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Resumen

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, pasto lloron, es una graminea forrajera, de origen
sudafricano, extensamente cultivada en la zona semidrida templada de Argentina. El pasto
llorén es un complejo polimodrfico donde la mayoria de sus miembros se reproducen por
apomixis diplospdrica, tipo de reproduccion asexual a través de semillas, que conduce a la
generacion de progenies genéticamente idénticas a la planta madre. Los pasos de la
apomixis implican evitar la meiosis para generar un saco embrionario no reducido
(apomeiosis), desarrollo del embrioén sin fecundacién de la ovocélula (partenogénesis) y
formacion de endospermo viable de una manera dependiente o independiente de la

fertilizacion de los nticleos polares.

El objetivo general de esta tesis es estudiar la herencia de la diplosporia en Eragrostis
curvula y localizar la/s region/nes condicionantes de la misma a través de la obtencion de
una poblacion de mapeo a nivel tetraploide, segregante para el modo reproductivo, y de la

construccion de un mapa genético de alta densidad, basado en marcadores moleculares.

El primer paso de trabajo de esta tesis fue obtener una poblacion de mapeo tetraploide
proveniente del cruzamiento entre un genotipo sexual (OTA-S, accesion PI1574506 del
USDA) con un genotipo apomictico facultativo (cv. Don Walter-INTA). La caracterizacion
fenotipica de los hibridos F,, realizada mediante andlisis citoembrologicos, dio como
resultado una proporcion 1:1 de plantas apomicticas vs. sexuales (34:27, Chi’> = 0,37), lo

que concuerda con un modelo de herencia genética de un solo factor dominante.

La poblacion segregante para este cardcter permitioé construir el primer mapa de ligamiento
saturado de E. curvula a nivel tetraploide utilizando marcadores moleculares tradicionales
(AFLP y SSR) y derivados de secuenciacion (GBS-SNP) en el cual se identifico el locus
que controla la diplosporia. Se construyeron mapas de ligamiento para cada uno de los
parentales por separado con 1.114 marcadores para OTA-S y 2.019 para Don Walter,

construyendo en ambos 40 grupos de ligamiento, lo que concuerda con el numero de



cromosomas al nivel tetraploide. El largo total del mapa de OTA-S fue de 1.335 c¢cM, con
una densidad promedio de marcadores 1,22 cM/marcador. La longitud del mapa de Don
Walter fue de 1.976,2 c¢cM, con una densidad de promedio de marcadores de 0,98
cM/marcador. El locus responsable de la diplosporia fue mapeado en el grupo de

ligamiento 3 de Don Walter.

Mediante analisis de sintenia, comparando las secuencias de los marcadores GBS-SNP con
genomas completos de especies relacionadas (Oropetium thomaeum, Cenchrus americanus,
Setaria italica, Zea mays, Panicum hallii y Oryza sativa) se logro establecer cudles de los
grupos de ligamiento de cada parental corresponderian a los grupos de homologos /

homedlogos.

El mapa de ligamiento genético que se logro alcanzar en esta tesis es el primer mapa de este
tipo para E. curvula, es el mapa mas saturado para el género Eragrostis y uno de los mapas

mas saturados para entre las gramineas poliploides forrajeras.



Abstract

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees (weeping lovegrass) is an apomictic species native to
Southern Africa that is used as forage grass in semiarid regions of Argentina. Apomixis is a
mechanism for clonal propagation through seeds that involves the avoidance of meiosis to
generate an unreduced embryo sac (apomeiosis), parthenogenesis, and viable endosperm
formation by in a fertilization-dependent or -independent manner. In this thesis, the first
saturated linkage map of tetraploid E. curvula is informed, using both traditional (AFLP
and SSR) and high-throughput molecular markers (GBS-SNP), and the locus controlling
diplospory is identified. Also syntenic relationships with genomes of other grass species are
established to identify homologs/homeologs groups. A tetraploid mapping population was
obtained from the cross between a sexual genotype (OTA-S) with a facultative apomictic
individual of cv. Don Walter. Phenotypic characterization of F; hybrids by
cytoembryological analysis yielded a 1:1 ratio of apomictic vs. sexual plants (34:27, Chi* =
0.37), which agrees with the model of inheritance of a single dominant genetic factor. The
final number of markers was 1,114 for OTA-S and 2,019 for Don Walter. These markers
were distributed into 40 linkage groups per parental genotype, which is consistent with the
number of E. curvula chromosomes (containing 2 to 123 markers per linkage group). The
total length of the OTA-S map was 1,335 cM, with an average marker density of 1.22 cM
per marker. The Don Walter map was 1,976.2 cM, with an average marker density of 0.98
cM/marker. The locus responsible for diplospory was mapped on Don Walter linkage group
3. Syntenic analysis , comparing GBS-SNP markers sequences with complete genomes of
related species (Oropetium thomaeum, Cenchrus americanus, Setaria italica, Zea mays,
Panicum hallii y Oryza sativa) allowed to establish the homologs/homeologs groups for
each linkage map and the relationships between both linkage maps. The genetic linkage
maps reported in this study, the first such map for E. curvula, is the most saturated map for
the genus Eragrostis and one of the most saturated maps for a polyploid forage grass

species.
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I-Introduccion

I.1. Mapeo Genético

El mapeo genético consiste en determinar la posicion de un determinado niimero de loci a
lo largo de los cromosomas y de esa manera ordenarlos unos en relaciéon a otros. El
ordenamiento se basa en la estimacion de la frecuencia de recombinacion que ocurre entre
cromosomas homologos durante la profase I de la meiosis, eventos que se evidencian a
través de la formacioén de quiasmas (Collard et al., 2005). La presencia de quiasmas entre
cromosomas homologos indica que ha ocurrido un intercambio de material genético. Se
dice que un cromosoma que presenta un solo quiasma tiene en promedio una longitud de 50
centiMorgan (cM). La resolucion de un mapa y la habilidad para determinar el orden de los
marcadores en el mismo dependen, entre otras cosas, del tamafio de la poblaciéon de mapeo
ya que cuanto mas grande es la poblacion es posible obtener mayor resolucién (mayor
cantidad de eventos de recombinacion) y de la cantidad de marcadores moleculares
utilizados (Collard et al., 2005). El tamano de las poblaciones en estudios preliminares se
encuentra generalmente en el rango de 50 a 250 individuos (Mohan et al., 1997; Xu, 2010).
En la practica, el tamafio de la poblacion esta limitado por el nimero de semillas del que se

dispone o por el nimero de muestras que es razonable o capaz de procesar (Young, 1994).

La construccion de un mapa de ligamiento requiere de tres requisitos fundamentales, una
poblacion segregante, es decir una poblacion derivada de un cruzamiento, una manera de

genotipar la misma y una manera de determinar el fenotipo (Semagn et al., 2007).

En relacion a la poblacion, el primer paso es la seleccion de los parentales. Para ello debe
tenerse en cuenta el objetivo del proyecto, por ejemplo, generar un mapa marco de una
especie, identificar caracteres cualitativos (QTLs), encontrar loci de resistencia a
enfermedades u otros. Una vez establecido el objetivo, se realiza la eleccion de los
parentales para generar el cruzamiento (contrastantes en el caracter a mapear), se determina
con qué clase de poblacioén trabajar y que generaciones se utilizardn para el analisis

fenotipico y genotipico (Young, 1994; Collard et al., 2005).

11



En relacion al genotipado, los marcadores moleculares, especialmente los de tultima
generacion, son muy apropiados. Los marcadores genéticos derivan de pequeiias regiones
de ADN que muestran polimorfismos de secuencia entre individuos dentro de una especie,
que pueden provenir de modificaciones en la secuencia de ADN o de la longitud de
fragmentos por inserciones, delecciones o acumulacion de copias (secuencias repetitivas).
Estos polimorfismos son ubicuos y abundantes en todos los organismos vivos y segregan,
la mayoria de las veces, de manera mendeliana (Collard et al., 2005). Actualmente, los
principales tipos de marcadores son los basados en la técnica de PCR o en técnicas de
secuenciacion de ultima generacion (NGS) (Kumar et al., 2012). En el primer caso se trata
de observar cambios en regiones amplificadas de ADN (ej. AFLPs, SSR o microsatélites)
utilizando distintos criterios para la eleccion de los cebadores (Gupta, et al., 1999). En el
segundo caso se utilizan sobre todo polimorfismos de nucledtido simple (SNP, Single
Nucleotide Polymorphism) que son variaciones en la secuencia de ADN que afectan a una
sola base de una secuencia del genoma. Una de estas variaciones debe darse al menos en un
1 % de la poblacion para ser considerada como un SNP (Rafalski, 2002). Si no se llega al 1
% no se considera SNP y si una mutacion puntual. Otros marcadores que también pueden
obtenerse por secuenciacion son inserciones-deleciones (InDels) (Ren et al., 2012;

Moghaddam et al., 2014; Ratan et al., 2015; Steglich y Nubel, 2017).

Diferentes marcadores moleculares se han utilizado para la construcciéon de mapas de
ligamiento en numerosas especies, generando marcos genéticos para el estudio de
caracteres simples y complejos (Lacape et al., 2001; Stein et al., 2007; Jones et al., 2013;
Clarke et al., 2016). Ademas, el desarrollo de mapas de ligamiento ha hecho posible la
diseccion y el etiquetado de genes de caracteres importantes en distintos cultivos.
Actualmente los marcadores genéticos se utilizan en investigacion bésica como en
mejoramiento vegetal, para la caracterizaciéon de germoplasma, aislamiento de genes,
estudios de diversidad poblacional, seleccion e introgresion asistida, pureza genética de
semillas y en la proteccion de variedades (Remund et al., 2001; Jorasch, 2005; Collard y

Mackill, 2008; Procunier et al., 2009; Xu, 2010).

Los SNP son muy abundantes en los genomas y, aunque pueden estar tanto en regiones

codificantes como en regiones intronicas o intergénicas, los SNP que afectan a las regiones
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codificantes son los que mas impacto tienen sobre la funciéon de una proteina (si bien
podrian no alterar la secuencia aminoacidica como consecuencia de la degeneracion del
codigo genético). Los SNP se consideran una forma de mutacion puntual que ha sido lo
suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte significativa de la
poblacién de una especie y existen marcadores SNP que detectan el cambio de ese unico

nucleotido (Rafalski, 2002).

