extraido de ovarios 24 horas después de la polinizacion y se analiz6 la
expresion génica utilizando la metodologia de cDNA-AFLP. Segun observaciones al
microscopio de los ovarios polinizados, 24 h después de la polinizacion ya se produjeron varias
divisiones celulares, tanto en el embrién como en el endospermo y es antes del colapso por
aborto post cigético encontrado en estudios previos.

A partir de geles de poliacrilamida, fueron aisladas bandas que mostraron expresion
diferencial en los distintos cruzamientos comparados. Se obtuvieron las secuencias de 91
transcriptos, pero por su buena calidad fueron 49 las que se compararon con otras de funcion
conocida disponibles en bases de datos. De acuerdo a la identidad que presentaron, fueron
clasificadas en 11 categorias funcionales. Un 15% de los transcriptos correspondieron a
procesos de transduccion de sefiales; 6% al metabolismo y procesos de obtencién de energia;
4% a mantenimiento de la estructura celular, transcripcion, division y crecimiento celular. Una
minoria, 2% pertenecié a procesos de defensa frente a enfermedades, sintesis de proteinas,
transportadores y transporte intracelular. Finalmente, el 53% fue incluido en la categoria

desconocido.



Los resultados alcanzados a partir del empleo de la metodologia utilizada (cDNA-AFLP)
permitié aislar bandas de expresion diferencial entre distintos cruzamientos y el relevamiento
del transcriptoma permitid identificar genes diferencialmente expresados durante las primeras
fases en el desarrollo del endospermo, en relacion a la poliploidia y a la apomixis.

La mayoria de los transcriptos se clasificaron como participantes de rutas de
transduccién de sefales, lo que podria estar indicando que una o mas sefiales extracelulares
detectadas por receptores son las que desencadenan respuestas en el desarrollo del
endospermo y, por consiguiente, en la produccién de semillas.

Otro porcentaje importante de los transcriptos pertenecieron a categorias funcionales de
vias metabdlicas, procesos energéticos y mantenimiento de la estructura celular. Puede
predecirse asi, que un numero importante de los mismos intervienen en el metabolismo y
transporte de aminoacidos, en la organizacion de la pared celular y del citoesqueleto. Estos
procesos desempefian papeles fundamentales durante la divisién celular activa que se produce
en la fase inicial de desarrollo de la semilla. Especialmente, el citoesqueleto es un factor clave
para la via de desarrollo de endospermo en cereales. Existe la posibilidad de que los transcritos
detectados en esta etapa estén involucrados en la acumulacién de reservas preparando para la
formacién de endospermo.

Se encontraron transcriptos en ovarios de madres sexuales, donde no se esperaba
semilla (NBE distinto 2:1), con secuencias muy similares a genes que producian falla en la
fusion de los ndcleos polares durante la megagametogénesis; acumulacion de CDPK en
semillas inmaduras relacionado a la biosintesis de productos de almacenamiento. Ambos
procesos podrian estar involucrados en el éxito o el fracaso del desarrollo del endospermo y la
produccion de semillas en P. notatum.

Uno de los DETDFs proveniente de ovarios derivados de madres apomicticas, implicado
en el metabolismo de la sacarosa (enzima SUS1) durante la fase de acumulacién masiva de
almidén y de hexosas en el endospermo, podria estar relacionado a la insensibilidad al NBE.

El estudio llevado a cabo permitié identificar transcriptos potencialmente relacionados
con el éxito o el fracaso del desarrollo del endospermo. Esto contribuirda a comprender el
mecanismo por el cual este sistema genera semillas independientemente de la estricta relacion

gendémica materna y paterna (2m:1p) presente en la mayoria de las especies de gramineas.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF GENES ASSOCIATED WITH THE DEVELOPMENT OF ENDOSPERM
IN Paspalum notatum Fligge.

The seed developmental process involves various tissues with several ploidy levels and
different genetic origins. The hypothesis of endosperm balance number (EBN) postulates that
each species has an effective number that is important for normal endosperm and seed
development to occur. The EBN insensitivity observed in apomictic plants might be a
requirement for the spread of pseudogamous apomixis. Crosses using several cytotypes of P.
notatum were made in order to induce the development of seeds with different maternal/paternal
genomic ratios in the endosperm. A transcriptome characterization of ovaries 24 hours after
pollination was performed using cDNA-AFLP methodology.

One of the 49 differentially expressed transcript-derived fragments (DETDFs) were
specifically found in crosses in which apomictic plants were used as the female parent and
presented a predicted m:p ratio that was different to the 2:1 requirement of the EBN. This
transcript was predicted to be involved in sucrose metabolism (enzyme SUS1) during the
massive accumulation of hexose and starch in the endosperm and might be related to NBE
insensitivity in P. notatum.

No seeds were produced in crosses in which sexual plants were used as the female
parent and the predicted m:p ratio was different to the 2:1.In this case, two interesting
transcripts were found. One of them was similar to a gene associated to the fusion of the polar
nuclei during megagametogenesis and the second DETDF presented high similarity with
a Calcium-dependent Protein Kinase (CDPK)that regulates the accumulation of storage
products in immature seeds of specie. Both processes might be involved in the success or

failure of endosperm development and seed production in P. notatum.
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1- INTRODUCCION

La formacion de semillas es un proceso clave en el ciclo de vida de las plantas con
flores. Su desarrollo inicia con el evento de doble fecundacién, uno de los gametos masculinos
fertiliza el 6évulo y el otro a la célula central binucleada. Esto conduce al desarrollo coordinado
del embrion y del endospermo, dentro del saco embrionario, que esta rodeado por capas de
células nucelares y tegumentos formados por tejidos somaticos de origen materno (Chaudhury
et al., 2001; Berger y Chaudhury, 2009). En el proceso, intervienen diversos tejidos con varios
niveles de ploidia y diferentes origenes genéticos, por lo que su caracterizacion a nivel del
transcriptoma es sin duda un reto (Chaudhury et al., 2001).

Durante la reproduccidon sexual, una célula madre de la megaspora se diferencia
iniciando la megasporogénesis, generando una reduccion meidtica para producir cuatro
megasporas haploides, de las que degeneran tres de las cuatro formadas. La megéaspora
sobreviviente sufre megagametogénesis, que implica tres rondas de mitosis sin citocinesis
generando un sincito de ocho ndcleos. Eventos posteriores de diferenciacion celular resultan en
la formacion de un gametofito femenino maduro (saco embrionario) que contiene un 6vulo, dos
sinérgidas, tres antipodas y una célula central con dos nucleos (Koltunow et al., 2013).

La apomixis hace referencia a una forma de reproduccién asexual a través de semillas,
gue origina progenies genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler, 1984). Este tipo de
reproduccion fue descripto en mas de 400 especies pertenecientes a 35 familias diferentes de
angiospermas. A pesar de su amplia distribucion en las plantas con flores, la apomixis esta
presente soOlo en algunas especies de interés agronémico, que incluyen a un grupo de
gramineas forrajeras, a la mandioca, la manzana, los citrus, el mango y las fresas (Dwivedi et
al., 2010).

Nogler (1984) ha dividido los mecanismos de la apomixis, de acuerdo al origen de los
embriones asexuales, en dos categorias: la ruta esporofitica y la ruta gametofitica. En la
primera, los embriones se originan directamente a partir de células de la nucela o de los
tegumentos del évulo, sin que se forme un saco embrionario (Koltunow et al., 1995).
Comunmente se forman embriones somaticos (esporofitos) multiples que comparten el ovario
junto con el embrion de origen sexual y utilizan su endospermo para desarrollarse (Koltunow,
1993). La segunda ruta resulta en la formacion de un gametofito femenino diploide,
cromosomicamente no reducido, ya que no ocurre la meiosis (procesos agrupados bajo el

término apomeiosis). En dicho mecanismo, el embrién se desarrolla a partir de la o6sfera en
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ausencia de fecundacion, proceso llamado partenogénesis (Koltunow et al.,, 2013). La
apomeiosis deriva en lo conocido como diplosporia y aposporia, segun el tipo de célula
precursora que origina el saco embrionario no reducido. En la diplosporia, la célula madre de la
megaspora no reduce su contenido cromosomico y es la que da origen al saco embrionario. En
cambio, en la aposporia, el desarrollo del gametofito femenino se inicia a partir de una célula de
la nucela (Koltunow et al.,, 2013), observandose la formacién de uno o varios sacos
embrionarios no-reducidos, conteniendo una célula huevo, las sinérgidas, nucleos polares y
pueden o no poseer antipodas.

La apomixis gametofitica ha sido mas profundamente estudiada que la esporofitica,
especificamente por ser el tipo presente en las gramineas, donde muchas especies son de
valor agronémico (Ozias-Akins y Van Dijk, 2007). Por otra parte, la apomixis gametofitica esta
casi siempre asociada a la poliploidia. Varios grupos de investigacion han dejado importantes
contribuciones al conocimiento de la biologia y herencia de la apomixis en distintas especies
(revisado en Ozias-Akins y van Dijk, 2007; Tucker y Koltunow, 2009; Pupilli y Barcaccia, 2012).

Actualmente, se considera que este tipo de reproduccién ha evolucionado como un
sistema alternativo a la sexualidad, a través de las vias de desarrollo del ovario (Grimanelli et
al., 2001). Se especula que la via apomictica no funciona en forma completamente
independiente de la sexual, ya que los genes que la controlan podrian no ser genes distintos,
sino genes que exhiben una regulacion alterada con respecto a la presente en los genotipos
sexuales (Ozias-Akins y Van Dijk, 2007).

1.1 La especie en estudio

Paspalum notatum Fliiggé, conocido como pasto horqueta o bahiagrass (en inglés), es
una graminea rizomatosa perenne. Pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideas,
tribu Paspaleae, subtribu Paspalineae y comprende 310 especies de origen americano
(Morrone et al., 2012).

Se destaca por su tolerancia a suelos infértiles, sequia, calor, resistencia a insectos y
enfermedades, y por la supresion de nematodos (Zhang et al., 2007). Es una de las especies
econdmicamente mas importantes de este género, principalmente por su uso como forraje y su
utilidad como césped (Blount y Acufia, 2009).

Paspalum notatum es una especie utilizada como modelo en estudios de genética
reproductiva vegetal. Una de las caracteristicas mas importantes es su modo de reproduccion,

que puede ser tanto sexual como apomictico. La especie es multiploide incluyendo un citotipo
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diploide y varios poliploides: triploide (3x), tetraploide (4x), pentaploide (5x), hexaploide (6x) y
octoploide (8x).

Aproximadamente el 98% de los poliploides son tetraploides, siendo excepcionales los
triploides y pentaploides (Tischler y Burson, 1995; Pozzobon y Valls, 1997). El citotipo
tetraploide (2n=4x=40) (Burton, 1948; Bashaw et al., 1970) es el més frecuente y ampliamente
distribuido.

Estudios filogenéticos y citogenéticos demostraron que la especie esta caracterizada
por un numero basico de cromosomas de x=10, que varian desde el citotipo diploide
(2n=2x=20) sexual y autoincompatible (Burton, 1955) a los poliploides apomicticos,
pseuddgamos y autofértiles (Burton, 1948).

En esta especie, la aposporia es heredada como un gen Mendeliano simple y
dominante, con segregacién distorsionada (Martinez et al., 2001). Este caracter se encuentra en
una region gendmica caracterizada por la supresion de la recombinacién y el apareamiento
cromosémico preferencial (Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004; 2007).

Luego de ser introducida accidentalmente a principios del siglo veinte en Florida, hoy es
una de las forrajeras cultivadas mas importantes de los estados del golfo, en el sur de los
Estados Unidos. Las poblaciones diploides naturales son poco frecuentes y estan restringidas a
los suelos sueltos de los margenes de los rios Uruguay, Parand, afluentes y planicies arenosas
de las islas del rio Parana (Gates et al., 2004).

