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Género Nothofagus

Figura 2: Macrofésiles y microfésiles de

Nothofagus (Mod. Hinojosa et al., 2015).

Familia: Nothofagaceae

Orden: Fagales

Figura 1: Distribucion de especies del género Nothofagus (Manos, 1997).

(Hill y Jordan, 1993; Harden, 2000; Moreira - Mufioz, 2011; Heenan y Smissen, 2013).



Nothofagus obliqua y Nothofagus alpina
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Figura 3: Cariotipo de Nothofagus alpina y Nothofagus obliqua
(Mod. de Ono, 1977).
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Aspectos reproductivos involucrados en el cruzamiento

interespecifico entre V. obliqua y N. alpina

Nothofagus obliqua

Tabla 1: Resultado de tres experiment

Especie Test

N. obliqua  Autopoliniza
Polinizacion
Espontanea
Modificado de Riveros et al.(1995)

Modificado de Torres y Puntieri (2013)

v
v
v

v Dicogamia protandrica
I\/ Autoincompatibilidad I

Diclino-monoicas
Aneméfilas
Alégamas

40 4

100+

80+

G-

40+

20+

A Nothofazus obliqua

Nothofagus alpina

N° de Semillas por

Lt

Nothofagus alpina

semillas fruto

1280 6 0.016
266 0.351

132 0.084

I: P cruzada

206
91 67
|

v

Tratamientoz de polinizacién

(Riveros et al., 1995; Marchielli et al., 1998; Torres y Puntieri, 2013; Garcia, 2014).

4r9 II: Autopolinizacién
IIT: P. cruzada.....Autopolinizacién
IV: Autopolinizacién.....P. cruzada
V: P. cruzada + Autopolinizaciéon
Ahierta



Esporofitica

(Brassicaceae)
Homomorfica
Gametofitica Auto/ no auto
(Papaveraceae) reconocimiento
Autoincompatibilidad Heteromérfica
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(Seaveyy Bawa, 1986; Kao y Tsukamoto, 2004; Takayama e Isogai, 2005; Iwano y Takayama, 2012; Chen et al., 2012; Gibbs, 2014; Sawada et al., 2014; Zhang et al., 2 {6)\




Autoincompatibilidad e
hibridacion

A

Rorippa amphibia Rorippa palustris
(Bleeker, 2007)

Leptosiphon androsaceus Leptosiphon jepsonii

S SC

(Lewis y Crowe, 1958; Onus y Pickersgill, 2004; Goodwillie y Ness, 2013; Baeck et al., 2015)
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OBJETIVOS

% Identificar genes candidatos asociados a la autoincompatibilidad en Nothofagus obliqua
y Nothofagus alpina, y estimar su tipo de autoincompatibilidad.

“* Definir los genes candidatos asociados a la autoincompatibilidad que podrian facilitar el
cruzamiento interespecifico



Materiales y Métodos

Material Vegetal
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Individuos de N. obliqua amplificadas
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N. obliqua (amarillo) y N. alpina (azul)



[ Individuos ] [ Tratamientos ] [ Muestreo ] [,\lnuu‘enauucnto]

[ N obliqua ]

Control > Q horas

Autopolinizacion

Extraccion.

:: ;‘r;um‘h ’ - 24 horas purificacion y

eSS .. :
nterespecinca 48 horas cuantificacion
[ N alpina ] s

Sintesis de cDNA

* ldentificacion de secuencias

* Identificacién de gen constitutivo
* Analisis de expresién génica qPCR




Resultados y Discusion

Identificacion de genes candidatos

Tabla 2: Secuencias base (CDS) y contings de Nothofagus nervosa de genes candidatos asociados

mecanismos de autoincompatibilidad.

Familia Ezpecies D Funcion Conting de Fuoncion de hecanizmo de
GenBank Nothofogus conting autoincompatibiidad
identificado Nochofagus azociado
Juglandacezs J regia X 0120735831 CDPRE IT73099% 1 Proteina kinasa Esporcfitica
J. regia XL 0180350271 CDPE IT77736%.1 Proteimna kimasa  Esporofitica
J. regia XML 0182655121 CDPE TT773327.1 Proteina kinasa — Eszporofitica
J. regia X _D189345463.1 CDPK IT772341.1 Proteina kinasa Esporefitica
J. regia HhI_0LEesa0320l Calmeodulin  JT786647.1 Calmedulina Gametofitica; Auto-
-lika reconocimiento
Rosaceas Prunus XL 0167959101 F-box JT783342.1 Dominio F-box  Gametofitica; No
RiLE protem auto-reconccimiento
At3gdIRR0
-lika
Solanaceas Estunia ABSGE4D4.1 S-locusz IT766147.1  S-locusz F-bhox Gametofitica; WNo
axillariz linkad F- auto-reconccimiento
hom protein
Eosaceas Eremus EUN25247.1 513-FlVaze IT7694231 FRibonucleazaT2 (Gametofibica; No
dulcis auto-reconccimiento
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Figura 6: Representacién grifica de los componentes de las secuencias aminoacidicas de los conting de Nothofagus mervesa asociados a
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Gen constitutivo depende del tejido evaluado