El desarrollo de marcadores moleculares, su imputacion a los individuos de la poblacion de
mapeo y el analisis de su segregacion ha sido tradicionalmente un proceso de alto costo con
muchas etapas laboriosas y que consumen mucho tiempo. La aparicion de microarreglos de
SNPs ha reducido el tiempo y los esfuerzos, pero no existen para muchos cultivos. Como el
desarrollo de SNPs requiere informacion preliminar de secuencias, su aplicacion se ve
restringida a los cultivos mas estudiados. Sin embargo, con el pasar de los afios los avances
de las técnicas de secuenciacion de ultima generacion (NGS) permitieron disminuir
considerablemente los costos y ampliar el potencial de datos generados (Kumar et al.,
2012). Esto permitio el uso de técnicas de secuenciacion como una herramienta para la
obtencion de marcadores moleculares en un set limitado de individuos, como parentales de

poblaciones o progenies seleccionados.

En los ultimos afios surgié una estrategia denominada genotipado por secuenciacion (GBS),
que utiliza el potencial de las NGS pero repartido en muchos individuos (Elshire et al.,
2011; Poland et al., 2012). La técnica de GBS utiliza el concepto de representacion
reducida del genoma, que se logra usualmente mediante la utilizacion de enzimas de
restriccion que generan una serie de fragmentos comparables entre los individuos de la
poblacion. Luego, mediante el uso de secuencias cortas caracteristicas (codigo de barras,
barcode) se marcan los ADNs provenientes de cada uno de los individuos, se agrupan en un
pool y se secuencian en conjunto. Esta técnica ha permitido lograr mapas de ligamiento de
alta densidad a bajo costo en cebada, trigo, arroz y alfalfa, entre otros (Poland et al., 2012;
Spindel et al., 2013; Li et al., 2014.). Una ventaja adicional de trabajar con SNPs generados
por GBS es que luego de la elaboracion del mapa de ligamiento es posible chequear el
orden de los marcadores con genomas secuenciados de la misma especie o de especies

relacionadas para establecer si el orden de los marcadores es conservado o no. Esto se
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puede lograr porque se conoce la secuencia origen del SNP y mediante gendémica
comparativa se puede establecer la sintenia. Los andlisis de genética comparativa han
demostrado que el contenido y orden de los genes es altamente conservado entre diferentes
especies dentro de la familia de las gramineas, tanto a nivel de mapa como a nivel de
megabases (Devos y Gale, 1997). La integracion de los mapas de arroz, mijo cola de zorro,
cafia de azucar, sorgo, maiz y las triticeas mostraron que algunos rearreglos cromosémicos
caracterizan a los grupos taxondmicos, mientras que surgieron durante o después de la
especiacion. Por ello puede utilizarse esta informacién para contribuir al analisis de
especies menos investigadas a este nivel. Recientes estudios del grupo de trabajo indican
que el 79 % del genoma de E. curvula presenta homologia con los genomas de Z. mays y S.
bicolor (Carballo, comunicacion personal). Estos estudios también demostraron que el
genoma de O. thomaeum, el més pequetio y mas cercano disponible con un elevado nivel
de contiguidad, perteneciente a la tribu Chloridoideae, fue cubierto casi completamente (96

%) por los contiguos del genoma de E. curvula (José Carballo, comunicacion personal).

Como se trabaja con un gran nimero de marcadores, los analisis se realizan con la ayuda de
programas informaticos desarrollados para este propdsito (Dwivedi et al., 2007). Existen
varios programas informaticos, pero los mas utilizados son: MapMaker/EXP (Lander et al.,
1987), JoinMap (Stam, 1993), Carthagene (de Givry et al., 2005), GQMol (Cruz y
Schuster, 2004), Tassel 5.0 (www.maizegenetics.net/tassel, 2018), paquete Onemap de R

(Margarido et al.https://cran.r-project.org/web/packages/onemap, 2007), entre otros.

La construccion de mapas de ligamiento en especies poliploides resulta mas complicada
que en diploides. El mapeo en poliploides presenta problemas caracteristicos respecto a
diploides, ya que los métodos estadisticos para el estudio de la segregacion son mucho mas
complejos y se necesitan poblaciones de mapeo con mayor cantidad de individuos para
obtener estimaciones fiables de distancia genética (Aversano et al., 2012). La herencia de
las especies autopoliploides es polisomica, es decir, los cromosomas homologos dentro de
un mismo grupo se aparean al azar durante la meiosis. Por otro lado, las especies
alopoliploides presentan herencia disomica y por ello su genética es similar a la de los
diploides, excepto por los multiples genomas que los componen. A E. curvula se lo

considera una especie alopoliploide, aunque se ha registrado formacion multivalente en
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algunos genotipos poliploides, como Tanganyika y Don Eduardo (Poverene, 1988; Vorster

y Liebenberg, 1977).

Recientemente, Worthington y col. (2016) desarrollaron los primeros mapas de ligamiento
saturados de una especie de apomictica poliploide utilizando marcadores SNP generados
por GBS. Estos mapas saturados luego se utilizaron para evaluar la sintenia con mijo cola
de zorro y para identificar los marcadores flanqueantes vinculados a la region genomica

especifica de aposporia (ASGR).

El ultimo requisito y un punto importante a tener en cuenta, si es que el mapa de ligamiento
se utilizard para estudios de asociacion con caracteres de importancia agrondomica (Ej.
rendimiento, resistencia a enfermedades, etc.), es que la poblacion de mapeo debe ser
evaluada fenotipicamente, es decir, se deben recopilar datos de rasgos morfoldgicos,
fisiologicos o de comportamiento (Collard, 2005). La evaluacion fenotipica dependera del
rasgo a evaluar y del momento fenologico donde se quiere hacer la medicion. En el caso
particular de la apomixis, hay distintas técnicas disponibles que permiten la caracterizacion

cuali o cuantitativa del caracter y son descriptas al final del item I.3.

1.2- Eragrostis curvula (Pasto llordon)

Eragrostis Wolf es uno de los géneros mas diversos de la familia Poaceae. Comprende
alrededor de 350 especies y es el género mas representado en las Eragrostideae, una tribu
cosmopolita compuesta por 80 géneros y alrededor de 1.000 especies distribuidas
principalmente en regiones tropicales y templado-célidas de todo el mundo. La tribu no
posee una agrupacion natural sino que fue armada por conveniencia y Eragrostis en si
mismo es un grupo polifilético. La naturaleza polifilética de Eragrostis fue confirmada por
analisis de secuencias conservadas, ITS y trnL-F (Roodt-Wilding y Spies, 2006). La
caracteristica del género es una panoja con numerosas espiguillas con lemas enteras y
glabras. Todas las especies de Eragrostis, excepto E. walteri (Voigt et al., 2004), poseen
anatomia tipo C4 que les permite una mayor eficiencia de fotosintesis en condiciones de
alta temperatura. La mayor concentracion de especies se produce en Sudafrica, de donde
proviene el pasto llordn (Eragrostis curvula (Schrader) Nees). Existen varias especies de
interés econdmico, entre las que sobresale E. curvula (forrajera), E. tef (alimentacion
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humana y forraje) y algunas que integran pastizales como E. chloromelas y E.
lehmanniana, estas ultimas dificiles de separar de E. curvula debido a la existencia de

hibridos con caracteristicas intermedias.

El pasto llorén (Figura 1) se ha distribuido por todo el mundo por sus caracteristicas como
forrajera y como fijadora de médanos en ambientes aridos y de suelos arenosos. En
Argentina es extensamente cultivada como forrajera en la zona semidrida templada del pais,
donde abarca una superficie superior a las 800.000 has (INDEC 2002). Las principales
cualidades de esta graminea son su extraordinaria rusticidad, su capacidad para prosperar
en suelos pobres en fertilidad y su aptitud para consolidar suelos erosionables de textura

suelta.

El origen de los cultivares de pasto llorén es dificil de determinar, ya que casi todos
provienen de selecciones practicadas sobre materiales nativos (Fernadndez et al., 1991). El
INTA ha realizado numerosos estudios técnicos y comparativos de variedades,
principalmente en las EEA Anguil y San Luis, donde se reunieron colecciones de méas de 70
biotipos introducidos de pasto llorén, a partir de los cuales se seleccionaron los cultivares
argentinos (Ferndndez et al., 1991; Stritzler y Petruzzi, 2000; Bavera y Pefiafort, 2005;
Torres Carbonell y Marinissen, 2010).

E. curvula incluye genotipos de diferente ploidia (desde 2X hasta 8X, con X = 10), donde
los diploides son raros en la naturaleza, siendo la mayoria poliploides, existiendo ademas
formas aneuploides. Los diploides se reproducen sexualmente y son autoincompatibles
(necesitan polinizacion cruzada), mientras que los poliploides se reproducen por apomixis y
son autocompatibles. Aunque la mayoria de las colecciones realizadas en Sudafrica estan
constituidas por materiales apomicticos obligados, también existen unos pocos facultativos
(Brix, 1974; Vorster y Liebenberg, 1977). Tetraploides sexuales no han sido encontrados en
la naturaleza y solo se conoce un genotipo obtenido experimentalmente del cruzamiento
entre dos genotipos diploides (OTA-S, USDA). Los materiales par-poliploides parecen ser
mucho mas abundantes que los impar-poliploides en el complejo E. curvula (Poverene,

1988). La persistencia de los impar-poliploides y aneuploides se debe a la reproduccion
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apomictica, pero la inestabilidad meidtica que los caracteriza necesariamente debe

representar una desventaja adaptativa (Poverene y Curvetto, 1991).

Figural. A) Detalle de una panoja, B) de una espiguilla y C) de plantas de pasto llorén

El pequeiio tamafio de los cromosomas (tamaino medio de 2 a 3 pm), caracteristico de las
Eragrostoideas, y la dificultad para obtener preparados suficientemente claros son las
causas de que ningin trabajo citologico sobre pasto llorén presente descripciones de
cariotipo. Los resultados obtenidos por Poverene (1988) analizando meiosis en anteras de
pasto lloron concordaron con las observaciones de Streetman (1970) y Vorster y
Liebenberg (1977) en que las meiosis fueron regulares en plantas con bajo nivel de ploidia,
mientras que hubo una tendencia a meiosis anormales en los altamente poliploides. En las
accesiones tetraploides, la presencia de multivalentes demuestra que existe al menos una
homologia parcial u homeologia entre genomas, pero la mayor parte de los cromosomas se
aparea en forma bivalente. Estudios en E. tef, especie del genero mas estudiada, indican que
también es un alotetraploide, vinculado a E. pilosa y E. heteromera, aunque E. curvula
puede haber participado en la evolucion de tef (Ingram y Doyle, 2003; Bekele y Lester,
1981). La constitucion alotetraploide esta asociada a una mayor capacidad de adaptacion y
a un incremento en la aptitud bioldégica comparado con sus diploides progenitores (Leitch y

Leitch, 2008).
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I.3- Apomicxis en Plantas

La apomixis se define como la formacion asexual de semilla a partir de tejidos maternos del
ovulo, evitando los procesos de meiosis y fertilizacion, dando lugar a descendientes
idénticos a la planta madre (Nogler, 1984; Koltunow, 1993; Tucker y Koltunow, 2009).
Aunque a veces se la considera una curiosidad botanica, la apomixis se ha encontrado en

mas de 400 especies de angiospermas.