La apomixis en P. notatum incluye la formacién de sacos embrionarios no reducidos, a
partir de células de la nucela (aposporia), el desarrollo partenogenético de embriones, y el
desarrollo del endospermo después de la fertilizacion de los nucleos polares (pseudogamia)
(Martinez et al., 2001; 2003). En los tetraploides, la formacién del endospermo (pseudégamo)
requiere de la fecundacién de los nucleos polares (Burton, 1948; Quarin, 1999) no reducidos (2n
+ 2n) por un nucleo espermatico reducido (n) produciendo una relacion genémica 4:1
materna:paterna (m:p) diferente de la relacion en las angiospermas sexuales (Grimanelli et al.,
1997). Se ha demostrado experimentalmente que el desarrollo del endospermo en los
tetraploides es indiferente a cambios en esa relacion. La produccion de semilla, con embrion y
endospermo, se produjo independientemente de la variacion desde 2:1 hasta 8:1 en el aporte
gendémico materno:paterno (Quarin, 1999).

Se han generado genotipos tetraploides sexuales, por tratamiento de semillas y tejidos
cultivados de callos diploides (2n=2x=20), con procedimientos para duplicacion cromosomica

(Forbes y Burton, 1961; Quarin et al., 2001; Quesenberry et al., 2010). Los cruzamientos entre
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genotipos tetraploides sexuales inducidos, utilizados como progenitores femeninos, y genotipos
tetraploides apomicticos, usados como donantes de polen (normal y reducido), convergieron en
una amplia variabilidad genética de los rasgos de importancia agrondémica entre los hibridos
resultantes (Acufia et al., 2009).

1.2 La apomixis y el mejoramiento de las especies vegetales

La perspectiva de clonar genotipos hibridos posee un gran potencial debido a la
creciente comercializacion en los distintos cultivos y al enorme costo que representa la
generaciéon anual de la semilla. Esta estrategia, valida tanto para los cultivos aldgamos, como el
maiz y el girasol, como para los autégamos, como el arroz y el algodén, seria de importante
ayuda para productores agropecuarios de paises en desarrollo, permitiendo sostener altos
rendimientos afio tras afio utilizando parte de las semillas cosechadas por ellos mismos (Sin
perdidas debidas a la segregacion).

Permitiria la supervivencia y la fijacion de la progenie de toda cruza que no pueda ser
propagada sexualmente (Spillane et al., 2004). Es decir, hibridos interespecificos e
intergenéricos que no pueden perpetuarse por desérdenes cromosdmicos via sexualidad,
serian fértiles por la via apomictica.

Podria ser sencillo mantener lineas puras sin necesidad de aislamiento fisico,
simplificando los programas de mejoramiento de hibridos, mediante la eliminacion de la
necesidad de lineas restauradoras y mantenedoras (Spillane et al., 2004). Esto es debido a la
falta de fecundacion de la oosfera, que mantiene al embriébn con una constitucién génica
idéntica a la madre (clonacion a través de semillas).

Se estima que la transferencia de la apomixis a los cultivos de mayor importancia
mundial produciria un enorme impacto en la agricultura ya que posibilitaria la fijacion de
combinaciones hibridas, su mantenimiento y multiplicacién por semillas (Vielle-Calzada et al.,
1996; Dwivedi et al., 2010). Un andlisis econdmico que considera el acceso libre a la tecnologia
y el traspaso del caracter solamente al arroz, con una relativa modesta tasa de aceptacion por
parte de los productores, prevé un beneficio econémico global de alrededor de 4 billones de
dolares anuales (McMeniman y Lubulwa, 1997).

Permitiria reproducir por semillas algunas especies que actualmente se propagan por
métodos vegetativos, proporcionando una baja en los costos y un aumento en los rendimientos.

Un ejemplo, de esto estaria dado por las semillas de papa. El uso de tubérculos como mate-
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riales de siembra desvia alrededor del 10% de la cosecha mundial de papa de uso alimentario
gue es destinado a la siembra. Aunque los sistemas de semillas de papas han encontrado
algunos problemas (por ejemplo, bajas tasas de germinacion, tubérculos no uniformes y
aumento de las necesidades de riego), también hay ejemplos de gran éxito. Es por ello que la
tecnologia de la apomixis podria hacer la siembra de semillas de papas una opcion mas
atractiva para los criadores y cultivadores de la misma. Los beneficios relacionados con la
propagacion de la tecnologia de la apomixis podria beneficiar a los productores de papa en
aproximadamente 3.2 millones de délares al afio (Vielle-Calzada et al., 1996; Spillane et al.,
2004)

Otra ventaja es que se facilitaria la tecnologia de transgénicos, ya que una vez
introducido un transgen en un fondo genético apomictico, no seria necesario realizar
retrocruzas para que sea heredado de manera uniforme por la progenie. Simplificaria la técnica
de transgénesis ya que una planta transgénica apomictica fijaria inmediatamente el nuevo
caracter y se convertiria en un cultivar luego de su multiplicacién.

Basicamente, existirian tres tipos de procedimientos para transferir la apomixis a
especies sexuales: (i) la hibridacion interespecifica entre una planta sexual y un pariente
silvestre apomictico, (i) la transformacion genética de -cultivares sexuales con genes
considerados disparadores del caracter y (iii) la iniciacion de la expresién de la apomixis por
experimentos de bloqueo de genes (mutagénesis).

La primera estrategia para transferir la apomixis al maiz fue propuesta hace mas de 35
afios atras por D. F. Petrov (Petrov et al., 1979), basado en cruzamientos intergenéricos entre
maices tetraploides y Tripsacum dactiloydes L. (una especie apomictica diplospérica).

Los hibridos apomicticos obtenidos fueron retrocruzados con el maiz a fin de recuperar
el genoma completo de esta especie. Estos trabajos fueron realizados en parte por el Dr. B.
Kindiger en Oklahoma, EEUU (Kindiger et al., 1996) e intentos similares estuvieron a cargo del
Dr. Y. Savidan en Méjico (en el IRD - CIMMYT) (Savidan, 2000).

El principal inconveniente de este sistema es que al recuperar el genoma de maiz, los
hibridos obtenidos resultaron completamente macho estériles, asociado a hibridos con algun
grado de reproduccion sexual. Esto impidié avanzar con la recuperacion del genoma de maiz,
representando un cuello de botella importante para esta metodologia (Savidan, 2000).

Una dificultad adicional consiste en la condicién estricta de que se cumpla la relacién
gendémica 2 materna: 1 paterna necesaria para desarrollar el endospermo en maiz, que impide

la formacién de semilla en los hibridos (Savidan, 2000) (objeto de nuestro estudio). Esto se
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debe a que la mayoria de las angiospermas, tienen un nimero de balance efectivo que debe
mantener la relacion 2:1 para que ocurra el desarrollo normal del endospermo y de la semilla
(Johnston et al., 1980).

Al centrarse la apomixis en tres procesos: apomeiosis, partenogénesis y la formacion del
endospermo, deberia, en teoria, ser posible desarrollar conjuntos de transgenes que disparen
cada uno de estos elementos y combinarlos para generar plantas apomicticas a partir de
plantas sexuales (Pupilli y Barcaccia, 2012).

1.3 Laimportancia de comprender el desarrollo del endospermo

El desarrollo del endospermo es una parte esencial en la formacion de la semilla. Es
considerado uno de los componentes fundamentales del éxito evolutivo de las angiospermas.
Desempefia un papel vital en el ciclo de transferencia de nutrientes de la planta madre a la
progenie (Brown y Lemmon, 2007).

El endospermo es el tejido de acumulacion de reservas y de hormonas necesarias para
la regulacién del crecimiento del embrion (Olsen, 1998). Otros roles, incluyen el mantenimiento
de un alto potencial osmético alrededor del embrién y brindar soporte mecanico durante las
primeras etapas del desarrollo (Lopes y Larkins, 1993). También, es el tejido en donde ocurre el
imprinting de genes y donde se detectan aberraciones cromosdmicas, evitando asi una
inversion indtil de energia en la produccion de semillas no viables (Gehring et al., 2004).

Se han postulado dos hipétesis acerca del origen del endospermo. La primera postula
gue se originé a partir de un embrién “altruista” que asumio el rol de proveer nutricion a otro
embrién localizado en la misma semilla. La segunda, plantea que el endospermo surgié como
resultado del desarrollo extendido del megagametofito, el cual se supone que fue promovido
como consecuencia de la fecundacioén de la célula central por un nucleo espermético (Friedman,
1994; 1998).

Estudios realizados en Arabidopsis y en cebada indicaron que las etapas basicas del
desarrollo del endospermo estdn conservadas tanto en mono como en dicotiledéneas
(Chaudhury et al., 2001). Es posible diferenciar al menos cuatro fases (en este proceso) para
ambas especies estudiadas: sincitio, celularizacion, diferenciacion y muerte (Berger, 1999).

En Arabidopsis, las mutaciones en los genes HAIKU (IKU) provocan una disminucion en

el tamafo del endospermo y eventualmente, en el tamafo del embrion y de la semilla (Garcia et
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al., 2003). Los genes HAIKU (IKU2) y MINISEED3 (MINI3) codifican para una quinasa rica en
repeticiones de leucina y para un factor de transcripcion del tipo WRKY, respectivamente (Luo
et al., 2005). Estos genes se expresan en el endospermo inmediatamente después de
producida la fecundacion. El menor tamafo del endospermo observado en las mutantes IKU se
ve acompafnado de una disminucion de la elongacion celular de los tegumentos, indicando una
comunicacion entre estos dos componentes de la semilla, que son genéticamente distintos
(Garcia et al., 2005). Sin embargo, el mecanismo de la comunicacién entre el endospermo y los
tegumentos no ha sido aun dilucidado.

Estudios realizados en zanahoria y en maiz indican que el endospermo es una fuente de
sefales involucradas en la embriogénesis (Opsahl-Ferstad et al., 1997; Van Hengel et al., 1998)
y gue hay interacciones entre el embrién y el endospermo. El mecanismo por el cual el embrién
ajusta su grado de proliferacion celular al espacio disponible (como lo que se observé en las
mutantes IKU) no se ha comprendido hasta el presente. Esta observacién brind6 evidencias de
la existencia de una comunicacién desde el endospermo hacia el embrién. La existencia de
sefales desde el embrion hacia el endospermo fue revelada mediante el analisis de una
mutante de una gquinasa dependiente de ciclinas, cdc2a (Nowack et al., 2006). En las mutantes
heterocigotas cdkal, el 50% de los granos de polen contienen un Unico nicleo esperméatico que
fecunda exclusivamente a la ovocélula. Se observé un efecto dramético como consecuencia del
desarrollo del embrion, ya que el mismo dispard divisiones nucleares de la célula central
iniciando el desarrollo del endospermo (Nowack et al., 2006). Este proceso en semillas cdka;1,
se detiene luego de unos pocos ciclos de division celular, mientras que se vio que el embrion
evoluciona hasta el estadio gtlobular de desarrollo. Las semillas obtenidas son pequefias por no
producirse la expansion de los tegumentos. Estas observaciones brindan evidencias del rol
esencial que tiene el endospermo comparado con el efecto relativamente limitado que ejerce el
embrion sobre el control del tamafio de la semilla.

Es actualmente aceptado que la mayoria de las angiospermas requieren un determinado
balance de las contribuciones gendmicas maternas y paternas para el éxito en el desarrollo del
endospermo. La teoria del numero de balance endospérmico (NBE) postula que cada especie
tiene un numero de contribuciones efectiva que debe mantener la relacion 2:1 (genoma
materno: genoma paterno) para que se origine el endospermo y la semilla (Johnston et al.,
1980).

La forma méas comin de desarrollo del endospermo en especies apomicticas de las

familias Rosaceae y Poaceae es la pseudogamia. Se han descripto dos casos, en el primero la
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polinizacion y la fecundacion actian como un disparador del desarrollo del embrion por
partenogénesis (Asker y Jerling, 1992). En el segundo, el origen del embribn comienza
previamente, independiente a la polinizacion y fertilizacion de la célula central, pero la
fecundacion es necesaria para el desarrollo del endospermo y la viabilidad de las semillas
(Chaudhury et al., 2001).

Poca atencién consiguié el estudio del desarrollo del endospermo en plantas
apomicticas pseuddégamas como P. notatum. La formacion del endospermo requiere de la
fecundacion de dos nucleos polares no reducidos (2n+2n) por un nucleo espermatico reducido
(n) produciendo una relacién genomica diferente de 2:1 (observada en angiospermas sexuales)
(Grimanelli et al., 1997).Se cree que debe haber ocurrido una adaptacion en la relacion éptima
de genomas parentales para la formacién del endospermo en plantas apomicticas (Nogler,
1984).