Identificacion y seleccion de EF1a como gen constitutivo para
analisis de expresion de N. obliqua y N. alpina

GeNorm RefFinder
Nothofagus alping Nothofagus obligua Nothgfagus alpina Nothgfagus obligua
Rank Gene Geomean |Rank Gene Geomean
il EFla 0.378 1 FFla 1.016 I 1 ACTV 119 1 EFla 132
2 ACTY 0.639 2 GAFDH 1171 2 fub 221 2 GAFDH 156
3 [p-tub 0.714 3 f-tub 1.159 3 EFla 3.08 3 183 283
4 GAPDH 0729 4 188 1.339 4 188 i 4 f-tub 3.08
5 138 0.313 5 ACTV 1.758 5 GAPDH 17 5 ACTY 4.73
DeltaCt BeztKeepar
Nothofaguz alping Nothafagur obligua ]
Rank Gene 3D | Rank Gene 3D 7 . = -
Nothgfagus alping Nothofagws obligua
- T [
< ! il I 12 1 133 0750 1 pwb 1016
3 pub “-ii 3 Bub 1=1§ 1 ACT7 085| 2 FEFla 1171
¢ GAFDH 073) 4 I8 14 3 EFla 101| 3 GAPDH 119
1 185 OBI) 3 ACTT 1M 4 pmb  107| 4 188 1339
5 GAPDH 109 5 ACT? 1738
NormFinder
Nothojags alping Nothofagss obliqua :ando los valores de ciclo umbral (Cq) obtenidos en qPCR, considerando

Seahil aplicados a Nothofagus alpina (rojo) y IN. obliqua (azul).

Rank Gene Stability | Rank  Gene i&
Efla J.143 |__Efla 0.113 Figura 8: Estabilidad de la expresion de 5 genes de

1

2 ACTY 0266 i GAFDH D?]-'I referencia candidatos calculada por GeNorm, DeltaCt,
3 p-tub 0364 3 f-tub 0.249 NormFinder, RefFinder y BestKeeper, en muestras
'? GAPDH 0354 '? 185 0.681 obtenidas de tratamientos de polinizacion de N. alpina 'y
5185 047 | 5 ACTT  LIB N, obliqua (p < 0.01).



Expresion génica en Nothofagus obliqua
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Figura 9: Germinacién de granos de polen de IN. obliqua en la superficie del estigma
de la flor pistilada 24 horas post-polinizacién. a) grano de polen, b) tubo polinico y
c) estigmas (Torres y Puntieri, 2013).



Expresién génica en Nothofagus alpina
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Genes candidatos asd¢atibsle axjnicxiombailbibdadiy=s{EalMoion con el proceso de

hibridacion entre N. obliqua y N. alpina
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(P<0.05; Test de Tuckey 95%. N. alpina (p: 0.0313); N. obliqua (p: 0.0415))
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Conclusiones

Los genes constitutivos o housekeeping se comportan de manera distinta
segun el tejido/ 6rgano en que se evalia su expresion.

El gen constitutivo mas estable para analisis de expresion en tejido floral
pre y post-polinizacion en N. obliqua y N. alpina corresponde al Factor

de elongacion 1 alfa (EFla).

La identificacién de genes ortologos asociados a los mecanismos de
autoincompatibilidad permitié identificar contings de Nothofagus alpina
con funcionalidad asociada a estos genes.

Los patrones de expresién génica en IN. obligua y N. alpina son
caracteristicos en autoincompatibilidad gametofitica.

El gen CaM asociado a la autoincompatibilidad gametofitica de V.
alpina presentan una disminucién de su actividad en el tratamiento de
polinizacion interespecifica, provocando una posible vulnerabilidad en la

barrera reproductiva.