Las especies apomicticas han desarrollado mecanismos para evitar las vias sexuales, lo que
implica la formacién de gametofitos funcionales sin meiosis (apomeiosis), la formacion de
embriones sin fertilizacion (partenogénesis) y la formaciéon de un endospermo funcional
(Figura 2). Este ultimo puede ocurrir de forma completamente autonoma en algunas

especies, pero en otras casos es necearia la fertilizacion (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

La distribucion de la apomixis en las angiospermas no es homogénea, ya que el 75 % de las
especies que tiene este modo reproductivo pertenecen a tres familias: Asteraceae, Rosaceae
y Poaceae, grupos que colectivamente constituyen solo el 10 % de las plantas con flor.
Algunos autores han postulado que este patron de distribucion puede reflejar la
predisposicion de cierto grupo de plantas a experimentar los cambios de desarrollo y
genéticos que caracterizan a la apomixis (Bicknell y Koltunow, 2004). Existe coincidencia
en considerar que la apomixis ha evolucionado varias veces en forma independiente desde
ancestros sexuales y puede ser vista como una modificacion del programa de reproduccion
sexual (Horandl y Hojsgaard, 2012). Este origen polifilético hace que la apomixis se
estudie en cada especie en particular y que los genes y mecanismos involucrados en su

expresion y regulacion sean diversos (Crane, 2001).

Existe una gran diversidad en los mecanismos de formacién de una semilla apomictica. En
la figura 2, se pueden apreciar los principales modelos comparados con el modelo tipico de
origen de una semilla sexual (tipo Polygonum). Estudios recientes indican que los distintos
mecanismos apomicticos estan presentes en los siguientes numeros para los diferentes tipos

de apomixis: la embriogénesis adventicia ha sido reportada en 148 géneros, la aposporia en
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110 y la diplosporia en 68 (Hojsgaard et al., 2014). A los dos ultimos mecanismos se los

clasifica como apomixis gametofitica (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de apomixis (diplosporia, aposporia y embriogénesis adventicia)
comparados con los eventos de la reproduccion sexual de plantas (Adaptado de Koltunow,

1993).

En todos los mecanismos de apomixis conocidos y en todos los genotipos estudiados en
profundidad se ha observado en la gran mayoria algin grado de sexualidad remanente en
las plantas apomicticas, por lo que se las deberia considerar facultativas. Verdaderos
apomicticos obligados son los que forman s6lo semillas apomicticas y son muy raros en la

naturaleza (Asker y Jerling, 1992).
A pesar de su amplia distribucion en las plantas con flor el caracter apomixis no estd

presente en muchas especies de interés agrondémico, a excepcion de varias gramineas

forrajeras (Bicknell y Koltunow, 2004). Esto ha llevado a que la mayoria de los estudios
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genéticos sobre el mismo deban ser realizados en especies silvestres altamente

heterocigotas, generalmente poliploides y poco caracterizadas genéticamente.

Existe una relacion estrecha entre la apomixis y la poliploidia, ya que la manifestacion de la
misma depende fuertemente del nivel de ploidia, tanto que los genotipos diploides (por
ejemplo en pasto lloron 2n=2x=20) son generalmente sexuales y los correspondientes
poliploides (2n=4x=40 o mayores) son apomicticos (Asker y Jerling, 1992; Savidan, 2000).
Sin embargo, la apomixis es comun en plantas diploides con embriogénesis adventicia,
tales como Citrus, Nothoscordum, Sarcococca y Euphorbia (Gustafsson, 1946). La
descripcion de algunos diploides con apomixis gametofitica parece ser la excepcion a la
regla y podemos encontrar algunos ejemplos de ello en especies de los géneros Boechera
(Kantama et al., 2007), Paspalum (Norrmann et al., 1989; Siena et al., 2008; Delgado et al.,
2014), Potentilla (Asker y Jerling, 1992) y Brachiaria (Naumova et al., 1999).

Se ha observado que generalmente la hibridacion y la poliploidia representan dos procesos
importantes en la evolucion de la apomixis en las angiospermas. Carman (1997) propuso la
“teoria de la hibridacion” que indica que la hibridacion de dos especies con diferentes
caracteres reproductivos puede contribuir a la induccion de la apomixis. El hibrido contiene
dos sets de genes parentales que estan involucrados en el desarrollo del saco embrionario y
la embriogénesis. La expresion asincronica de estos genes duplicados lleva a la iniciacién
de procesos embriologicos en lugares y momentos aberrantes, produciéndose de esta
manera cambios embriologicos que dirigen los procesos reproductivos de sexual a

apomictico.

En el género Paspalum la poliploidia parece ser un prerrequisito para la expresion efectiva
de la apomixis (Quarin y Hanna 1980; Quarin et al., 2001), sin embargo no necesariamente
estd acompafiada de hibridacion. El apoyo a estas afirmaciones proviene de estudios
citogenéticos en varias especies poliploides, de analisis de segregacion llevados a cabo en
especies tetraploides apomicticas y de la induccion de tetraploides apomicticos sintéticos.
Estudios citogenéticos han revelado que una alta proporcion de cromosomas forman

asociaciones multivalentes en apomicticos, sugiriendo un origen autopoliploide (Norrmann
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et al., 1989; Hojsgaard et al., 2008). Andlisis genéticos han revelado herencia tetrasomica
en tetraploides apomicticos, lo cual también es tipico de autopoliploides (Pupilli et al.,
1997; Stein et al, 2004). En adicion, autotetraploides obtenidos por duplicacion
cromosomica de diploides sexuales se reproducen apomicticamente (Quarin y Hanna, 1980;
Quarin et al., 2001). Estos ultimos estudios son solo ejemplos, entre muchos otros, que
sostienen la hipotesis que la mayoria de las especies de Paspalum apomicticas se originaron

por autopoliploidia a partir de genotipos sexuales.

Otras dos caracteristicas estdn presentes en las plantas apomicticas. En general son
perennes (no anuales) y poseen otros mecanismos de reproduccion asexual, tales como
estolones, rizomas o bulbos. La otra particularidad es que, en general, son apomicticos
facultativos con un variable grado de sexualidad residual (Spillane et al., 2001). Esta
sexualidad residual es muy interesante desde un punto de vista evolutivo, ya que permite la
creacion de nuevas combinaciones genotipicas en poblaciones naturales. Ademas esta
sexualidad residual encontrada en algunas poblaciones tetraploides puede ser utilizada
como fuente de variabilidad en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Sartor et

al., 2011).

Un requisito fundamental cuando se quiere estudiar el modo reproductivo de una especie, la
herencia de la apomixis o incluso identificar los genes que determinan el caracter es contar
con métodos simples cuali o cuantitativos que permitan la caracterizacion fenotipica de los
parentales y de la progenie. Las metodologias mas frecuentes, de acuerdo a Naumova
(1997) y Sherwood (2001) son: 1- Citoembriologia, basada en la observacion de las
diferencias en la megasporogénesis y megagametogénesis entre procesos sexuales y
apomicticos; 2- Citometria de flujo, basada en el estudio del nivel de ploidia en el
endospermo (doble fertilizacion) y en el embrioén de la semilla, de manera de establecer la
relacion de ploidia entre ambos, ya que esta relacion puede variar en semillas provenientes
de reproduccion sexual y apomictica) y 3- Pruebas de progenie, ya que dado que las plantas
apomicticas producen progenie idéntica a la madre, la uniformidad de los descendientes
con la planta madre indica un posible origen apomictico. Si bien pueden utilizarse

diferentes técnicas, las observaciones citoembriologicas son siempre necesarias para
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confirmar el origen del saco embrionario y el tipo de apomixis presente (Leblanc y

Mazzucato, 2001).

I.4- Control genético de la apomixis - Herencia

Los primeros estudios sobre la herencia de la apomixis (Nogler, 1984) demostraron que la
apomixis esta bajo control genético, aunque su expresividad puede verse afectada por
modificadores genéticos o condiciones ambientales (Savidan, 2001). El estudio de los
factores genéticos involuclardos en la apomixis se complica por la naturaleza poliploide de
la mayoria de las especies apomictas, la disponibilidad adecuada de plantas sexuales
compatibles y las dificultades para clasificar la progenie, particularmente porque los
componentes de la apomixis pueden segregar. En Panicum spp., en Ranunculus spp. y en
Hieracium spp. el locus dominante que controla la aposporia co-segrega con la
partenogénesis, lo que sugiere que un solo locus controla la apomixis. En otros
apomicticos, los loci genéticos que controlan la apomeiosis, la partenogénesis y la
formacion funcional de endospermo se pueden separar entre si. Por lo tanto, en estas
especies, al menos tres loci distintos estan involucrados en la apomixis. Ademas, el control
genético de cada componente de la apomixis puede ser complejo e involucrar a mas de un
gen. Las especies que exhiben una mezcla de todas las combinaciones de apomixis pueden
contener multiples loci que confieren los diferentes componentes en combinacidon con los

modificadores asociados (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

La apomixis es un caracter de desarrollo complejo, como se refleja en su genética. La
herencia de la apomixis puede explicarse muy bien por la genética mendeliana, pero todas
las complicaciones concebibles para el analisis genético parecen acumularse en los
apomicticos: interacciones génicas epistaticas, componentes expresados esporofiticamente
y gametofiticamente, modificadores de la expresion, poliploidia, distorsion de la
segregacion y recombinacion suprimida (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). A pesar de las
complicaciones adicionales como la baja fertilidad del polen, los cruzamientos
interespecificos y la inestabilidad del genoma que se producen en algunas especies, se ha

llevado a cabo un gran niimero de estudios genéticos informativos.
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Basados en datos de segregacion, los genes que controlan la apomixis parecen ser pocos en
numero, aunque existe falta de recombinacion en las regiones cromosdmicas determinantes
del caracter, como el locus determinante de la aposporia (ASGR, apospory-specific
genomic region). La recombinacion suprimida entre caracteres y marcadores moleculares
vinculados es un tema recurrente en los mapas genéticos de los apomicticos,
particularmente dentro de la familia Poaceae. Esta falta de recombinacion se evidencia al
comparar los marcadores asociados al ASGR con regiones equivalentes de maiz y arroz,
encontrandose en las plantas apomicticas distancias genéticas muy reducidas y grandes
distancias fisicas en las especies sexuales de referencia. En Pennisetum squamulatum se
estima que el locus ASGR tiene un tamaio > a 50 Mb, aproximadamente una cuarta parte
de un cromosoma (Akiyama et al., 2005). Dado el gran tamafio fisico estimado, una
conclusion logica es que multiples genes pueden ser requeridos para la apomixis, y un
mecanismo evolutivo para asegurar su transmision intacta seria agruparlos en un bloque.
Tales patrones evolutivos tienen precedentes, como la autoincompatibilidad en Brassica
(Boyes et al., 1997). Varios mecanismos podrian estar operando para reducir la
recombinacion y mantener el desequilibrio de ligamiento, como divergencia en la secuencia
de los alelos, un reordenamientos cromosOmicos, translocaciones e inversiones y la

remodelacion de la cromatina para mejorar la formacion de heterocromatina.