En algunos casos, esta no es necesaria porque la conformacién del saco aposporico
contiene ya una adaptacién que le permite a una planta apomictica conservar esa relaciéon 2:1.
Es el caso de Panicum maximum Jacq, donde el saco embrionario apospérico tiene un solo
nacleo polar no reducido (2n) en su célula central. EI embrién evoluciona por partenogénesis a
partir de la ovocélula no reducida (2n) y el endospermo por fecundacién del Unico nucleo polar
(2n) con un nacleo espermatico reducido (n). De esta manera, se mantiene la relacion 2:1 del
aporte materno/paterno en la formacién del endospermo, al igual que en un proceso sexual
(Chen et al., 2002).

En general, en las especies de Paspalum debe existir otro tipo de adecuacion puesto
que los sacos embrionarios aposporicos son binucleados y los dos nulcleos polares son no-
reducidos (2n), en ellas la produccion de semilla con embrién y endospermo, se produce
independientemente de la variacién en la relacion genémica 2:1 (Quarin, 1999). En efecto, las
plantas 4x apomicticas producen semillas independientemente del nivel de ploidia del gameto
masculino. Sin embargo, si la madre es tetraploide y de reproduccién sexual, la relacion 2m:1p
parece ser indispensable para el desarrollo del endospermo, y por ende de la semilla. Esto hace
suponer que la adaptacion proviene de la parte femenina y no por parte de un tipo de imprinting
relacionado a genes portados por el gameto masculino (Quarin, 1999).

La caracterizacion a nivel molecular del proceso de formacion de la semilla representa
un desafio, dado que involucra el estudio de la expresion génica en tejidos con distintos niveles
de ploidia y con origenes genéticos diferentes (Chaudhury et al., 2001). La comprension del

proceso de formacion del endospermo es un aspecto crucial en la perspectiva de incorporar la
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apomixis a otras especies. Se ha invertido una enorme cantidad de recursos para identificar los
genes involucrados en la formacion del embrion clonal en distintas especies apomicticas. Sin
embargo, fueron realizados muy pocos estudios tendientes a entender el desarrollo del
endospermo en estos sistemas y no se dispone de informacién acerca de la expresion
diferencial de genes relacionados al desarrollo del endospermo en plantas apomicticas

naturales.

En esta investigacion, la metodologia utilizada fue cDNA-AFLP debido a que se ajusta a
los objetivos planteados, es una técnica eficiente y confiable para identificar ARNm expresados
diferencialmente. El desarrollo del endospermo en apomicticas pseudogamas de Paspalum es
aun desconocido. La caracteristica mas ventajosa de esta técnica es que no requiere
previamente ninguna informacion de la secuencia, caracterizando la tecnologia como un
sistema abierto en comparacioén con sistemas de expresion cerrados, tales como los chips de
ADN o Microarrays. La etapa de amplificacion selectiva usando combinaciones de cebadores
con un numero variable de nucleétidos selectivos, produce patrones de bandas reproducibles,
nitidas y discretas. Otras ventajas significativas son los costos de inicio relativamente bajos y su
alta especificidad (Vuylsteke et al., 2007), ajustandose a los recursos y equipamiento con que
disponiamos para la realizacion de este trabajo. Entre sus limitaciones principales encontramos
gue es una técnica laboriosa y requiere mucho tiempo, pero se ha logrado llevar a cabo dentro

de los plazos de la Maestria.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

Caracterizar el transcriptoma durante la formacion de semillas provenientes de plantas
apomicticas y sexuales de Paspalum notatum, con particular énfasis en la identificacion de
genes de expresion diferencial asociados al desarrollo del endospermo en genotipos sexuales y
apomicticos. Los resultados que se obtengan aportardn conocimientos para comprender el
mecanismo por el cual este sistema genera semillas independientemente de la estricta relacion

gendémica materna y paterna (2m:1p) presente en la mayoria de las especies de gramineas.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1) Realizar cruzamientos entre genotipos de P. notatum tetraploides sexuales de
origen experimental, tetraploides apomicticos naturales y diploides naturales, a fin de generar
diferentes relaciones gendmicas esperadas en el endospermo por vias sexual y apomictica.

2.2.2) Efectuar un andlisis del transcriptoma 24 horas luego de producida la polinizacion,
en ovarios provenientes de plantas apomicticas y sexuales, para identificar genes de expresion
diferencial.

2.2.3) Comparar los patrones de expresion génica del endospermo para las diferentes
contribuciones gendémicas maternas:paternas esperadas (NBE) y determinar la secuencia de los

genes diferencialmente expresados.
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Hipotesis:

Existen diferencias de expresion en el transcriptoma de ovarios de plantas apomicticas y
sexuales, en el momento de la polinizacién y luego de las primeras horas, etapa en la que se

observa el inicio del desarrollo del endospermo en sacos embrionarios.
Prediccion:

La aplicacion de técnicas de relevamiento del transcriptoma permitird identificar genes
diferencialmente expresados en las primeras fases de formacién y desarrollo de semillas; como
asi también, a la elucidacion de las bases moleculares involucradas en el desarrollo del

endospermo, en relacion a la poliploidia y a la apomixis.
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Vegetal

Tabla 1. Se utilizaron los genotipos que se detallan, con el fin de generar diferentes relaciones
esperadas en el endospermo por las vias sexual y apomictica.

. Modo de .
Accesion | Germoplasma reproduccion Origen
H398 2x=20 Sexual Empedrado, Corrientes, Argentina

Ann Blount, University of Florida, North
Tifton 9 2x=20 Sexual Florida Research and Education Center,
Marianna FL, USA.

04084-8 2%=20 Sexual Paoblacion d|pl0|deAsexua_I, Cayasté, Santa Fe,
rgentina.

Sexual de origen experimental proveniente de
C4-2x 2x=20 Sexual una poblacion diploide sexual de la localidad
de Cayastd, Santa Fe (Quarin et al., 2001).

04117 Ax=40 Apomictico Rio Grande do Suzl,ogrla)lsn (Martinez et al.,

Q3775 4x=40 Apomictico Tamaulipas, México (Martinez et al., 2001).

Hibrido proveniente del cruzamiento entre
_ Q3664 (4x sexual, Tifton, USA) x Q3853
Q4188 Ax=40 Sexual (Capivari, Rio Grande do Sul, Brasil) (Quarin
et al., 2003).

Sexual inducido mediante el tratamiento con

C4-4x Ax=40 Sexual colchicina de una planta proveniente de una

poblacion diploide sexual, Cayasta, Santa Fe,
Argentina (Quarin et al., 2001).

_ - Hibrido BIII obtenido por fertilizacion 2n+n de
Q4308 6x=60 Apomictico Q4023 (4x apomictico).
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3.2 Cruzamientos

Los cruzamientos (Tabla 2) fueron llevados a cabo en el Instituto de Botanica del
Noreste, IBONE-CONICET-UNNE Corrientes, en donde se dispone de una de las colecciones

de germoplasma mas importantes del mundo para el género Paspalum.

En la fase de floracion (Figura 1a), se realizo la emasculacion de las plantas madres
eliminando las anteras en camara humeda (Burton, 1948). Por otro lado, insertando la
inflorescencia en un sobre de papel sulfito (especificamente disefiado para polinizaciéon) y
dando golpecitos suaves se juntd el polen de la planta macho. Luego, se introdujo la
inflorescencia de la planta madre en el sobre, previamente emasculada, y se procedi6 a la

polinizacién con el polen recolectado del progenitor masculino (Figura 1b).

Figura 1. Cruzamientos en P. notatum. a) Planta que se utilizard& como hembra previo a la
emasculacion. b) Polinizacién de la madre previamente emasculada con polen del progenitor

masculino.

Disecciones bajo lupa, permitieron aislar un minimo de 20 ovarios por cada cruzamiento,
24 h después de producida la polinizacion, y se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido. Se extrajo el ARN total a partir de los ovarios polinizados de los cruzamientos indicados
en la Tabla 1 utilizando el kit “SV Total RNA Isolation Kit” (Promega), segun las instrucciones
del fabricante. La calidad y cantidad del ARN extraido fue medido espectrofotométricamente en
un equipo Perkin-Elmer Lambda Bio+, midiendo absorbancia (Abs) a 260 nm. La pureza de las
muestras se control6 evaluando la relacion de Abs260nm/Abs280nm. La integridad del ARN se
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estim6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % (m/v) corridos a 60 mA, en TBE
0,5%.

3.3 Andlisis del transcriptoma

Fue empleada la técnica de cDNA-AFLP (Vuylsteke et al., 2007; Xiao et al., 2009).

S ARAAARAAARA S
e TITTITITTITIITTT
Sintesis de ADNc (cDNA) | I I ' | Oligo dT
PEEe———————— con biotina
Digestion con primera enzima de restriccion '

Captura extremo 3’

e m|
_Y_l.

Digestidon con segunda enzima de restriccion

Ligacién de adaptadores '

== |
Preamplificacion v

—CT

q
Amplificacién selectiva *

——CN/TN

\

Electroforesis

Figura 2. Esquema de la técnica de cDNA-AFLP.

Sintesis de la primera hebra de ADNCc, reaccion de retro transcripcion:

Se realizé la transcripcion reversa del ARNm de P. notatum con la enzima Superscript ||
Reverse Trascriptase (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion se llevo

a cabo en un volumen final de 20 pl en donde se incorporaron 10 ng de oligo (dT) 12-18 (1 pl),
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80 ng de ARN total, 1 pl de dNTP (10 mM). Fue incubado a 65°C durante 5 min y llevado
rapidamente a una conservadora con hielo (cambio brusco de temperatura).

A continuacion, se agregaron 4pl de solucion reguladora 5X First-Strand (Invitrogen) y 2
pl de DTT (0,1 M), luego de homogeneizar la mezcla fue llevado a 42°C durante 2 min. Se
adicionaron 200 U de Superscript Il RT (Invitrogen), mezclando suavemente con pipeta e
incubado a 42°C durante 2 h.

La enzima se inactivo calentando a 70°C durante 15 min. El ADN copia sintetizado fue

conservado a -20°C.

Sintesis de la segunda hebra de ADNCc:

Fue preparada la mezcla para la sintesis de la segunda hebra, con 16 ul de solucién
reguladora; 3 pl de dNTPs 10 mM; 2,5 ul de la enzima DNA polimerasa | (10 Upl™, Invitrogen);
0,16 pl de ribonucleasa H (10 Upl™, Ambion); 118 pl de agua destilada por cada muestra a
procesar. Se agrego0 a la solucion de sintesis de la primera hebra (20 pl), dando un total de 160
ul, llevado a termociclador por 1 h a 12°C y luego a 22°C por 1 h.

Posteriormente, se utilizo el kit “Nucleo Spin Extract II” (Macherey_Nagel) para purificar
el ADNc. Se agregaron 320 ul del buffer NT a los 160 pl de la solucion de la segunda hebra con
la pipeta en la columna del kit y se centrifug6 a 11000 g durante 1 min. Descartando lo que pas6
a través del filtro, la columna fue transferida a un tubo limpio y se agregaron 600 pl de NT3,
centrifugando a 11000 g por 1 min, descartando nuevamente lo que pasé por el filtro de la
columna. Finalmente, fue centrifugado a 10000 g durante 2 min. Transferida la columna a un
tubo limpio, se agregaron 30 pl buffer NE (elucién), esto fue incubado a temperatura ambiente

durante 1 min y centrifugado a 11000 g por 1 min.

Corte con la primera enzima de restriccion:

A 20 pl de la solucion de ADNc purificada agregamos 1 pl de la enzima de restriccion
CViA Il (5 Upl™", New England Biolabs) y 4 pl de solucién reguladora 4 NEB 10X, incubado a 25
°C durante 2 h.