En el caso de la aposporia, los marcadores identificados parecen encontrarse asociados
definiendo una region genOmica especifica que muestra una alta restriccion a la
recombinacion y esta asociada a un efecto pleiotropico letal o ligada a un alelo con
letalidad parcial que afecta a los gametos masculinos (Ozias Akins et al., 1998, Pupilli et
al., 2001, Martinez et al., 2003). Esta region se ha identificado y caracterizado en especies
como Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998; Goel et al., 2003; Akiyama et
al., 2004), Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al., 1998), Paspalum simplex (Pupilli et
al., 2001; Pupilli et al., 2004) y P. notatum (Stein, 2006). En Taraxacum, se demostré que
varios elementos independientes (apomeiosis, partenogénesis y endospermo autdénomo)
controlan la diplosporia (Zavesky et al., 2007). Dado que no existe una correspondencia
entre los marcadores moleculares asociados a la aposporia y a la diplosporia (Leblanc et al.,

1995; Pessino et al., 1997; Pupilli et al., 2001; Pupilli et al., 2004), los resultados parecen
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indicar que ambas formas de apomixis estan gobernadas por genes diferentes (Grimanelli et

al., 2001; Hand y Koltunow, 2007).

Estudios citoembriologicos han revelado que la diplosporia esta caracterizada por una
alteracion en el tiempo de desarrollo de la esporogénesis y del embrién (Grimanelli et al.,
2003). Las plantas que exhiben este modo reproductivo muestran un fenotipo
heterocrénico, resultado de una alteracion temporal en la progresion del proceso sexual

(Grimanelli et al., 2003; Sharbel et al., 2009).

1.5- Apomicxis en E. curvula

Los primeros estudios sobre el sistema reproductivo del pasto lloréon lo describen como
apomictico obligado (Brown y Emery, 1958; Leigh, 1960). Streetman (1963) concluyé que
el tipo de apomixis presente en E. curvula es la diplosporia y la polinizacidon es necesaria
para la formacion de la semilla, prueba de ello es que los embriones no desarrollan hasta
varias horas luego de la antesis, siendo la diplosporia seguida de pseudogamia. El
descubrimiento de apomixis facultativa en E. curvula (Voigt y Bashaw, 1973, 1976; Brix,
1974) demostrd que el sistema reproductivo del pasto llorén es sumamente complejo. Voigt
y Burson (1992) consideran que probablemente la mayor parte de las lineas son
apomicticas facultativas, con una baja frecuencia de reproduccion sexual. En estudios mas
recientes (Meier et al. 2011, Rodrigo et al., 2017), realizados sobre distintos genotipos de
pasto lloron, se encuentran evidendias de que varios de ellos son facultativos, otros

apomicticos obligados y algunos sexuales obligados.

La formacion del saco embrionario en pasto lloron ha sido descripta por varios autores
(Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972, 1976; Brix, 1974; Stalker y Wright, 1975;
Vorster y Liebenberg, 1984; Rabeau et al., 1986). La secuencia inicia cuando la célula
arquesporial se diferencia a partir de una célula hipodérmica de la nucela, tanto en plantas
sexuales como apomicticas. El desarrollo puede proseguir luego de dos maneras. El
desarrollo del saco embrionario sexual es del tipo Polygonum (Vorster y Liebenberg, 1984)
y el apomictico diplospdrico presenta caracteristicas que lo hacen distinto a otros por lo que

se considera como un modelo particular, tipo Eragrostis (Crane, 2001). En el proceso
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sexual (Figura 3), la célula arquesporial se diferencia a partir de una célula hipodérmica de
la nucela que se expande poco a poco para dar paso a la primera division meidtica.
Inmediatamente le sigue la segunda division meiotica, donde la célula calazal y la
micropilar se dividen transversalmente dando una tétrada lineal, o bien, excepcionalmente,
la célula micropilar se divide perpendicularmente formando une tétrada en T. Poco después
de la formacion de la tétrada las tres megésporas micropilares degeneran, quedando soélo la
megaspora calazal, que dara origen al saco embrionario. El saco sexual finaliza su
formacion tras tres divisiones mitoticas dando una célula huevo, dos sinérgidas, dos
nucleos polares y tres antipodas. Estas tltimas pueden dividirse y formar un promedio de
15 células en el polo calazal (proliferacion de antipodas). En el desarrollo del saco
embrionario diplospdrico la célula arquesporial también se diferencia a partir de una célula
nucelar, que a diferencia del proceso sexual, no se divide meidticamente. Esta célula
inmediatamente comienza a agrandarse, siendo la vacuola calazal la que mas crece,
volviéndose dominante y forzando al nucleo hacia el polo micropilar. El crecimiento de
esta vacuola continua hasta que el tamano de la célula es similar al saco embrionario sexual
bi o tetranucleado. Luego, esta megaspora elongada, tras dos divisiones mitdticas sucesivas,
forma el saco embrionario tetranucleado, que se compone de una ovocélula, dos sinérgidas
y un nucleo polar (Figura 3). En ninglin caso se ha observado actividad de las células
nucelares, por lo que se ha descartado la aposporia como mecanismo reproductivo en pasto

llorén (Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972).
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Figura 3. Megagametogénesis en pasto lloron. Proceso sexual (izquierda) y apomictico

diplospdrico, tipo Eragrostis (derecha).

En pasto lloron ya se han evaluado estas técnicas para analizar el modo reproductivo de los
distintos genotipos (Zappacosta, 2009; Meier et al., 2011). Las pruebas de progenie con
marcadores RAPDs y los estudios citoembrioldgicos demostraron ser los mas adecuados
para el andlisis del modo de reproductivo, permitiendo la caracterizacion de plantas
apomicticas obligadas, apomicticas facultativas y sexuales (Meier et al., 2011). Con
respecto a la citometria de flujo, como en E. curvula presenta la particularidad de poseer un

saco embrionario con un nucleo polar no reducido y presentar pseudogamia (unién de un
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nucleo espermatico con el nucleo polar), la relacion de ploidias entre el embridon y el
endospermo es exactamente la misma, tanto en procesos sexuales como apomicticos
(relacion embrion/endospermo 2x/3x). Por tal motivo, esta técnica no logra discriminar
entre ambos procesos reproductivos.

I.6- Importancia de la apomixis para la agricultura

La apomixis tiene enormes aplicaciones potenciales en la agricultura, particularmente en la
produccion de semillas hibridas para mantener el vigor hibrido a lo largo de las
generaciones (Vielle-Calzada et al., 1996; Spillane et al., 2001; Kumar, 2017) y se han
hecho esfuerzos para trasferir este caracter a distintos cultivos, pero ningun éxito hasta el
momento (Kandemir y Saygili, 2014). Este potencial de sostener la heterosis a través de las
generaciones tendria una enorme repercusion para la agricultura y es la principal razon del
interés de la ciencia y de las empresas en conocer la base molecular del caracter. El mayor
valor seria en los principales cultivos de cereales y leguminosas o aquellos cultivos donde

los hibridos son particularmente valiosos pero dificiles de elaborar.

La apomixis, de amplia distribucion en las angiospermas, no esta presente en muchas
especies de interés agrondmico, a excepcion de varias gramineas forrajeras, la mandioca, la
manzana, los citricos, el mango y la frutilla. Por esta razéon se han realizado numerosos
intentos de introducir la apomixis desde parientes silvestres a especies cultivadas de gran
distribucion como el maiz, el trigo, el mijo y arroz (Grimanelli et al., 2001; Liu et al., 1994;
Roche et al.,, 2001; Kumar, 2017) han sido retrasados por barreras interespecificas y

ploidias, bloqueando el logro de genotipos agronomicamente aceptables.

Recientemente, un asombroso progreso en la transferencia de esta tecnologia a los
principales cultivos ha surgido en el arroz al generar una planta con la capacidad de generar
semillas apomicticas mediante la edicion de los genes criticos involucrados en la sexualidad
(Khanday et al., 2019; Wang et al., 2019). Las semillas clonales se produjeron después de
cruzar una linea MiMe (que lleva versiones mutantes de los genes RECS, PAIR1 y OSD1)
con una linea transgénica que expresa el activador embriogénico BBM1 (Khanday et al.,
2019) y por edicioén simultanea de los genes MiMe (RECS, PAIR1, OSDI1) y un inductor
haploide (MTL) en la misma linea (llamado FIX) (Wang et al., 2019). Estos logros notables
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demuestran la posibilidad de modificar el modo reproductivo de las plantas mediante la
edicion o incorporacion de determinados genes involucrados en vias de la gametogénesis y
megagametogenesis. Sin embargo, la eficiencia de ambos sistemas para generar semillas
clonales aun estd muy lejos de los organismos apomicticos naturales y necesita mejoras
adicionales para su aplicacion practica. La investigacion de los determinantes de la
apomixis en las especies apomicticas se ha retrasado durante mucho tiempo en
comparacion con otras caracteristicas de interés agrondmico, principalmente porque esta
presente en plantas silvestres que suelen ser poliploides y altamente heterocigotas, y para
las cuales las herramientas comunes de biologia molecular y mejoramiento son dificiles de
aplicar. Un cuello de botella adicional es el origen polifilético e independiente de la
apomixis en numerosos taxa, lo que hace que su control genético sea diferente entre

especies no relacionadas.

I.7- Relevancia del tema

La apomixis de tipo Eragrostis tiene caracteristicas particulares que lo convierten en un
modelo unico e interesante para la transferencia de apomixis, especialmente para cultivos
como el maiz, que son muy sensibles a los cambios en la relacion de plopidia entre
embrion:endospermo, que debe ser igual a 2:3. En nuestro modelo, esta relacion es la
misma que la tanto en la semilla sexual como en la apomictica. Esta es una diferencia
importante con respecto a otros modelos apomicticos en los que la situacion es variable y
relajada (el endospermo se puede desarrollar bajo una amplia gama de relaciones)
(Hojsgaard, 2018). La relacion de ploidia embrion:endospermo es estrictamente 2:3 en
varias especies modelo porque en las primeras etapas del desarrollo del embrion y del
endospermo, muchos alelos se silencian (imprinting) dependiendo de su origen paterno.
Cualquier desviacion en la dosis resultara en la detencion del desarrollo del endospermo y

el aborto de la semilla (Brukhin, 2017).

I.8- Trayectoria del grupo de trabajo en pasto llor6n y apomixis
Desde hace mas de tres décadas, el grupo de investigacion viene trabajando en distintos
aspectos de la fisiologia, genética y en la implementacién de herramientas biotecnologicas

para el mejoramiento del pasto lloron (Echenique et al., 1996; Polci, 2000; Echenique et al.,
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2001; Diaz et al., 2004; Diaz y Echenique, 2004). Estos proyectos dieron origen a tres
materiales vegetales que fueron registrados en el Registro Nacional de Cultivares (RC9191,
9192 y 9193). Con estos nuevos materiales que eran constrastantes en modo reproductivo y
fondo genético similar se comenzaron los estudios en la genética y vias de regulacion de la
apomixis (Cardone et al., 2006; Mecchia et al., 2007; Cervigni et al., 2008a; Cervigni et al.,
2008b; Ochogavia et al., 2009). Estos estudios estuvieron basados en la caracterizacion del
modo reproductivo, en la expresion diferencial entre materiales apomicticos y sexuales y la
relacion entre la apomixis y el estrés (Meier et al., 2011; Selva et al., 2012; Zappacosta et
al., 2014; Rodrigo et al., 2017; Selva et al., 2017 y Garbus et al., 2017). Actualmente
contamos con una lista de genes candidatos implicados en distintas vias metabdlicas, sin
embargo, el desarrollo de una poblacion de mapeo y un mapa genético donde ubicar la/s
region/es determinantes del cardcter son etapas criticas a superar para poder avanzar en la
determinacion de la base genética de la regulacion del caracter. Comprender la herencia de
la apomixis que ocurre naturalmente en diferentes taxones es un requisito previo vital para

aprovechar su potencial para su expresion exitosa en las plantas cultivadas.
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I1. Hipotesis y Objetivos

I1.1- Hipotesis

La apomixis en E. curvula es controlada por una o dos regiones gendémicas de herencia
mendeliana. En este contexto todo el proceso podria desencadenarse por un efecto
pleiotropico gobernado por una unica region o podrian existir mas regiones, controlando la

diplosporia y la partenogénesis.

I1.2-Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es estudiar la herencia de la diplosporia en Eragrostis
curvula y localizar la/s region/nes condicionantes de la misma a través de la obtencion de
una poblacion de mapeo a nivel tetraploide, segregante para el modo reproductivo, y de la

construccion de un mapa genético de alta densidad, basado en marcadores moleculares.

I1.3- Objetivos especificos
1) Caracterizar diferentes genotipos tetraploides de pasto llorébn por métodos
citoembriologicos y moleculares, a fin de seleccionar los mas adecuados como parentales

de la poblacién de mapeo.
2) Generar una poblacion de mapeo de E. curvula a nivel tetraploide, determinar el nivel de
ploidia de las plantas obtenidas y detectar la naturaleza hibrida de las mismas a través de

marcadores moleculares.

3) Caracterizar fenotipicamente la progenie hibrida obtenida utilizando citoembriologia y

determinar la herencia del caracter.

4) Desarrollar un mapa genético basado en SNPs donde posicionar la/s region/es

determinantes de la diplosporia.
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II1. Materiales y Métodos

I11.1- Material vegetal

I11.1.1- Genotipos

Los materiales de Eragrostis curvula evaluados en esta tesis se mantuvieron en invernaculo
y forman parte de la coleccion existente en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
(CERZOS-UNS), provenientes de INTA Anguil (La Pampa) y del USDA (United States
Department of Agriculture). En la Tabla 1.1 se detallan los materiales de pasto llorén
utilizados, indicando sigla con la que se les hard referencia, tipo agrondémico (segin
clasificacion de Covas, 1991), nimero cromosémico, modo reproductivo y la procedencia

de la semilla.

I11.1.2- Cruzamientos realizados

Para la obtencién de una poblacion de mapeo se requieren parentales contrastantes en el
cardcter a evaluar, en nuestro caso modo reproductivo. Se realizaron varios cruzamientos
para obtener una poblacion de mapeo (progenie Fi) a nivel tetraploide (2n = 4x = 40) y
segregante para la diplosporia. El genotipo sexual (OTA-S, USDA accesion PI574506) se
cruzo con varios donantes de polen, algunos de ellos apomicticos facultativos (Morpa
USDA accesion PI591632, Ermelo USDA accesion P1232986, Don Walter INTA) y un
apomictico obligado (Tanganyika, USDA accesion PI234217). Para realizar los
cruzamientos las plantas de ambos parentales se colocaron aisladas en un sector del
invernaculo y la polinizacion fue favorecida acercando y moviendo panojas del dador de
polen diariamente. Como no fue posible la castracion en el parental femenino
(emasculacion), a causa del tamafio y la morfologia de las espiguillas, una porcion de las

semillas obtenidas fue producto de autofecundacion.
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Tabla 1. Materiales de pasto lloron utilizados en el trabajo, indicando la sigla con la cual se
haréd referencia al material en el texto, el tipo agrondémico, numero cromosémico, modo

reproductivo y origen de las semillas.

Cultivar Sigla  Tipo agronémico Numero Modo Origen (*)
cromosémico (2n) reproductivo
Morpa Mnra Curvula 40 Apomictico USDA
Ermelo Emnta Curvula 40 Apomictico USDA
Tanganyika  Tinta Curvula 40 Apomictico INTA
Tanganyika Tyspa Curvula 40 Apomictico USDA
Don Walter DW Conferta 40 Apomictico INTA
OTA-S OTA Conferta 40 Sexual USDA

(*) INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria), USDA (United States
Department of Agronomy).

II1.1.3- Siembra de las semillas y establecimiento de las plantas F,

Las semillas provenientes de los cruzamientos, luego de dos meses de almacenadas a 4 °C,
se sembraron en almécigos con tierra estéril y luego de un mes las plantas se trasplantaron a
macetas individuales. Con esta metodologia germinaron solo unas pocas semillas y muchas
de las plantulas murieron al poco tiempo de emerger, por lo que se decidi6 germinar las
semillas in vitro y mantener las plantulas en estas condiciones hasta que pudieran ser
trasladadas al invernaculo. Para ello las semillas se sumergieron en alcohol 70 % por 5 min,
lavandina al 50 % por 10 min seguido por tres lavados en agua destilada estéril. Luego de

esto las semillas se sembraron en placas (50 semillas/placa) con medio de cultivo de
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Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962), compuesto de 4,33 gr de sales MS
(Sigma), 30 gr de sacarosa, 8 gr de agar y 1 ml de vitaminas MS (vitaminas MS, 1 mg/ml,
Sigma), en 1 L de agua destilada y se llevaron a camara de cultivo a 25 °C en oscuridad.
Luego de aproximadamente 30 dias, las plantas se pasaron a vasos plésticos de 330 ml con
mezcla organica (Grow Mix-profesional; Terrafertil S.A., Moreno, Argentina). Durante los
primeros 15 dias del trasplante, a fin de evitar la deshidratacion, se coloco una cubierta
transparente sobre las plantas. Las mismas fueron mantenidas en cuarto de cultivo durante
dos meses, posteriormente fueron trasladadas a invernadero y trasplantadas a macetas de 5

y 10 L con un fotoperiodo natural de 15 h de luz en el periodo de floracion de primavera.

A raiz de que las plantas madre no fueron emasculadas, para confirmar que las plantas F;
fueran realmente hibridas, a los individuos de la progenie se los analizd6 con marcadores
moleculares (RAPD) y sus patrones de amplificacion se compararon con los de ambas
plantas parentales. Se consideraron plantas hibridas aquellas que presentaron al menos tres

marcadores paternos.

Los RAPD se amplificaron siguiendo los protocolos descritos por Rodrigo y col. (2017) y
las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla Suplementaria 1. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, conteniendo 50 ng de
ADN, 200 ng de primer, 2 U Taq polimerasa (InVitroGen, Brasil), 62,5 mM de Cl,Mg, 0,2
mM de cada uno de los dNTPs y solucion tampon 1X (InVitroGen, Brasil) en un
termociclador Biorad (MyCycler, Estados Unidos), utilizando un programa que consistié en
6 min de desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 94 °C, 45 seg a
36 °C y 1 min a 72 °C; ademés de un paso final de extensiéon de 6 min a 72 °C. Los
fragmentos amplificados se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 % y
se corrieron a una potencia de 40 W durante 90 min. Las bandas fueron visualizadas por

tincion con nitrato de plata y digitalizadas.
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1.4- Estimacion del tamafio del genoma de lo parentales y determinacion del nivel de
ploidia de las plantas obtenidas

En el caso de las mediciones de ploidia las hojas fueron maceradas en una caja de Petri con
1 ml de solucion de extraccion tamponada de Otto I (Otto, 1990). La composicion de la
solucion tampon fue la siguiente: 4,5 g de 4cido citrico monohidratado 0,1 M 1 ml Tween
20 al 0,5 % v/v en 200 ml de agua destilada. Posteriormente la suspension de nticleos es
pasada por un filtro de nylon de 42 pm y vertida sobre el tubo receptor plastico, al cual se
le adicionan 2 ml de solucién tampdn de tincion Otto 11 (28,65 g de Na,HPO4.12H,0 en
200 ml de agua destilada y DAPI 4 mg/ml). La intensidad relativa de fluorescencia en el
citometro de flujo fue calculada a través de la medicion de més de 1.000 nucleos por
muestra, utilizando como control el genotipo diploide Victoria, los genotipos parentales
tetraploides (OTA-S y Don Walter) y el genotipo heptaploide Don Eduardo. Esto se
determino en un citometro de flujo Partec PA (Partec GmbH, Miinster, Alemania) con una
absorbancia de 350 nm (Johnston et al., 1999) y una emision de 450 nm (Dolezel, 1995) en
el Instituto de Floricultura del INTA.