Continué la purificacion de los fragmentos digeridos con el kit “Streptavidin
MagneSphere Paramagnetic Particles” (Promega). Se preparé la solucion reguladora para el
lavado de las perlitas magnéticas: 40 ml NaCl 5 M; 2 ml 1 M Tris-HCI pH=8; 400 ul EDTA 0,5 M
pH=8; 2 ml Triton x-100; para producir 100 ml de buffer 2X STEX. Fueron usados 100 ug de
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perlitas magnéticas por cada muestra a una concentracion de 1 pg/ul y efectuados 3 lavados
con 200 pl del buffer 2X STEX cada uno. Finalmente, se resuspendieron las perlitas magnéticas
en 40 ul del buffer 2X STEX y se agreg6 a cada muestra de ADNc, incubando 30 minutos con
agitacion. Dado que para la sintesis del ADNc utilizamos un cebador oligo dT biotinilado, la
biotina se unié a la estreptavidina de las perlitas magnéticas, recuperando los fragmentos que
contenian el oligo dT.

Colocados los tubos en el separador magnético, el sobrenadante del corte con la
primera enzima de restriccion fue descartado con micropipeta. Luego, retirados de la estructura
magnética, se agregaron 100 ul de buffer 1X STEX transfiriéndose cada solucién a un tubo
limpio. Puestos nuevamente en el separador, se descarté el sobrenadante y se continu6 hasta
llegar a cuatro lavados. Por ultimo, fueron agregados 30 pl de TE a cada muestra y se

colocaron en tubos estériles.

Corte con la segunda enzima de restriccion:

Se agregaron 10 ul de la mezcla de segunda digestion [4 ul de buffer 10X; 4 pl de Taq|
(20 Upl™, New England Biolabs); 2 pl de agua destilada] a los 30 pl anteriores y se incubé a
65°C durante 2 h. Luego, fueron colectadas las perlitas usando el separador magnético. El
sobrenadante, conteniendo los fragmentos de ADNc digeridos con ambas enzimas de

restriccion, fue llevado a un tubo limpio.

Ligacion de adaptadores:

Continué la ligacion de los adaptadores Taql y CviAll segun Vuylsteke et al. (2007). A los
40 ul se le agregaron 5 pl de buffer ligasa 10X; 1 pl de adaptador Tagl (50pmolul™); 3 ul de
adaptador CviAll (5pmolul™) y 1 pl de T4 DNA ligasa, dando un volumen final de 50 pl. Se
incubé toda la noche a 4°C.

Preamplificacién:

Fue usado como molde 1 ul de solucién de ADNCc ligado a los adaptadores de cada
muestra. La reaccién de pre-amplificacion se llevd a cabo en 20 pl de volumen final
conteniendo: 4 ul de buffer 5X; 0,4 ul de cebador para preamplificacion Tagl (10 uM); 0,4 ul de
cebador para preamplificacion CviAll (10 uM); 0,4 pl de dNTPs (10 mM cada uno), 13,6 pul de
agua destilada y 0,2 pl de la enzima GoTagq ADN polimerasa (5 Uul®, Promega). Las
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condiciones de amplificacion fueron: 5 min a 95°C; 30 seg a 94°C, 30 seg a 55°C y 1 min a
72°C (30 ciclos) y 10 min a 72°C.

Amplificacion Selectiva:

Los productos de la pre-amplificacién se diluyeron 1/3, usdndose 1 pl como molde en
cada una de las reacciones de amplificacion selectiva con 16 combinaciones de cebadores (un
nucledtido selectivo cada uno). La amplificacion fue hecha en 10 pl de volumen final,
conteniendo: 2 pl de buffer 5X; 6,2 ul de agua destilada; 0,2 ul de cebador para amplificacion
selectiva Tagl (10uM); 0,2 ul de cebador para amplificacion selectiva CviAll (10uM); 0,2 ul de
dNTPs (10mM cada uno) y 0,2 pl de la enzima GoTag ADN polimerasa (5 Upl™*, Promega). Las
condiciones de amplificacién fueron: 5 min a 95°C; 30 seg a 94°C, 30 seg a 65°C (bajando
0,7°C cada ciclo) ,1 min a 72°C (12 ciclos); 30 seg a 94°C; 30 seg a 55°C y 1 min a 72°C (30
ciclos) y 10 min a 72°C.

Electroforesis:

Se compararon los perfiles de amplificacion de ovarios polinizados derivados de
genotipos apomicticos y sexuales en geles de poliacrilamida, buscando identificar transcriptos
de expresion diferencial en endospermos con distintas combinaciones gendmicas
matera/paterna (Tabla 2).

Los productos de las amplificaciones selectivas fueron analizados en geles de secuencia
de poliacrilamida 6 % m/v en condiciones desnaturalizantes (acrilamida/bisacrilamida 19:1, urea
7,5 M). La electroforesis se realiz6 en una cuba vertical utilizando TBE 0,5X y 1X en los
reservorios superior e inferior, respectivamente, pre-corriendo durante 1 h a 60 W de potencia,
sembrando las muestras previamente desnaturalizadas a 94°C por 5 min. La separacién de las
bandas se produjo corriendo a 60 W de potencia, durante aproximadamente 2 h, procediendo a
la deteccion de las bandas mediante tincion con AgNOs. Brevemente, en la primera fase de la
deteccidn, se fijo el gel en acido acético 10 % v/v. Luego de realizar tres lavados de 3 min con
H.Oq4 se sumergio el gel en nitrato de plata 0,1 % m/v y formaldehido 0,055 % v/v durante 30
min. Posteriormente, un lavado de 10 seg en H,Oq4, incubando en la solucién de revelado fria
(carbonato de sodio 3 % m/v; formaldehido 0,055 % v/v y tiosulfato de sodio 0,002 % m/v) hasta
la aparicion de bandas (aproximadamente 5 min, dependiendo de la temperatura de la solucion

de revelado). La reaccién de revelado fue detenida por la adicién de 1 | de solucion de fijacion
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(4cido acético 10 % v/v). Finalmente, se lavé el gel en H,O4 durante al menos 20 minutos para

eliminar los restos de las soluciones utilizadas en la deteccion.

3.4 Aislamiento de bandas de interés

Las bandas que en geles de acrilamida mostraron los polimorfismos deseados fueron
aisladas, re-amplificadas y enviadas a secuenciar a MacroGen Inc. (Corea). Las seleccionadas
para ser secuenciadas, se cortaron con un bisturi, a partir del gel de poliacrilamida previamente
humedecido con H,Oq4 e incubadas en 30 pl de solucién reguladora de elucion (acetato de
amonio 0,5 M y EDTA 1 mM, pH=8) a 37°C durante 16 h. Extraido el sobrenadante, fueron
conservadas a -20°C.

3.5 Amplificacion de bandas de interés

Un total de 107 bandas, incluidos los controles (bandas que mostraron patrones de
expresion monomorficos en los cruzamientos analizados), fueron amplificadas en un volumen
de 50 pl, utilizando 1 pl como molde y las mismas condiciones descriptas para la amplificacion
selectiva.

Para evaluar la calidad de las muestras re-amplificadas, se corrieron en geles de
agarosa (1% m/v en TBE 0,5X) tefiidos con SYBR SAFE (Invitrogen), sembrando un marcador
de peso molecular (100 bp Quick-load, New Englads Biolabs) para corroborar el tamafio.

3.6 Analisis bioinformatico de secuencias

Las secuencias y cromatogramas provistos por Macrogen Inc. (Corea) fueron analizados
con el programa Sequencher versién 4.1.4 (demo). Las correspondientes a los cebadores
especificos fueron detectadas y eliminadas. Las secuencias de longitud menor a 50 pb no
fueron incluidas. Los andlisis de similitud se realizaron utilizando el programa BLAST 2.2.25 del

sitio del NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Las busquedas fueron confinadas a las

especies de plantas (plants taxid: 3193) indagando en las siguientes bases de datos: Expressed
Sequence Tags (EST) BLASTn y secuencias proteicas no redundantes (nr) BLASTX. Se
compar6 la similitud con el genoma de Arabidopsis thaliana (Linnaeus) Heynhold, mediante la
herramienta TAIR BLASTp 2.2.8 del sitio Arabidopsis Information Resource
(http://www.arabidopsis.org/Blast/).
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4- RESULTADOS

4.1 Cruzamientos Realizados:

Tabla 2. Cruzamientos entre genotipos sexuales y apomicticos de P. notatum para obtener

distintas contribuciones maternas:paternas en el endospemo.

Progenitor
femenino Polinizador Embrién* Endospermo* | m:p*| Semilla | Cédigo*
H398 (2x S) 4x (2n+0) 9x (2n+2n+n) 8:1 Si 4
Q3775 (4x A) 4x (2n+0) 10x (2n+2n+n) | 4:1 Si 3
Q4117 (4x A) C4-4x (4x S) 4x (2n+0) 10x (2n+2n+n) | 4:1 Si 7
Q4308 (6x A) 4x (2n+0) 11x (2n+2n+n) | 8:3 Si 8
H398 (2x S) 3x (n+n) 5x (n+n+n) 4:1 No 1
Q4188 (4xS) 53775 (ax A) | 4x (n+n) 6x (n+n+n) | 2:1 Si 2
C4-4x (4x S) | Q4084-8(2x S) 3x (n+n) 5x (n+n+n) 4:1 No 6
C4-2x (2x S) | Tifton 9 (2x S) 2x (n+n) 3x (n+n+n) 2:1 Si 9
Q3775 (4x A) | Q4117 (4x A) 4x (2n+0) 10x (2n+2n+n) | 4:1 Si 5

*Relacion materna:paterna esperada
'Nombre simple para hacer referencia al tipo de cruzamiento realizado, fue utilizado durante el proceso
de investigacion, sobre todo en la rotulacion de tubos de cada muestra.

Con el fin de caracterizar el transcriptoma al inicio de la embriogénesis y la formacion de
semillas, se realizaron cruzamientos de varias razas de P. notatum, obteniendo una gran
diversidad de relaciones gendmicas (m;p) en el endospermo por via sexual y apomictica.

Los genotipos utilizados difieren en niveles de ploidia y modos de reproduccién (Tabla 2).

Resultados de las contribuciones maternas:paternas en embrién y endospermo
Cdbdigo 1: Q4188 (4x S) x H398 (2x S)

El embridn se desarrolla a partir de una ovocélula reducida (n) con una constituciéon 2x
(reduccién meiética), mas el aporte del gametofito masculino (n). El resultado es un embrion 3x,
debido a un aporte materno 2x: paterno x (n + n).

El endospermo se desarrolla a partir de una célula central binucleada reducida (n + n) con una
constitucion 4x (2x + 2x) mas la contribucion del gametofito masculino reducido de un diploide,
1x. El resultado es un endospermo 5x (n + n + n), debido a un aporte materno 4x: paterno 1x.
Por lo tanto la relacién m:p en el endospermo es 4:1.

En este caso, no es eperable la produccion de semillas ya que el ovario proviene de una

hembra sexual y el NBE es diferente a 2m:1p.
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Cddigo 2: Q4188 (4x S) x Q3775 (4x S)

El embrién se desarrolla a partir de una ovocélula reducida (n) con una constitucién 2x
(reduccién meidtica), mas el aporte del gametofito masculino (n) 2x. El resultado es un embridn
4x, debido a un aporte materno 2x : paterno 2x (n + n).

El endospermo se desarrolla a partir de una célula central binucleada reducida (n + n) con una
constitucion 4x (2x + 2x) mas la contribucion del gametofito masculino reducido (n) de un
tetraploide, 2x. El resultado es un endospermo 6x (n + n + n), debido a un aporte materno 4x:
paterno 2x. Por lo tanto la relacion m:p en el endospermo es 4:2, es decir 2:1.

En este caso, es esperable la produccion de semillas ya que el ovario proviene de una hembra

sexual y el NBE es 2m:1p.

Caodigo 3: Q4117 (4x A) x Q3775 (4x A)

El embridn se desarrolla por partenogénesis a partir de una ovocélula no reducida (2n)
con una constitucion 4x (idéntica a la madre, ausencia de reduccién meiética), sin aporte del
gametofito masculino (ausencia de fecundacion). El resultado es un embrion 4x, debido a un
aporte materno 2n: paterno 0 (2n + 0).

El endospermo se desarrolla por pseudogamia a partir de una célula central binucleada no
reducida (2n + 2n) con una constitucién 8x (4x + 4x) mas la contribucion del gametofito
masculino 2x (n, normal y reducido). El endospermo es 10x (2n + 2n + n), aporte materno 8x:
paterno 2x. Por tanto la relacién m:p en el endospermo es (8:2) 4:1.