Para la estimacion del tamafo del genoma se siguid el siguiente protocolo:
aproximadamente 0,5 cm® de tejido foliar fresco, junto con una cantidad igual de tejido
foliar de Secale cereale cv. Dankovske (estandar con genoma de tamafio conocido), se
cortd en trozos pequeiios con hoja de afeitar en buffer de extraccion (5[/mM Tris, 2[ImM
NaEDTA, 80 ImM KCIl, 20[ImM NaCl, 15[1mM B-mercaptoethanol y 0,1 % [v/v] Triton
X-100, pH 7.5). La suspension de nucleos se filtrd e incubd en 1000 ]ul de una solucion de
tincion que contenia ioduro de propidio (100 mg/l) y RNasaA. La suspension de nticleos
tefiida se analizo utilizando un citometro de flujo (Partec, Sysmex). El tamafno del genoma
fue estimado en base al valor corresponiente al estandar utilizado, S. cereale cv.

Dankovske, que presenta un contenido de ADN 2C de 16,19 pg (Dolezel et al., 1998).

I11.2- Observaciones citoembriolégicas
Las panojas se colectaron en el momento de presentar los primeros signos de antesis,
tiempo en el cual es posible encontrar todo el rango del desarrollo del saco embrionario,

desde la célula arquespérica hasta la posible fertilizacion (Brown y Emery, 1958;
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Streetman, 1963). Estas fueron inmediatamente fijadas en FAA (10 % formol, 5 % 4cido
acético, 50 % alcohol y 35 % agua destilada) donde se conservaron hasta el momento de su
utilizacion. Luego se procedid a la inclusion de las espiguillas, por separado, en parafina
(Paraplast), montado y corte en microtomo en secciones de 10 pm de espesor de acuerdo a
la técnica de Johansen (1940). Las secciones se tifieron con safranina-fast green. Los
preparados fueron observados en un microscopio Optico Nikon Eclipse TE300. Para el
fenotipado se siguieron los criterios establecidos en Meier y col. (2011), donde para
diferenciar entre procesos sexuales y apomicticos se tiene en cuenta la presencia o no de
meiosis o degenerantes y la cantidad y posicién de los nucleos en el saco embrionario

(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la megasporogénesis y megagametogénesis propias de los
procesos sexuales y apomicticas utilizadas para el fenotipado (de acuerdo a Meier et al.,

2011).

Proceso sexual Proceso apomictico
Célula Madre de la Megaspora no Célula Madre de la Megaspora elongada
elongada
Tétrada (meiosis) Sin rastros de meiosis
Posicion de nucleos durante las divisiones  Posicion de nucleos durante las divisiones
mitoticas en el saco embrionario mitodticas en el saco embrionario
- saco binucleado - saco binucleado
- saco tetranucleado - saco tetranucleado
Saco embrionario maduro con ocho o mds  Saco embrionario maduro generalmente
nucleos (proliferacion de antipodas) con cuatro nucleos (sin antipodas)

Para caracterizar una planta como sexual o apomictica, se siguieron los criterios propuestos
por Savidan (2000) donde las plantas se consideran sexuales cuando solo presentan
procesos sexuales en los pistilos observados y apomicticos cuando se observa al menos un
proceso apomictico. Se contabilizaron al menos 30 pistilos con sacos embrionarios en

estadios Optimos para cada una de las plantas F; evaluadas para el modo reproductivo.
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I11.3- Extraccion de ADN

Se utilizé un protocolo de extraccion rapida a partir de material fresco (Zappacosta et al.,
2011). El ADN gendmico se extrajo utilizando la siguiente solucion reguladora: 50 mM
Tris-HCI IM pH 8, 10 mM EDTA 0,5 M pH 8, 100 mM CINa 5 M, 10 % SDS y 10 mM [3-
mercaptoetanol. Para la extraccion se partié de material fresco (aprox. 100 pg) de plantas
de aproximadamente tres meses de edad. Se cortaron hojas en pequefias porciones y se
colocaron en un mortero con nitrogeno liquido y se homogeneizaron. El producto obtenido
se transfirio a un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 700 pl de solucion tamponada de extraccion
y se incubd durante 20 min a 65 °C con agitacioén lenta (estufa con agitador vertical).
Posteriormente se agregaron 200 ul de 5 M CH|3;CO,K y se incub6 en hielo durante 20 min.
Pasado ese tiempo se centrifugaron los tubos en una centrifuga Eppendorf (20 min a 13.000
RPM) para eliminar restos de tejido. El paso anterior se repitio para lograr un sobrenadante
mas limpio. El mismo se transfirid a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 700
pl de isopropanol para precipitar el ADN. Los tubos se incubaron durante 10 min a -20 °C.
El ADN se precipitd por centrifugacion a 13.000 rpm durante 4 min El precipitado se lavo
con 600 pl de alcohol 70% y se centrifugé durante 4 min a 13.000 RPM. Este lavado se
repitio una segunda vez. Luego el pellet se secod a estufa a 37°C o en flujo laminar durante
aproximadamente 30 min y se resuspendié en 100 pl de solucion TE 1X. La concentracion
y calidad de ADN se determind en un espectrofotometro (Spectroquant Pharo 300-Merck)
con lecturas a DO260 y DO280.

I11.4- Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de amplificacion (AFLP)

Para ello se sigui6 el protocolo de Vos y col. (1995) con algunas modificaciones. Alicuotas
de 500 ng de ADN gendémico fueron simultineamente digeridas con las enzimas de
restriccion Pstl y Msel. Los fragmentos fueron ligados a adaptadores para Pstl y Msel y
constituyeron las plantillas para las siguientes amplificaciones. Los cebadores para la pre-
amplificacion, para contenian un nucleotido selectivo, P+A y M+A respectivamente. Los
productos de la pre-amplificacion fueron diluidos (1:6) en 10 mM Tris y 0,1 mM EDTA y
fueron usados como plantillas para la segunda ronda de amplificacion, donde se utilizaron

combinaciones de cebadores para ambos adaptadores conteniendo tres nucledtidos
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selectivos, P+3 y M+3, respectivamente. Las secuencias de los adaptadores y los cebadores

se encuentran en la Tabla Suplementaria S1.

Se utilizaron 20 combinaciones de cebadores y los programas utilizados para la
amplificacion fueron los indicados por Vos y col. (1995). Para aumentar la confiabilidad de
los datos, se realizaron por duplicado. Luego de las amplificaciones, los productos de PCR
fueron mezclados con solucidon de siembra (98 % (v/v) formamida, 10 mM EDTA, 0,025 %
(p/v) azul de bromofenol y 0,025 % (p/v) xilencianol) en proporcion 6:1, desnaturalizados a
95 °C durante 5 min e inmediatamente llevados a hielo. Seis microlitros de las muestras
desnaturalizadas fueron cargadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 % (p/v).
Los productos de amplificacion fueron visualizados con tincién de plata y digitalizados

para el posterior analisis.

I11.5- Microsatélites (EST-SSRs)

Los microsatélites de pasto lloron se desarrollaron a partir de ESTs con el programa SSR
Discovery a partir de los transcriptomas previamente secuenciados por el grupo de trabajo
(Cervigni et al., 2008a; Garbus et al., 2017). La secuencia de los cebadores utilizados se
encuentra en la Tabla Suplementaria 1. Para la amplificaciéon se utiliz6é el siguiente
protocolo: soluciéon tampon 1X, 2,5 mM CLMg, 0,125 mM (c/u) dNTPs, 10 mM de
cebador, 1,6 U Taq polimerasa (InVitroGen) y 50 ng ADN. El programa de amplificacion
fue tipo Touchdown (la temperatura baja de a 1°C en los primeros ciclos de amplificacion):
94 °C 4 min, 18 ciclos de 94 °C 30 seg, 68 °C 30 seg (-1 °C/ciclo), 72 °C 1 min, 30 ciclos
de 94 °C 30 seg, 50 °C 30 seg, 72 °C 1 min, 72 °C 10 min, en un ciclador MJ Research
100. Los productos de amplificacion se separaron en geles de acrilamida al 6 % que se

tifieron con plata y digitalizados para el posterior analisis.

I11.6- Genotipado por Secuenciacion (GBS)

I11.6.1- Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN requerido para GBS se utilizé un protocolo que nos asegurara

una excelente calidad de ADN, tanto en las relaciones de absorbancia 260/280, como en la
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integridad del mismo. Se tomaron porciones basales de hojas frescas (porcidon cercana al
tallo), se cortaron en pequefias porciones con tijera y se colocaron en tubos Eppendorf de
1,5 ml que tenian 2 bolitas de acero de 3 mm. Los tubos se sumergieron en nitrogeno
liquido y luego se colocaron en un lizador Tissuelyser II (Qiagen, EE.UU.) donde se
aplicaron 2 pulsos de 45 seg con una frecuencia de 25,5 movimientos por segundo.
Inmediatamente después se agregaron 0,8 ml de buffer de extraccion (100 mM Tris HC1 pH
8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA pH 8; 2 % (w/v) CTAB y B-mercaptoetanol 0,5 ml / 100 ml
de buffer) y se incubaron los tubos durante 30 min a 65 °C, invirtiéndolos regularmente.
Luego se agregaron 0,4 ml de cloroformo y se dejaron 10-15 min a temperatura ambiente,
luego de lo cual se centrifugaron a 12.000 RPM durante 10 min. El sobrenadante (fase
acuosa) se traspas6 a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y el ADN se precipitd con 0,8 vol
de isopropanol (0,64 ml), a temperatura ambiente, invertiendo el tubo un par de veces para
que se mezcle. Inmediatamente después se centrifugd 1 min a 12.000 RPM vy el pellet se
lavé primero con etanol 70 % y luego con etanol absoluto. Luego de secar el pellet a
temperatura ambiente bajo campana o flujo laminar durante 1 hora, el ADN se resuspendid

en 70 ul de TE conteniendo 20 ug/ml de ARNasa.

I11.6.2- Seleccion de individuos y disefio de muestras para GBS

El ADN fue enviado al Biotechnology Center (University of Wisconsin-Madison, EE.UU.;
https://www.biotech.wisc.edu/services) donde se realizo la construccion de la libreria y su
secuenciado. Los ADNSs se enviaron en una placa acorde a las especificaciones realizadas
por el servicio de secuenciacion (50 pl de 150 ng ADN/ul).. E1 ADN de los genotipos
parentales se envid por cuadriplicado a fin de aumentar la cantidad de lecturas y hacer mas
eficiente la busqueda de SNPs, se incluyeron 86 individuos de la poblacion y dos controles
(una muestra blanco sin ADN, solo con agua, y una muestra del cv. Victoria, diploide
sexual cuyo genoma se ha secuenciado y se encuentra en proceso de ensamblado en el

grupo de trabajo,Tesis Doctoral Ing. Agr. José Carballo (Tabla 3).
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Tabla 3. Disefio de la placa con muestras de ADN enviadas al servicio de secuenciacion de
la University of Wisconsin-Madison (OTA-2 y DW-19 son los parentales de la poblacion,

7002-7Z271 son los individuos de la poblacion y Blanco y Victoria son dos controles).