Se espera produccién de semillas, ya que la hembra es apomictica y producen semillas

independientemente de variaciones en la relacién m:p 2:1.

Cabdigo 4: Q4117 (4x A) x H398 (2x S)

El embrion se desarrolla a partir de una ovocélula no reducida (2n) con una constitucion
4x (idéntica a la madre, ausencia de reduccién meidtica), sin aporte del gametofito masculino
(ausencia de fecundacion). El resultado es un embrion por partenogénesis 4x, consecuencia de
un aporte materno 2n: paterno 0 (2n + 0).

El endospermo se desarrolla por pseudogamia a partir de una célula central binucleada no
reducida (2n + 2n) con una constitucion 8x (4x + 4x) mas la contribuciébn del gametofito
masculino 1x (n, normal y reducido). El resultado es un endospermo 9x (2n + 2n + n), por un

aporte materno 8x: paterno 1x. Por lo tanto la relacion m:p en el endospermo es 8:1.

31



En este caso existe produccién esperada de semillas, ya que la hembra es apomictica y

producen semillas independientemente de variaciones en la relacion m:p 2:1.

Cédigo 5: Q3775 (4x A) x Q4117 (4x A). idem codigo 3.
Cadigo 6: C4-4x (4x S) x Q4084-8 (2x S). idem codigo 1.
Cédigo 7: Q4117 (4x A) x C4-4x (4x S)

El embridn se desarrolla por partenogénesis a partir de una ovocélula no reducida (2n)
con una constitucion 4x (idéntica a la madre, ausencia de reduccién meio6tica), sin aporte del
gametofito masculino (ausencia de fecundacion). El resultado es un embrién 4x, debido a un
aporte materno 2n: paterno 0 (2n + 0).

El endospermo se desarrolla por pseudogamia donde la célula central binucleada no reducida
(2n + 2n) con una constitucion 8x (4x + 4x), es fecundada por un gametofito masculino 2x (n,
normal y reducido). Por tanto el endospermo es 10x (2n + 2n + n), consecuencia del aporte

materno 8x: paterno 2x. Siendo la relacién m:p en el endospermo (8:2) 4:1.

Se espera produccion de semillas, por provenir de una hembra apomictica insensible al NBE.

Cadigo 8: Q4117 (4x A) x Q4308 (6x A)

El embrion se desarrolla por partenogénesis, una ovocélula no reducida (2n) con una

constitucion 4x (idéntica a la madre, ausencia de reduccion meiética), sin aporte del gametofito
masculino (ausencia de fecundacion). El resultado es un embridon 4x, debido a un aporte
materno 2n: paterno 0 (2n + 0).
El endospermo se desarrolla por pseudogamia a partir de una célula central binucleada no
reducida (2n + 2n) con una constitucion 8x (4x + 4x) mas la contribuciéon del gametofito
masculino 3x (n, normal y reducido). El resultado es un endospermo 11x (2n + 2n +n), ya que
el aporte materno es 8x: paterno 3x. Por lo tanto la relacién m:p en el endospermo es 8:3.

En este caso también existe produccién esperada de semillas.

Cadigo 9: C4-2x (2x S) x Tifton 9 (2x S)

A través del evento de doble fecundacion, el embridn desarrolla a partir de una ovocélula
reducida (n) con una constitucion x, mas el aporte del gametofito masculino x (n). El resultado

es un embridn 2x, debido a un aporte materno 1x: paterno 1x (n + n).
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El endospermo desarrolla desde una célula central binucleada reducida (n + n) con una
constitucion 2x (1x + 1x) por fecundacion del gametofito masculino reducido, 1x. El
endospermo es 3x (n + n + n), consecuencia de un aporte materno 2x: paterno 1x. Por lo tanto

la relacion m:p en el endospermo es 2:1, esperandose asi la produccion de semillas.

4.2 Analisis de genes de expresion diferencial en ovarios de P. notatum

Para el analisis mediante la técnica de cDNA-AFLP se utilizaron 16 combinaciones de
cebadores. Cada una produjo en promedio 30 fragmentos (100-800 pb). Los perfiles de
expresion fueron altamente reproducibles. Una seccion de un perfil tipico en gel de
poliacrilamida de cDNA-AFLP se muestra en la Figura 3.

Ademas se realizaron réplicas técnicas, para determinar similitud en las amplificaciones
(Figura 4).

Se detectaron aproximadamente 3780 TDFs como resultado del producto de 9
cruzamientos, 30 fragmentos detectados por calle sembrada y 14 combinaciones de cebadores
que en promedio de las 16 utilizadas funcionaron bien. Fueron aislados 107 por tener un
polimorfismo de interés, entre cruzamientos que producian o no semilla. Estos TDFs diferian en
presencia/ausencia o en la intensidad entre los diferentes 9 cruzamientos, por lo que fueron
considerados como fragmentos expresados diferencialmente (DETDFs).

Una vez aisladas las bandas a partir del gel, se amplificaron por PCR y los tamafios de
los fragmentos fueron confirmados en geles de agarosa (Figura 5). Se enviaron a secuenciar
91 sobre un total de 107 fragmentos por presentar la masa necesaria para la secuenciacion.
Quedaron seleccionados 49 de los 91 DETDFs que mostraron buena calidad en los

cromatogramas. Presentaron un rango de 57 a 380 pb con longitud media de 219 pb.
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Figura 3. Anadlisis mediante cDNA-AFLP de cinco cruzamientos distintos (1, 2, 4, 3 y 8)
utilizando 3 combinaciones de cebadores selectivos. Se muestra un gel de acrilamida tefiido
con AgNO;. Las flechas indican bandas de expresion diferencial, s6lo presentes en el
cruzamiento 1 [Q4188 (4x S) x H398 (2x S)] que no se espera produccion semilla. La hembra es
un tetraploide sexual y las plantas de P. notatum sexuales tienen un numero de balance
endospérmico efectivo en las que solo se producen semillas cuando la proporcién m:p es 2:1.
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800 pb

700 pb

Figura 4. Analisis mediante cDNA-AFLP en donde se analizaron réplicas de los cruzamientos 1
al 6 para la combinacion de cebadores Taq | G / CviA Il A, demostrando similitud en las

amplificaciones.
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Andlisis de calidad de las bandas de interés:

De las 107 bandas analizadas, 91 confirmaron tener la calidad necesaria para enviar a

secuenciara MacroGen Inc. (Figura 5).

Figura 5. Analisis de calidad de las bandas de cDNA-AFLP, aisladas de geles de poliacrilamida,
mediante separacion electroforética en geles de agarosa tefiidos con Sybr Safe. Esto se realizd

para verificar la calidad de las muestras previo a la secuenciacion.

La mayoria de las muestras presentaron una banda Unica con tamafios entre 200-600 pb. Las

gue presentaron baja intensidad y/o mas de una banda no fueron enviadas a secuenciar.

4.3 Clasificacion de los DETDFs

Se agruparon los DETDFs de acuerdo al patron de expresion, si provenian de
cruzamientos con hembras sexuales (NBE sensible), hembras apomicticas (NBE insensible) o
de ambos. Fueron clasificados por su produccion de semilla en diferentes clases, teniendo en
cuenta el modo de reproducciéon de la planta utilizada como hembra(®), su relacion m:p

esperada en el endospermo(®) y el total en cada clase.
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Tabla 3. Clases de DETDFs basado en patrones de expresion génica en diversos escenarios

reproductivos
Patrén de Produccion APO? SEX® Total de
- de semilla |[Clase
expresion DETDFs
esperada 4:1° | 8:1° | 8:3° | 2:1° [ 4:1°
Si A X 6
Sexuale_s (NBE NO B < 5o
sensible)
Si/No C X X 1
Apomicticas :
(NBE insensible) Sl D X 3
Si/Si/SilSi E X X X X 4
Apomicticas y Si/Si F X X 9
Sexuales Si/No G | x X 2
Si/Si/Si/Si/lNo| H X X X X X 2
Total 49

Seis DETDFs fueron encontrados en cruzamientos con hembras sexuales y una relacién
esperada en el endospermo de 2:1 (Tabla 3, Clase A). Podria considerarse como la situacion
normal y por lo tanto generarian semillas.

Ademds, 22 DETDFs se expresaron cuando la relacion m:p en el endospermo era 4:1
utilizando una planta tetraploide sexual como progenitor femenino (Tabla 3, Clase B). Como la
relacion m:p fue diferente de la proporcion 2:1 necesaria para cumplir con la teoria del NBE, se
predijo que no formarian semilla.

Un Unico transcripto (Tabla 3, Clase C) estuvo presente cuando se compararon solo
ovarios de reproduccion sexual con relaciones m:p en el endospermo de 2:1 (producirian
semillas) y 4:1 (no producirian semillas), considerado entonces como control.

Por otro lado, se expresaron 3 DETDFs exclusivamente en ovarios derivados de
cruzamientos donde la madre era apomictica y la relacion m:p era distinta de 2:1, mas
precisamente 4:1. Situacion interesante, porque difiere de la relacion 2:1 tipica de la mayoria de
las angiospermas y de las plantas sexuales de la especie, produciendo semillas

independientemente de la relacion 2:1 materna:paterna (Tabla 3, Clase D).
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A su vez, 17 de los 49 DETDFs fueron detectados en cruzamientos derivados de
hembras apomicticas y sexuales (Tabla 3, Clases E, F, G y H). Cuatro fueron encontrados
usando un tetraploide apomictico como progenitor femenino (Tabla 3, Clase E), donde las
relaciones m:p en el endospermo fueron 4:1, 8:1, 8:3 y, ademés cuando la hembra era sexual y
la relacion gendémica fue 2:1. En todos los casos se esperaria producciéon de semillas.

También, 9 DETDFs se expresaron en ovarios obtenidos de cruzamientos que
desarrollarian semilla, con un progenitor femenino tetraploide apomictico, donde las relaciones
m:p en el endospermo fueron 4:1 y cuando la hembra era sexual, donde el NBE fue 2:1 (Tabla
3, Clase F).

Otros 2 transcriptos fueron encontrados como control cuando se comparé solo ovarios
con relaciéon m:p 4:1 de madres apomicticas (que producirian granos por su insensibilidad al
NBE) y sexuales (sin esperarse produccion de semilla) (Tabla 3, Clase G).

Finalmente dos transcriptos control estuvieron presente en todos los casos analizados,
cuando el progenitor femenino fue un tetraploide apomictico, donde las relaciones m:p en el
endospermo fueron 4:1, 8:1, 8:3, y también cuando la hembra era sexual con relaciones

gendmicas 2:1y 4:1 (Tabla 3, Clase H).

4.4 Analisis Bioinformatico

De acuerdo a la calidad de los cromatogramas, resultaron 49 de 91 DETDFs aptos para
su analisis bioinformético. Segun la analogia con secuencias de Arabidopsis y utilizando el
criterio de funcién molecular de Ontologia Génica (del inglés Gene Ontology cuya abreviaciéon

es GO) de la base de datos de TAIR (Tabla 4), han sido clasificadas en categorias funcionales.

Funciones de las diferentes Clases de DETDFs:

Las seis secuencias Clase A (Tabla 3) fueron clasificadas en las categorias de defensa
frente a enfermedades, procesos energéticos y desconocidas (Tabla 4).

Los 22 DETDFs Clase B (Tabla 3) fueron designados en grupos involucrados en
transducciéon de sefiales, procesos metabdlicos, transportadores, sintesis de proteinas,
procesos de obtencion de energia, transcripcion, division y crecimiento celular y funcion
desconocida (Tabla 4).

El dnico Clase C (Tabla 3), posee funcion desconocida (Tabla 4).
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Se constaté que los DETDFs Clase D (Tabla 3), participarian en procesos metabdlicos
generales (D2, Tabla 4) y en procesos desconocidos (D1 y D3 Tabla 4), pudiendo estar
relacionados con la insensibilidad al NBE.

Los cuatro transcriptos Clase E (Tabla 3), fueron clasificados dentro de transduccién de
sefales, procesos energéticos y desconocidos (Tabla 4).

En el caso de los nueve Clase F (Tabla 3), correspondieron a las categorias de
transduccion de sefiales, divisiobn y crecimiento celular, estructura celular, transcripcion y
desconocidas (Tabla 4).

Las dos secuencias Clase G, tienen funcién desconocida y de transduccién de sefiales.
Mientras que los dos Clase H, pertenecieron a categorias funcionales de procesos metabdlicos

y tréfico intracelular (Tabla 4).

Los 49 DETDFs fueron clasificados en 11 categorias funcionales. Los grupos mas
numerosos de genes correspondieron a procesos de transduccion de sefiales (15%),
metabolismo y procesos de obtencion de energia (6% cada uno), mantenimiento de la
estructura celular, transcripcién, division y crecimiento celular (4% cada uno). Un grupo menor
de DETDFs se clasific6 como implicado en procesos de defensa frente a enfermedades,
sintesis de proteinas, transportadores y transporte intracelular (2% cada uno). Finalmente, el
53% pertenecio a la categoria desconocido (Figura 6).
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Categorias Funcionales:

Transduccion de_,  Transportadores
sefales 204 Transporte

15% intracelular

%

i ) Transcripcion
Sintesis de 4%
proteinas
2% 4

Metabolismo
6%

Estructura celular
4%

Obtencién de Division y
energia crecimiento
6% celular
4%

Defensa frente a
enfermedades
2%

Figura 6. Categorias funcionales de los transcriptos de P. notatum.

Los resultados se asemejan a los encontrados en el anadlisis del transcriptoma
correspondiente a las 3 horas después de producida la polinizacién, también llevado a cabo por
el grupo de trabajo, pero que no forma parte de esta tesis. Los mas grandes conjuntos de genes
se refieren a grupos funcionales implicados en la transcripcién (10%), transduccién de sefiales,
metabolismo y estructura celular (8% cada uno) (Felitti et al., enviado para su publicacion).
Burson (1987) informd que, incluso en cruces interespecificos de especies de Paspalum el tubo
polinico tarda en alcanzar la micropila entre 30 min y 2 h. Por lo tanto, asumimos que la doble

fecundacion ocurrié en P. notatum antes de 3 h después de la polinizacion.

Tabla 4. Comparacion de las secuencias de los DETDFs de P. notatum con secuencias

de funcién conocida.
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Presente _ EST con BLASTN Proteina por BLASTX TAIR BLASTP
Clase 2l SETOEs | HenLing Procesos
Cruzamiento (pb) ID: GO function:
N° ID; nombre; (e-value) ID; nombre; (e-value) ' '
(e-value)
Al 113 n _ _ Desconocido
ref|[XP_007914404.1]|; Supuesta AT2G21550;
gb|GD005524.1]; Clon de T o = L,
A2 380 cDNA Panicum virgatum; 6e- proteina nicotinato fos_fo_ransﬂ . Actividad . Obtencm,n de
transferasa [Togninia minima]; 5e- | oxidoreductasa; e- energia
26
10 162
gb|BM374982.1]; Clon de
A3 80 cDNA Hordeum vulgare; 2e- n _ Desconocido
2y 9 23
Al (s2:1)
A4 57 n _ _ Desconocido
gb|BG649280.1|; Clon de AT4G38670;
A5 136 CDNA embrion (EM1) XP_0,0498502$.1.| Is.oforma de Respuesta a Defensa frente a
: ) proteina [Setaria italica]; 9e-11 NN enfermedades
Sorghum bicolor; 5e-8 patogénesis; 9e-89
dbj|HX819322.1]; Clon de ref|XP_003614396.1|; Proteina
A6 162 cDNA Brachypodium hipotética MTR_5g051150 _ Desconocido
distachyon; 7e-77 [Medicago truncatula]; 1e-26
gbl|JG825947.1; Clon de ref|[XP_004986218.1|; Receptor AT2G16250; Transduccién de
Bl 169 cDNA Panicum virgatum; 2e- | quinasa LRR [Setaria italica]; (5e- Actividad quinasa; <
sefales
46 14) 9e-92
1y6 gb|JG772215.1|; Clon de .
B (54:1) B2 296 cDNA Eulalipsis binata; 1e-13 n - Desconocido
B3 95 gb|EE189502.2|; Clon de ref[XP_002461336.1; Proteina Ac'g\\;li—jaGdZSS%(z)a;sa- Transduccion de
cDNA Zea mays; 2e-29 hipotética [Sorghum bicolor]; 4e-09 e-lgS ' sefiales
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514736707?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPTS8W7N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514736707?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPTS8W7N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514736707?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPTS8W7N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/631238964?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPTSRCM5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/631238964?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPTSRCM5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/631238964?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPTSRCM5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/631238964?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPTSRCM5015
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G21550
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G21550
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G21550
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G21550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530279562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPU382ZT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530279562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPU382ZT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530279562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPU382ZT015
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G38670
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G38670
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G38670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/555348247?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U425VP20014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/555348247?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U425VP20014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/555348247?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U425VP20014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488217?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U425F95B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488217?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U425F95B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488217?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U425F95B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329099049?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9FTJC2S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329099049?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9FTJC2S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329099049?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9FTJC2S01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514823116?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9HBGUW301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514823116?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9HBGUW301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514823116?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9HBGUW301R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G16250
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G16250
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G16250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328796467?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9HTXHCX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328796467?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9HTXHCX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9KGNCHT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9KGNCHT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047180?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9M9F0Z501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047180?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9M9F0Z501R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080

B4 235 _ _ Desconocido
n
B5 179 _ _ Desconocido
n
B6 210 _ _ Desconocido
. , XP_004953069.1; Proteina con .
B7 164 gb|E865634_3_.1|_, CDNA 3 repeticiones de pentapeptidos AT1G1.9§20, Metabolismo
Cenchrus ciliaris, 1e-05 [Setaria italica]; 4e-64 Cariogamia; e-123
gb|CA285443.1]; Clon de ) . AT2G23080; C
B8 124 cDNA Cafia de azUcar hibrido hiri‘;';iao[%zoi6%3?&&;&8@&219 Actividad quinasa; Tran:ggglcel gn de
Saccharum; 6e-32 P 9 ' e-166
gb|AI622797.1]; Clon de .
B9 102 CDNA Zea mays; 1e-14 n _ Desconocido
. ref|XP_004981671.1|; Subunidad AT2G23080; -
B10 98 gb|EE189502.2|; F:Ion de alfa caseina quinasa Il [Setaria Actividad quinasa; Transdyccmn de
cDNA Zea mays; 2e-30 o sefiales
italica]; 5e-10 e-165
B11 152 gb|JK573076.1|; Clon de ref|[XP_004978483.1|; Proteina no Furﬁ?gr?nlwifégjlar' Desconocido
cDNA Setaria italica; 6e-24 | caracterizada [Setaria italica]; 1e-12 26-51 '
AT1G53210;
gb|HO324889.1]; Clon de . . - '
B12 63 cDNA Panicum virgatum; 2e- gbJACN35869.1]; .Desconomdo [zea Actividad . Transportadores
mays]; 3e-05 transportadora; e-
14
107
gb|CX622676.1|; Clon cDNA gbJ]AFW84801.1|; Proteina .ATZGZ?OZ.O; ) Sintesis de
B13 174 ; ) iR ; Actividad peptidasa; .
Sorghum bicolor; 6e-47 hipotética [Zea mays]; 5e-06 6-119 proteinas
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164229706?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GS18Z3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164229706?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GS18Z3014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G19520
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G19520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/36025723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0E2UAN3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/36025723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0E2UAN3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/36025723?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0E2UAN3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047180?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TCCHT30T014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047180?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TCCHT30T014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4647722?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GXSA0C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4647722?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GXSA0C014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HE2UA5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HE2UA5015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THAG2KT7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THAG2KT7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THAG2KT7014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/349649871?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HKB7CR015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/349649871?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HKB7CR015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514807253?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THCH18Y601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514807253?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THCH18Y601R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13410
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13410
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304529591?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HNC2W2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304529591?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HNC2W2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304529591?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HNC2W2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224033587?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THCD6EN2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224033587?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THCD6EN2014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G53210
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G53210
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G53210
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G53210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57821463?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HS4WP0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57821463?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HS4WP0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413952152?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THDFAZJR015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413952152?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THDFAZJR015
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G27020
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G27020
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G27020

B14 83 n _ _ Desconocido
dbj|CJI667666.1|; Clon de ref|[XP_001783093.1]; Proteina s L.
B15 85 cDNA Triticum aestivum; 5e- | predicha [Physcomitrella patens]; ATlG480$O’ Union Obtencm}n de
de ATP; 2e-64 energia
11 3e-05
B16 131 n _ _ Desconocido
gb|CA292713.1; Clon cDNA . . AT5G60570;
B17 322 del hibrido Saccharum, Cafia _ref|?(!3_002447111.1_|, Pro?ema Funcion molecular; Desconocido
L hipotética [Sorghum bicolor]; 6e-21
de azlcar; 4e-34 e-100
gb|FL937539.1]; Clon de . AT4G36020;
B18 128 cDNA de raiz Panicum LOClE)e()ﬂZ'\EIBI;Eggl[;Se;Grﬁg1s|j' 5.5 Proteina de unioén al Transcripcién
virgatum; 5e-8 ysh ADN; 3e-24
gb|ES888878.1|; cDNA ref|[XP_003613035.1|;Proteina
B19 88 Nicotiana benthamiana; le- hipotética MTR_5g031940 n Desconocido
13 [Medicago truncatula]; 3e-08
B20 106 n _ _ Desconocido
gb|JG814581.1|; Clon cDNA ref|[XP_002460109.1]; Proteina AT,SGGZMO_;, . Divisién y
B21 224 . : i o . . Proteina de union; o
Panicum virgatum; 4e-95 hipotética [Sorghum bicolor]; 1e-22 6-133 crecimiento celular
dbj|CJ823604.1; Clon de XP_003588355.1; Proteina ATMGO00030.1;
B22 71 cDNA Triticum aestivum; 3e- | mitocondrial [Medicago truncatula]; | Funcién molecular; Desconocido
12 le-70 2e-31
(é ii) gb|FG970314.1|; Clon cDNA XP_007132740.1|; Proteina
5 '9 C1 164 de embrién maduro Oryza hipotética [Phaseolus vulgaris]; 4e- n Desconocido
(S é 1) sativa; 3e-75 25
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93054921?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HVR6V0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93054921?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HVR6V0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/93054921?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HVR6V0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168062247?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17114P601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168062247?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17114P601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168062247?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17114P601R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G48030
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G48030
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242074350?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U18ZYAB101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242074350?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U18ZYAB101R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G60570
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G60570
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G60570
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198220013?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0JCS9CW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198220013?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0JCS9CW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198220013?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0JCS9CW014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G36020
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G36020
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G36020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357485495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U41RAS5Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357485495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U41RAS5Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357485495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U41RAS5Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329086390?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U42MWC1U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329086390?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U42MWC1U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242044476?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U429XYYJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242044476?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U429XYYJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357436159?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MHMA4P9B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357436159?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MHMA4P9B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357436159?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MHMA4P9B014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=ATMG00030
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=ATMG00030
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=ATMG00030
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218491510?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9NYYCP6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218491510?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9NYYCP6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/218491510?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=T9NYYCP6014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/593233940?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9R83GSR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/593233940?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9R83GSR014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/593233940?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=T9R83GSR014