ADN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A DW | Z016 | Z031 | Z103 | Z119 | Z155 | Z194 | Z208 | Z216 | Z224 | Z259 | Blanco
B OEA Z017 | Z032 | Z105 | Z122 | Z158 | Z195 | Z209 | Z217 | Z225 | Z260 | Victoria
C 7002 | 2020 | 2033 | Z109 | Z128 | Z160 | Z197 | Z210 | Z218 | 72226 | 7262 | DW-19
D 7007 | Z021 | Z034 | Z111 | Z131 | Z162 | Z198 | Z211 | Z219 | Z229 | Z263 | OTA-S
E 7008 | 2024 | Z039 | Z112 | Z138 | Z167 | Z203 | Z212 | Z220 | Z237 | 7266 DW
F 7009 | 2025 | Z056 | Z113 | Z140 | Z171 | Z205 | Z213 | Z221 | Z251 | 7268 | OTA-S
G Z011 | Z028 | Z057 | Z115 | Z146 | Z174 | 7206 | Z214 | Z222 | Z252 | Z269 DW
H 7012 | 2030 | Z100 | Z116 | Z154 | Z191 | Z207 | Z215 | Z223 | Z258 | 7271 | OTA-S

Al arribar las muestras al Biotechnology Center, la concentraciéon de ADN fue nuevamente
verificada utilizando el kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA kit (Life Technologies, Grand
Island, EE.UU.).

I11.6.3- Eleccion de la enzima de restriccion

La seleccion de la enzima de restriccion, que debe dejar 2 o 3 pb libres, ser de corte poco
frecuente en la fraccion gendmica repetitiva y generar fragmentos de tamafo relativamente
uniforme, es de critica importancia. Para ello se probaron las enzimas ApeKI, Pstl, Nsil y la
combinacion de las enzimas Pstl/Mspl y Nsil/Mspl. ApeKI es una endonucleasa de
restriccion tipo Il que reconoce secuencias degenerantes de 5 pb (GCWGC, siendo W una
A o T) y es parcialmente sensible a la metilacion. Las enzimas Nsil (ATGCA|T) y Pstl
(CTGCA|G) son de corte poco frecuente e insensibles a la metilacion. Mspl (C|CGG) es
una enzima de corte frecuente que reconoce sitios de 4 pb (Elshire et al., 2011, Poland et
al., 2012, Fu et al., 2016). En la prueba se digirieron 50 ng de ADN gendmico durante 2 hs
utilizando 10 veces la concentraciéon de reaccion de la enzima recomendada por el
fabricante (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). Los fragmentos producto de

cada corte enzimatico fueron visualizados utilizando un BioAnalyzer 2100 (Agilent).
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I11.6.4- Construccion y secuenciado de las librerias de GBS

Un esquema basico del protocolo utilizado para realizar GBS se muestra en la Figura 4. La
construccion de la libreria y su secuenciado se realizé en el Biotechnology Center (UWBC)
de acuerdo al protocolo descripto por Elshire y col. (2011), con algunas modificaciones.
Brevemente, 50 ng de ADN fueron digeridos utilizando la enzima de restriccion
seleccionada previamente ApeKI (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.), después
de lo cual se ligaron con la enzima T4 ligasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.
UU.) a los adaptadores con barcode disponibles para el secuenciado utilizando la
plataforma Illumina. Las 96 muestras fueron agrupadas y amplificadas para proporcionar
cantidades de fragmentos adecuados para la secuenciacion, eliminandose los dimeros de
adaptadores mediante purificacion con perlas SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization
magnetic beads). La calidad y cantidad del ADN de la libreria preparada se evalud
utilizando el chip de alta sensibilidad del bioanalizador Agilent (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, EE.UU.) y el kit de ensayo Qubit® dsDNA HS (Life Technologies, Grand
Island, NY, EE.UU.), respectivamente. La generacion de clusters se realizé utilizando los
kits HiSeq SR Cluster v3 cBot (Illumina Inc, San Diego, CA, EE.UU.). La celda de flujo se
secuencid en una sola lectura de 100 pb utilizando el kit HiSeq SBS v4 (Illumina Inc., San
Diego, CA, EE.UU.) en un secuenciador HiSeq2500 (Illumina Inc., San Diego, EE.UU.).

A raiz de que un porcentaje importante de las secuencias generadas presentaban
adaptadores en tandem (provocaba que las secuencias limpias resultantes sean cortas), el
servicio de secuenciacion decidi6é hacer nueva limpieza de la libreria con beads (perlas) y
una nueva secuenciacion. Ambas secuenciaciones se sumaron en el andlisis bioinformatico

para la obtencion de SNPs.
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Figura 4. Pasos para la elaboracion de la biblioteca GBS. Nota: Se pueden procesar
simultaneamente hasta 96 muestras de ADN. (1) Las muestras de ADN, los adaptadores
con barcode y los pares de adaptadores comunes se colocan en la placa y se secan; (2-3) las
muestras luego se digieren con ApeKI y los adaptadores se ligan a los extremos de los
fragmentos de ADN genomico; (4) la ligasa T4 se inactiva por calentamiento y una alicuota
de cada muestra se agrupa y se pasa por una columna de exclusion por tamafio para
eliminar los adaptadores que no reaccionaron; (5) se afiaden cebadores apropiados con
sitios de union en los adaptadores ligados y se realiza una PCR para aumentar el conjunto
de fragmentos; (6-7) Los productos de PCR se purifican y los tamafios de los fragmentos de
la libreria resultante se verifican en un analizador de ADN. Adaptado de Elshire y col.

(2011).

I11.6.5- Filtrado de datos de las secuencias crudas

Los datos de secuenciacion sin procesar generalmente contienen varios tipos de errores y
artefactos, como errores de denominacién de base, bases de baja calidad, contaminacién
con adaptadores y lecturas duplicadas. Por lo tanto, es necesario realizar la evaluacion de la
calidad y la correccion de lecturas mediante filtrado o recorte de lecturas o regiones de baja
calidad. Para ello, las lecturas de 100 pb obtenidas de la plataforma Illumina Hi-Seq 2500
se recortaron utilizando el software Cutadapt version 1.14 (Martin, 2011) con los
parametros: low-quality ends (—q = 20); ii) maximum error rate (—e = 0.1); iii) overlap
length (—O = 1) y iv) adapter (-a = AGATCGGAAGAGC), luego, las secuencias limpias
resultantes se evaluaron con el software FastQC version 0.11.5 (Andrews et al., 2011).
Usando los codigos de barras (barcode) proporcionados por el servicio de secuenciacion y

las lecturas filtradas, se procedid a la busqueda de novo de SNPs (SNPs discovery) y la
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llamada de genotipos (genotype calling) utilizando el software Tassel 5.0 UNEAK
(Glaubitz et al., 2014) con los siguientes parametros: i) minimum number of reads (-s =
40.0000.000); i1) enzyme used to create the GBS library (-e = ApeKI); ii1) minimum count
of a tag to be output (-c = 10); iv) error tolerance rate in the network filter (-e = 0.02); v)
minimum minor allele frequency (-mnMAF = 0.01); vi) maximum minor allele frequency
(-mxMAF = 0.5); vii) minimum call rate (-mnC = 0.6) y viii) maximum call rate (-mxC =
1). Este método no requiere una secuencia de referencia, ya que la busqueda de SNPs se
realiza directamente dentro de pares de etiquetas de secuencia (tags) coincidentes y se filtra

a través del analisis de red.

I11.6.6- Analisis de la segregacion de los marcadores SNP

Para la construccion de los mapas de ligamiento se utilizaron los marcadores que
cumplieron con los siguientes requisitos: 1) ser heterocigotos en un progenitor y
homocigotos en el otro; 2) tener un valor p de la prueba de Chi® mayor que alfa; 3) se
excluyeron los SNPs con alelos inesperados, 4) solo se incluyeron los SNP con segregacion
de dosis unica (1: 1), 5) se consideraron homocigotas los individuos con SNPs que tuvieran
al menos 5 lecturas. Aquellos que tenian menos de 5 lecturas se consideraron datos
faltantes, 6) se excluyeron los SNPs con més del 5 % de datos faltantes. Esta seleccion de
SNPs se realizd con el software Excel. Los marcadores que cumplian estos requisitos se
dividieron en los dos conjuntos de datos de marcadores de cada parental para la

construccion de los mapas de ligamiento.

I11.7- Construccion de los mapas de ligamiento

Se construyeron mapas de ligamiento genético por separado para ambos parentales de la
poblacién, OTA-S y Don Walter, utilizando el software JoinMap 4.1 (Van Ooijen, 2006)
con la opcion de poblacion CP (poblacion de hermanos completos Fi, con padres de
polinizacioén cruzada) y siguiendo la estrategia de pseudo-testcross de dos vias (Van Ooijen,
2006). Para garantizar una alta calidad en el mapa de ligamiento de cada parental, se
seleccionaron aquellos SNPs que segregaban en un solo parental, es decir que un parental
era homocigota para ese SNP y el otro heterocigota. Aquellos SNPs para los cuales ambos

parentales eran heterocigotas (codigo "hk x hk" en Joinmap) no se consideraron en este
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estudio, ni tampoco los SNPs para los cuales ambos progenitores eran homocigotas (no
hubo segregacion). Se armaron planillas Excel de cada parental por separado y se
codificaron en el formato requerido por Joinmap (cddigos "Im x 11" y "nn x np" para cada
parental). Una vez cargados en Joinmap, se us6 la opcién de eliminacion de marcadores
1dénticos y se agrupo el resto de los marcadores con un LOD (logaritmo de probabilidades)
de 7 o superior (a intervalos de 0,5). En cada grupo de ligamiento, los marcadores se
ordenaron utilizando el algoritmo de regresion con el minimo nivel de LOD de 1,0 y
frecuencia de recombinacion maxima inferior a 0,4. Las distancias fueron estimadas
utilizando la funcion de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1944). Para el resto de los

pardmetros se usaron los valores de “default” del software.