D1 124 n _ _ Desconocido
gb|EB655165.1]; Clon de |[AEO09338.2|, Sacarosa sintasa AT5G20830.1;
35y7 D2 297 cDNA Cenchrus ciliaris; 6e- | [Musa acuminata AAA Group], 9e- | Actividad sacarosa Metabolismo
2 Y 31 11 sintasa; e-111
(A 4:1)
gb|BE357883.1; Clon de . .
D3 241 cDNA Sorghum bicolor; le- h'reflg(!D_002488947.1'|, ProFema n Desconocido
115 ipotética [Sorghum bicolor]; 9e-49
gb|JK591437.1|; DAHP ref[NP_001182963.1|; Proteina no .
El 263 sintasa Setaria italica; 7e-99 caracterizada [Zea mays]; 1e-46 n Desconocido
. gb|EMS68493.1|; Subunidad alfa AT2G23080; -
2(S21) E2 104 gb[|3|ilEA1§9502.2|, .C4|.0n2(ée caseina quinasa Il [Triticum urartu]; | Actividad quinasa; Transdycluon de
3 (A 4:1) c ea mays; 4e- 16-10 -165 sefiales
4 (A 8:1) . ;
8 (A 8:3 gb|JG913881.1]; Clon de ref[NP_973518.1]; Proteina caseina s L.
( ) E3 100 cDNA Panicum virgatum, 4e- quinasa Il cadena alfa 3, AT(?SE;i?%’e??néon Obgannecr| O,'g de
14 [Arabidopsis thaliana]; 8e-06 ’ 9
E4 90 n _ _ Desconocido
gbICNE0683L.1[; Clon de ref|XP_003614385.1]; AT3G13920; .
cDNA de verticilo foliar de . . Lo Division y
F1 142 ~ . L Endonucleasa [Medicago Proteina de union; g
Cafla de azucar hibrido . crecimiento celular
) truncatula]; 9e-13 e-164
Saccharum; le-61
. AT5G65910;
gb|EE292604.2|; Clon de ref|[XP_004980340.1]|; Proteina no . o .
2 y'9 F2 151 cDNA Zea mays; 3e-24 caracterizada [Setaria italica]; 8e-06 Funcion molecular; Desconocido
(S 2:1) 2e-41
3,9y7 ref|XP_004981671.1|; Subunidad AT2G23080; .
(A 4:1) F3 100 gb|EE189502.2|; Clon de alfa caseina quinasa Il [Setaria Actividad quinasa; Transduccion de
cDNA Zea mays; 5e-31 o sefales
italica]; 2e-10 e-165
. AT1G50010;
gplQA280749.1I, Clon EDNA KCW87067; Proteina hipotética Constituyente
F4 114 hibrido Saccharum Cana de . Estructura celular
[Eucalyptus grandis; (1e-17) estructural

azlcar; 1e-08

citoesqueleto; 2e-42
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164199438?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GHY1J801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164199438?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GHY1J801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/164199438?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GHY1J801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/352950876?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC5FB7Y2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/352950876?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC5FB7Y2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/352950876?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC5FB7Y2015
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=136871
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=136871
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=136871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253760976?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPUKSGB6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253760976?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPUKSGB6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253760976?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TPUKSGB6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253759791?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPUMAUH601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253759791?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPUMAUH601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514736220?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=THAY95MW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/514736220?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=THAY95MW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308044399?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THAYRAWS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308044399?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THAYRAWS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207471888?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U17W0PFY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/207471888?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=U17W0PFY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/474443495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17WJ66K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/474443495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17WJ66K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/474443495?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17WJ66K01R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329239232?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J544EE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329239232?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J544EE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329239232?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J544EE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42570889?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U1873UDN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42570889?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U1873UDN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42570889?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U1873UDN01R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268804532?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1AH9ZM7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268804532?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1AH9ZM7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268804532?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1AH9ZM7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268804532?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1AH9ZM7015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488195?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THSUF6B201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488195?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THSUF6B201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488195?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THSUF6B201R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13920
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13920
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G13920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530279562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=THTMYV1G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530279562?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=THTMYV1G01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514811091?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THTTJH9W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514811091?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=THTTJH9W01R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G65910
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G65910
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT5G65910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0H5ZHA6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149107620?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0H5ZHA6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPV2BXXU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPV2BXXU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPV2BXXU014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G23080

gb|DN195851.1]; Clon cDNA
de tejido maduro de hoja

gbJACN37093.1|; Desconocido [Zea

S 84 Cafia de azucar hibrido mays]; 1 e-11 Desconocido
Saccharum; 3e-33
gb|FL900548.1]; Clon de ref|[XP_003627732.1|; Subunidad n
F6 82 cDNA de plantulas de beta de la ATP sintasa [Medicago Desconocido
Panicum virgatum; 3e-32 truncatula]; 0.001
dbj|C1284837.1]; Clon de refNP_001047832.1]; égfsifu”e?\?;
F7 67 cDNA Oryza sativa Japonica; 0s02g0699600 [Oryza sativa estructﬁral Estructura celular
9e-6 Japonica Group]; 2e-34 ribosomal: 1e-83
. i ref|[XP_003627732.1|; Subunidad
F8 97 A?gﬂﬁggh%?%;;gg% beta de la ATP sintasa [Medicago n Desconocido
ypogaea, truncatula]; 4e-06
s ref[YP_173415.1|; Proteina AT2G28930;
F9 73 32(')'2(‘3)? d9:s32'[)1|'\|;m2|(§.j£3 hipotética [Nicotiana tabacum]; 4e- | Proteina de unién al Transcripcién
' 08 ADN; e-146
gb|DV638762.1]; Clon de ref|XP_004981671.1|; Subunidad AT3G50000; Transduccién de
Gl 84 cDNA raiz de Cafia de azUcar alfa caseina quinasa Il [Setaria Actividad quinasa; sefiales
3A54y17 hibrido Saccharum; 9e-27 italica], 2e-12 e-173
G (1 y.6) gb|DN195851.1|; Clon cDNA
(S 4:1) G2 85 de tejido maduro de hoja gbJACN37093.1|; Desconocido [Zea n Desconocido
Carfia de azucar hibrido mays]; 1 e-11
Saccharum; 3e-33
gb|JK817808.1|; cDNA . , AT4G21960.1;
1(S4:1) H1 146 similar a proteina peroxidasa e[ln;g(;gﬁl;lsfitﬁéll!AII::]r.oggfﬁa Actividad Tréafico intracelular
H g gi 23 Brassica juncea; 3e-12 P ’ peroxidasa; 0,0
4 (A 8;1) dbj|FS955206.1|; Clon de ref|[XP_003614382.1]|; Proteina AT3G05190;
8 (A 8:3) H2 221 cDNA Camellia sinensis; 3e- hipotética [Medicago trunculata]; Actividad catalitica; Metabolismo
33 le-06 4e-14

n : similitud por debajo del umbral utilizado (e-value mayor a 0,01). A menor e-value, mas significativo es el alineamiento.

__“no hit’, secuencia sin similitud encontrada
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1B96FXZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1B96FXZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1B96FXZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1B96FXZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224036035?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPVBBTFZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224036035?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPVBBTFZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198185931?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BU4RZV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198185931?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BU4RZV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/198185931?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BU4RZV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPW5P41U014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPW5P41U014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPW5P41U014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86596526?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HDE6V9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86596526?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HDE6V9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86596526?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HDE6V9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115448105?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MJ5W9FSG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115448105?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MJ5W9FSG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115448105?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MJ5W9FSG014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT2G37190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPWNCWHC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPWNCWHC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357514887?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPWNCWHC014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/57013942?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPX0V7F201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/57013942?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPX0V7F201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/57013942?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TPX0V7F201R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G21710
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G21710
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT4G21710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268791630?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GNW59J015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268791630?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GNW59J015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268791630?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0GNW59J015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC9FJYM101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC9FJYM101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514813779?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC9FJYM101R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G50000
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G50000
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G50000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BGKHHM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BGKHHM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BGKHHM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268787169?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V1BGKHHM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224036035?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC9XERB0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224036035?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=TC9XERB0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384110363?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HYNMPU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384110363?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HYNMPU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/384110363?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0HYNMPU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2894574?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MJ8MZPED014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2894574?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=MJ8MZPED014
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=36210
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=36210
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=36210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393750743?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J1TA6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393750743?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J1TA6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/393750743?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W0J1TA6K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488189?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17K5WHT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488189?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17K5WHT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357488189?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=U17K5WHT01R
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G05190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G05190
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT3G05190

5. DISCUSION

En este trabajo, se hizo un analisis del transcriptoma 24 horas luego de producida
la polinizacion, pudiendo determinarse que ya ocurrieron las primeras divisiones celulares
durante el desarrollo del embrion y del endospermo (resultados no mostrados).

Analizamos 91 transcriptos de expresion diferencial (DETDFs) entre cruzamientos
con diferentes niveles de ploidia y vias de formacion de semilla, tanto sexuales como
apomicticas. De acuerdo a la calidad de los cromatogramas, quedaron 49 DETDFs para
su analisis bioinformatico.

La categoria funcional principal corresponde a transduccion de sefiales. Esto
podria estar indicando que una o mas sefiales extracelulares, detectadas por receptores
celulares, son las que desencadenan respuestas en el desarrollo del endospermo y por
consiguiente, en la produccion de semillas.

Un importante porcentaje de los transcriptos identificados pertenecen a categorias
de metabolismo, obtencién de energia y mantenimiento de la estructura celular. Se prevé
que funcionan en el metabolismo de aminoacidos, pared celular, transporte y organizacion
del citoesqueleto (Tabla 4, DETDFs B7, B15, D2, E3, F4, F7, H2). Estos procesos son
fundamentales durante la division celular activa en la fase inicial de desarrollo de la
semilla. Especialmente el citoesqueleto, es un factor clave para la via de desarrollo del
endospermo en cereales. Incluye un programa especifico de cambios en la organizacion
de los microtibulos que finalmente forman un endospermo especializado para la
absorcion de metabolitos (células de transferencia), el almacenamiento de reservas
(endospermo amilaceo), y la sintesis de enzimas (aleurona) (Brown y Lemmon, 2007).
Existe la posibilidad de que los transcriptos detectados, intervengan en la acumulacion de
reservas, preparando a la célula central para la division celular activa al comienzo de la
formacion del mismo (Felitti et al., enviado para su publicacién).

La mayoria de los transcriptos expresados diferencialmente 24 horas luego de la
polinizacion fueron encontrados en cruzamientos en los que se utilizaron plantas sexuales
como progenitor femenino, NBE sensible.

El transcripto (B7) clasificado como metabolismo, presenté alta similitud (e™?®
BLASTp) con una secuencia de Arabidopsis thaliana implicada en procesos de fusion
nuclear o cariogamia. Este locus (AT1G19520) es también conocido como Fusién Nuclear
Defectuosa 5 (NFD5) y esta implicado en procesos de cariogamia o fusién nuclear,

esencial para la reproduccion sexual. En las angiospermas, esto ocurre tres veces: dos
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durante la fecundacion del 6vulo y la célula central, y una durante el desarrollo del
gametofito femenino cuando los dos nucleos polares se fusionan para formar el ndcleo de
la célula central diploide.

Los mecanismos moleculares que controlan la cariogamia son poco conocidos. Se han
identificado nueve mutantes en el gametofito femenino de A. thaliana, llamados fusion
nuclear defectuosa 1 (nfd1) a 9 (nfd9), que presentan defectos en la fusién de los nucleos
polares (Portereiko et al., 2006).

En los mutantes nfdl a nfd6, la falta de fusidén de los nicleos polares es el Unico defecto
detectado durante la megagametogénesis. Los mutantes nfd3, nfd5 y nfd6é contienen
inserciones de ADN-T para codificar proteinas que se localizan en la mitocondria, lo que
sugiere un papel para esta organela en el proceso de fusién nuclear (Portereiko et al.,
2006). El transcripto B7 de P. notatum present6 alta similitud de secuencia con nfd5 de A.
thaliana. Esto podria indicar que la falla en la fusién de los nlcleos polares seria causante
de la no produccion de semillas cuando la hembra es sexual y el NBE difiere de 2:1
(situacién donde se encontré el transcripto).

Tres transcriptos (B3, B8 y B10) de cruzamientos donde no es esperada la

produccion de semillas en hembras sexuales con NBE distinto a 2:1, clasificados en la
categoria funcional principal (transduccién de sefiales), presentaron alta similitud (e, e”
166y e71% respectivamente) con una proteina de actividad quinasa involucrada en vias de
sefializacién mediadas por calcio en A. thaliana (AT2G23080).
Muchos procesos de desarrollo y crecimiento son regulados por influjos de calcio. Un
ejemplo sucede en arroz, donde una CDPK (proteina quinasa dependiente de calcio)
denominada SPK, se expresa de forma exclusiva en el endospermo de las semillas
inmaduras, implicada en vias biosintéticas de productos de almacenamiento (Asano et al.,
2002). Esta hipotesis se confirmé utilizando un ARN antisentido codificante para SPK. Las
plantas transgénicas no acumulaban productos de almacenamiento, como por ejemplo
almidén, en cambio, estas lineas de plantas producian semillas con gran concentracion de
sacarosa. Esto demuestra que la quinasa SPK es una enzima que interviene en la
degradacion de sacarosa y que podria ser importante para la biosintesis de productos de
almacenamiento (Asano et al., 2002), por lo tanto, en el desarrollo del endospermo.

El transcripto D2 (At5g20830.1) esta relacionado con procesos metabdlicos y fue
encontrado especificamente cuando se usaron plantas apomicticas como madres (4x A) y
tetraploides sexuales (4x S) y apomicticos (4x A) como padres, dando una relacion m:p

4:1. Este transcripto presenté similitud (e™! BLASTp) con una sacarosa sintasa de A.
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thaliana. El gen SUS1 (At5g20830) se expresa durante la morfogénesis de la semilla,
periodo que corresponde a la fase de acumulacion masiva de almidon y de hexosas en el
endospermo, indicando la importancia de esta enzima (SUS1) en la formacion de
semillas. La mutacién en la isoforma-1 de la sacarosa sintasa afecta el peso seco de la
semilla al inicio de la maduracién (cociente hexosas/sacarosa), provocando una
disminucion importante en la acumulacion de &cidos grasos y de almidon transitorio en
estadios tempranos del desarrollo de la semilla en Arabidopsis (Angeles-Nufiez, 2014).
El metabolismo de la sacarosa que participa en la sintesis de la pared celular, en la
respiracién y ademas como reserva (azucar, almidén y otros polisacaridos), podria estar
relacionada con la insensibilidad al NBE presente en ovarios derivados de cruzamientos
donde la madre es apomictica y la relacion m:p difiere de 2:1.

E2 y F3 estuvieron presentes en cruzamientos que es esperada su produccion de
semillas por provenir de hembras apomicticas y sexuales con relacién 2m:1p en el

endospermo. Ambos, tuvieron alta similitud (e™°°

) con la proteina de actividad quinasa
involucrada en vias de sefializacion mediadas por calcio en A. thaliana (AT2G23080), ya
reportada en B3, B8 y B10. La acumulacion de esta CDPK estaria involucrada en el éxito

(E2 y F3) o fracaso (B3, B8 y B10) de la produccion de semillas.

La seguridad alimentaria es un reto para el futuro de nuestro planeta, con una
poblacién mundial esperada de nueve mil millones en el afio 2050. Una mayor produccién
de alimentos puede resultar en el detrimento de las tierras cultivables,
independientemente de las presiones cambiantes del clima.

Los cultivos hibridos presentan rendimientos superiores (15%-35%), atribuidos al
fendmeno poco comprendido de heterosis o vigor hibrido (Kempe y Gils, 2011). Ademas
de un mayor rendimiento, los hibridos muestran una mayor estabilidad fisica, respuestas
mas altas a los fertilizantes, mejor penetracién de las raices e importante tolerancia a la
sequiay al calor (Kempe y Gils, 2011).

Sin embargo, la obtencion y el uso de hibridos en la produccién mundial de
alimentos se restringe a unos pocos cultivos, como el maiz, el sorgo, el girasol, el pepino,
la cebolla y al arroz (Koltunow et al., 2013).

La aplicacion de la apomixis en la produccion de semilla hibrida, permitiria la
fijacibn de genotipos superiores a bajo costo y una multiplicacion a gran escala de las
mismas. Los beneficios econémicos de la aplicacion de la apomixis a la agricultura son

enormes y han sido mencionados en la introduccion de esta tesis (Koltunow et al., 1995;

48



Vielle-Calzada et al., 1996; Ramulu et al.,1999).

Las semillas son el principal recurso para la nutricion humana y animal en todo el
mundo. También son materia prima para la industria y la produccién de energia
alternativa. La comprensién de la formacion de las semillas, es esencial para mejorar las
propiedades del grano con respecto al rendimiento, valor nutricional o uso industrial
(Guillon et al., 2012).

El endospermo tiene una gran influencia sobre la masa de la semilla, y dado que
hace a la mayor parte de estas en los cereales, los genes que afectan el crecimiento del
endospermo tienen efectos directos sobre el tamafio de la misma (Ohto et al., 2007).

Un modelo establece que el tamafio final es determinado por el producto de la
tasa de crecimiento de la semilla (SGR) y la duracion de llenado (Egli, 1998). Ademas de
eso, la SGR esta influenciada por un componente genético, regulado por ella misma a
través del nimero de células en el endospermo (o los cotiledones) y componentes
ambientales, tales como la temperatura y la disponibilidad de agua (Egli, 1998). La
culminacion en el crecimiento requiere un mecanismo de regulacion (Egli, 2004).

Los reguladores del ciclo celular son cruciales para el normal desarrollo del

endospermo y la determinaciéon del tamafio de la semilla.
Se ha informado que un factor nuclear Y (NF-Y) especifico del endospermo, esta
codificado por el gen OsNF-YB1 de arroz. Los resultados sugieren que OsNF-YB1 podria
ser un regulador del ciclo celular y jugar un papel en el mantenimiento de la proliferacion
de las células del endospermo (Xiaocong et al., 2014). Sin embargo, se necesitan realizar
mas experimentos para evidenciar los factores que determinan el nimero de semillas
producidas y las razones por las que se detiene su crecimiento.

Observaciones de ovarios 48 horas después de la polinizacion en P. notatum,
realizadas por nuestro grupo de investigacion, indicaron que el volumen del endospermo
es considerablemente mayor en los ovarios de plantas apomicticas, en comparacién con
plantas sexuales, utilizando como polinizadores plantas 2x de P. notatum (resultados no
mostrados). Los genes expresados diferencialmente en estos tejidos son candidatos
interesantes para ser investigados con mas detalle en relacién con el nimero de células
en el endospermo y, por tanto, el tamafio final de la semilla.

Particularmente en esta especie, el modo de reproduccion afiade otro nivel de
complejidad al proceso. El endospermo de una planta sexual tiene una contribucion
gendémica materna en concordancia con su nivel de ploidia, mientras que una planta

apomictica proporciona dos nucleos polares no reducidos para la formacion del
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endospermo (Quarin, 1999). Por lo tanto, las contribuciones maternas son diferentes.

Se han propuesto varios mecanismos genéticos para explicar el efecto del
progenitor, observado durante el desarrollo de semillas, incluyendo la contribucion
materna desproporcionada para el endospermo, la herencia plastidica y citopladsmatica, la
expresion de genes en los gametofitos, y la expresion diferencial de alelos de los padres
en la semilla en desarrollo (Dilkes y Comai, 2004). Estos autores presentaron un modelo
mas amplio para interpretar el efecto del progenitor, que es compatible con la teoria del
NBE y afirma que los componentes sensibles a la dosis contribuidos diferencialmente por

los padres interacttan para producir un endospermo viable (Dilkes y Comai, 2004).

En los ultimos 20 afios, se han logrado avances significativos en la definicion de
genes reguladores que controlan los aspectos de desarrollo de la semilla (Felitti et al.,
enviado para su publicacién).

Un reto importante es definir las redes de genes que operan durante el desarrollo
de las mismas (Ohto et al., 2007). En los ultimos afos, se ha logrado un progreso en las
descripciones de los transcriptomas y proteomas de semillas en desarrollo de distintas
especies (Lai et al., 2004; Casson et al.,2005; Grimanelli et al., 2005; Day et al.,2008; Ge
et al.,2008; Polegri et al., 2010; Sharbel et al.,2010; Guillon et al.,2012; Pellny et al.,2012;
Thiel et al.,2012; Schmidt et al.,2014).

El grupo de investigacion donde desarrollé mi tesis ha obtenido resultados
correspondientes al analisis de expresion diferencial de genes 3 y 24 h post polinizacion.
Actualmente se estd investigando el transcriptoma de semillas en desarrollo de P.
notatum, 48 h después de la polinizacion. Finalmente, todo este conocimiento integrado
con la descripcion fisiologica, bioguimica y morfolégica de semillas, proporcionara una

comprension global de su desarrollo.
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6- CONCLUSIONES

Los genotipos con diferentes niveles de ploidia utilizados como polinizadores: 2x
sexuales naturales, 4x apomicticos naturales, 4x sexuales experimentales y 6x
apomicticos y los citotipos usados como hembras: 2x sexuales, 4x sexuales y 4x
apomicticos, permitieron obtener las distintas relaciones m:p en el endospermo (desde 2:1

a 8:1) como se planted en el objetivo especifico 2.2.1.

La metodologia utilizada en este estudio (cDNA-AFLP) planteada como objetivo
especifico 2.2.2, permitid identificar genes de expresion diferencial entre distintos

cruzamientos de plantas de P. notatum.

De la comparacion de los patrones de expresion génica del endospermo, para las
diferentes contribuciones genomicas maternas:paternas esperadas (NBE), objetivo
especifico 2.2.3, se secuenciaron exitosamente 49 trascriptos de expresion diferencial,

permitiendo considerar que:

1. La falla en la fusion de los nucleos polares (B7) en ovarios de madres sexuales
con un NBE diferente a 2:1, podria estar involucrado el fracaso del desarrollo del

endospermo y la produccién de semillas en P. notatum (Sensibilidad al NBE)

2. El metabolismo de la sacarosa (enzima SUS1) en la fase de acumulacién masiva
de almidén y de hexosas en el endospermo (D2), podria estar relacionada, con la

insensibilidad al NBE en ovarios derivados de madres apomicticas.

3. La acumulacion de CDPK, interviniendo posiblemente al comienzo de una via de
transduccién de sefiales, desencadenaria diferentes respuestas que estarian
involucradas en el éxito (E2 y F3) o fracaso (B3, B8 y B10) del desarrollo del

endospermo.

4. La mayoria de los transcriptos diferenciales encontrados participan de rutas de
transduccién de sefiales. Esto podria estar indicando que una o mas sefales
extracelulares, detectadas por receptores celulares, son las que desencadenan

respuestas en el desarrollo del endospermo y, por consiguiente, en la produccion
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de semillas.

5. Un porcentaje importante de los transcriptos identificados pertenecen a categorias
funcionales de vias metabolicas, procesos energéticos y mantenimiento de la
estructura celular. Puede predecirse asi, que un nimero importante de los mismos
intervienen en el metabolismo y transporte de aminoéacidos, y en la organizacion
de la pared celular y del citoesqueleto. Estos procesos desempefian papeles
fundamentales durante la divisién celular activa que se produce en la fase inicial
de desarrollo de la semilla. Especialmente, el citoesqueleto es un factor clave para
la via de desarrollo de endospermo en cereales. Existe la posibilidad de que los
transcritos detectados en esta etapa estén involucrados en la acumulacion de

reservas para la formacién de endospermo.

Como el relevamiento del transcriptoma permitio identificar genes diferencialmente
expresados durante las primeras fases de formacion y desarrollo de semillas (con énfasis
en el endospermo en relacién a la poliploidia y a la apomixis), se acepta la hipotesis
planteada en el inicio. Concluyendo que existen diferencias de expresiéon en el
transcriptoma de ovarios de plantas apomicticas y sexuales, en el momento de la
polinizacion y luego de las primeras horas, etapa en la que se observa el inicio del

desarrollo del endospermo en sacos embrionarios.
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7- CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron identificar transcriptos
potencialmente relacionados con el éxito o el fracaso del desarrollo del endospermo en la
especie P. notatum. Contribuyen a comprender mas acerca del mecanismo por el cual
este sistema de reproduccion genera semillas independientemente de la estricta relacion
gendmica materna y paterna (2m:lp) presente en la mayoria de las especies de

gramineas.

El grupo de investigacion va a continuar trabajando en la validacion de los
patrones de expresion de los genes identificados, mediante PCR en tiempo real, usando
réplicas técnicas y bioldgicas de algunos cruzamientos. Ademas se hard seleccion de
genes candidatos para realizar estudios funcionales en sistemas modelo como A.
thaliana. Esto permitird conocer fehacientemente la funcion de los mismos, ya que a
través del andlisis de secuencias cortas no se puede establecer mas que una funcion

probable.
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