I11.8- Analisis de sintenia

Las secuencias extendidas de los SNPs mapeados se compararon contra los genomas de
Oropetium thomaeum (VanBuren et al., 2018), Cenchrus americanus (Varshney et al.,
2017, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA294988), Setaria italica (Bennetzen
et al., 2012; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA32913), Zea mays (Jiao et al.,
2017), Panicum hallii (Bioproject: PRINA250527) y Oryza sativa (Kawahara et al., 2013).
Los marcadores que se alinearon en una posicion tnica en los genomas (P < e™), con
identidad > 80 % y una cobertura query > 70, se utilizaron para asignar cada grupo de
ligamiento a un cromosoma y para identificar los grupos de homologos / homeologos. Para
ello se utilizo el software BLAST 2.7.1 (Altschul et al., 1990). Para graficar la sintenia
entre los mapas y los genomas de referencia se utilizo el software Circos v0.69 (Krzywinski

et al., 2009).
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IV- Resultados

IV.1- Cruzamientos realizados y semillas F; obtenidas

Dada la importancia de disponer de una poblacion para mapear las regiones que controlan
la apomixis en pasto llorén, con el grupo de trabajo del CERZOS hemos realizado
numerosos cruzamientos durante varios afios tendientes a la obtencion de la misma. La
primera dificultad fue disponer de un parental femenino sexual a nivel tetraploide, a fin de
poderlo cruzar con el donante de polen apomictico (Zappacosta, 2009). En el afio 2003 se
obtuvieron dos plantas tetraploides a partir de la duplicacion de un diploide sexual que
derivaba de un tetraploide apomictico (Cardone et al., 2006). Esas plantas fueron
clasificadas como sexuales dada la variacion que presentaba su progenie con marcadores
moleculares. En aquel momento no se analiz6 el modo reproductivo por citoembriologia,
cuando se hizo, en el afio 2007 se determiné que las plantas eran altamente sexuales, pero
presentaban sacos apomicticos (Zappacosta et al., 2014), por lo cual se decidié no
utilizarlas como parentales femeninos en las cruzas para obtener la poblacion segregante.
En el afio 2008 se logrd introducir la accesion OTA-S (accesion PI 574506 del USDA,
Estados Unidos), un genotipo 100 % sexual (Voigt, 1976; Meier et al, 2011). Este material
vegetal fue utilizado como parental femenino en cruzamientos con plantas del cv.
Tanganyika (accesion PI 234217 del USDA), obteniéndose una importante produccion de
semilla (Tabla 4). En la siembra de estas semillas se observaron problemas de germinacion
y vigor en las plantulas, lo cual dio por resultado un bajo nimero de plantas normales
(Tabla 4). El anélisis molecular de la progenie mediante marcadores AFLPs (Figura 5) para
verificar la naturaleza hibrida de los individuos obtenidos revelé que gran parte de los

plantas eran producidas por autofecundacion (Figura 2).
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Tabla 4. Numero de semillas germinadas, germinadas sin tallo o sin raiz, plantas necréticas

y plantas normales obtenidas de tres grupos de semillas provenientes del cruzamiento OTA-

S x Tanganyika USDA, sobre medio de cultivo MS.

Cruzas | Numero Semillas Plantas Plantas Plantas | Porcentaje
de germinadas sin necrdticas | normales | de plantas
semillas raiz/tallo normales
ene-feb 650 313 76 97 140 45
2009
sep-nov 1400 499 68 225 206 41
2009
ene-mar 663 312 132 137 111 36
2010
Total 2713 1124 276 459 445

Figura 5. Patrones de amplificacion de marcadores AFLPs de plantas de pasto llorén

derivadas del cruzamiento OTA-S x Tanganyika USDA. A la izquierda del gel se observan

los patrones de bandas parentales por duplicado y a su derecha los de las plantas

descendientes F; . O: OTA-S; T: Tanganyika USDA. Las flechas en color blanco indican

bandas polimorficas del padre.
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Figura 6. Porcentaje de plantas hibridas de pasto llorén obtenidas del cruzamiento OTA-S
x Tanganyika USDA. A: Porcentaje de semillas germinadas y no germinadas; B:Porcentaje
de plantas de desarrollo normal, plantas necréticas y plantas sin raiz/tallo; C: Porcentaje de

plantas normales que sobrevivieron; D: Numero final de plantas hibridas y no hibridas.

Dado el bajo porcentaje de individuos hibridos obtenidos del cruzamiento OTA-S x
Tanganuika-USDA, se evaluaron otros cultivares tetraploides como donantes de polen. Para
ello, en el ano 2014 se evaluaron individuos de los cultivares tetraploides (2n = 4x = 40)
Morpa (accesion PI 591632 del USDA), Ermelo (accesion PI 232986 del USDA),
Tanganyika (INTA) y Don Walter (INTA), los dos ultimos genotipos provenientes del
Banco de Germoplasma del INTA (EEA Anguil, La Pampa). En el caso de los tres
primeros cultivares (Morpa, Ermelo y Tanganyika-INTA) se obtuvieron pocas semillas,
pero cuando se trillaron las cruzas de OTA-S x Don Walter se obtuvo un gran numero de
semillas. Este cultivar posee una ventaja adicional sobre los anteriores, que es un mayor
parentesco con OTA-S, ya que ambos pertenecen al tipo agronomico conferta (Poverene,
1988; Covas, 1991). El andlisis citoembriologico de Don Walter reveld que es un
apomictico facultativo que posee un 75 % de sacos apomicticos y un 25 % de sacos
sexuales. Con la semilla obtenida se procedi6 a la siembra in vitro en medio MS,

transplante y analisis por marcadores moleculares para identificar plantas hibridas.
A fin de identificar los individuos hibridos se seleccionaron tres primers RAPDs, que

presentaban polimorfismos entre los parentales. Los resultados se presentan en las Figuras

7yS8.
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Hibridos:
62

Figura 7. Porcentaje de plantas hibridas de pasto llorén obtenidas del cruzamiento OTA-S
x Don Walter INTA. A: Porcentaje de semillas germinadas y no germinadas; B: Porcentaje
de plantas de desarrollo normal, y plantas con desarrollo anormal; C: Porcentaje de las

plantas normales que sobrevivieron; D: Numero final de plantas hibridas y no hibridas.

Figura 8. Patrones de amplificacion de RAPDs (primer 248) de plantas de pasto lloron
derivadas del cruzamiento OTA-S x Don Walter revelado en gel de acrilamida al 6 %. A la
derecha del gel se observan los patrones de bandas parentales por duplicado y a su
izquierda los de las plantas descendientes F;. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA. Las
flechas en color indican bandas polimoérficas del padre y las estrellas la presencia de

marcadores paternos en la descendencia.

Finalmente se obtuvieron 367 plantas derivadas del cruzamiento entre los cultivares OTA-S
y Don Walter. El origen hibrido se verifico en una primera etapa con marcadores RAPD y

se seleccionaron 86 plantas. Posteriormente, luego de un andlisis con marcadores AFLPs,
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19 de estas plantas fueron eliminadas, ya que provendrian de autopolinizacién del
progenitor femenino. Mas adelante, y luego de la secuenciacion, otros cinco individuos
fueron eliminados debido a baja cobertura del GBS (ver mas adelante en punto 1V.3.3.3).
En funcion de las consideraciones anteriores, la poblacion para generar el mapa de
ligamiento quedd finalmente constituida por 62 plantas hibridas. El analisis de ploidia
realizado con el citometro de flujo indicé que todas las plantas obtenidas eran del mismo

nivel de ploidia que los parentales, es decir tetraploides.

IV.2 - Observaciones citoembriologicas

Una vez que los hibridos florecieron se realizo la colecta de panojas para la caracterizacion
del modo reproductivo por citoembriologia. En la Figura 9 se pueden observar las
estructuras tipicas usadas para la clasificacion de los pistilos en procesos sexuales o
apomicticos (diplosporicos). En la Tabla 5 se muestran los resultados de la observacion de
los cortes de 1.905 pistilos y en la Figura 10 se puede observar el porcentaje de procesos
apomicticos y sexuales en 61 individuos de la poblacién de mapeo, ya que una planta no
florecio. Siguiendo el criterio de que una planta es considerada apomictica cuando posee
por lo menos un pistilo con reproduccion apomictica (Savidan, 2000), los 61 individuos de
la poblacion analizados se reparten en 27 sexuales y 34 apomicticos. Estos ntimeros,
analizados con un test Chi* (34:27, Chi® = 0.37), muestran una proporcion 1:1
(apomixis/sexualidad), lo que indica un modo de herencia mendeliana siendo la apomixis
dominante sobre sexualidad. A su vez se puede observar en la Figura 10 que el porcentaje
de procesos apomicticos en las plantas apomicticas es variable (0-97 %), existiendo todo un

gradiente de expresion de la apomixis.
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Figura 9. Desarrollo del saco sexual (A, B, C, D, E) y diplospérico (F, G, H) en plantas de
pasto lloron. Bar: 10 pm. Secciones tefiidas con safranina-fast green. (A) Tres células de
una tétrada lineal de megasporas. (B) Megaspora funcional calazal y megasporas
degenerantes. (C) Saco binucleado. (D) Saco tetranucleado. (E) Saco octanucleado maduro.
(F) Célula madre de la megaspora elongada. (G) Saco binucleado. (H) Saco tetranucleado
maduro. a: antipodas, chn: nicleos calazales, dm: megasporas degenerantes, e: ovocélula,

fm: megaspora funcional, mn: nicleo micropilar, pn: nicleo polar, s: sinérgidas.

Tabla S. Pistilos de plantas hibridas de pasto lloron provenientes de la cruza OTA-S x Don
Walter, observados con la tincion de safranina-fast green para caracterizar a la plantas por
su modo reproductivo en apomicticas o sexuales. Sex: Pistilos sexuales; Apo: Pistilos
apomicticos; % Apo: Porcentaje de pisticos apomicticos; % Sex: Porcentaje de pistilos

sexuales; A-S: Clasificacion de la planta por su modo reproductivo (A: Apomictica, S:

Sexual).

Gewin Apo Sex Toal | %Ap %S AS Gemipo A S Toal %Apo %S S|
DW 59 21 80 74 26 A 7138 9 14 23 39 61 A
OTA 0 28 28 0 100 S Z140 0 2 s 0 100 S
002 22 3 25 88 12 A Zi46 31 15 46 67 33 A
7005 20 4 24 83 17 A Z154 37 10 30 70 A
007 13 0 13 100 0 A ZI55 0 26 26 0 100 S
7008 8 25 33 24 76 A 7157 0o 27 27 0 100 S
7016 0 40 40 0 100 S 7158 0 52 5 0 100 S
7017 18 3 21 86 14 A Z160 0o 25 25 0 100 S
7020 0 21 21 0 100 s ziel o 18 18 0 100 S

49



7022 42 13 55 76 24 A 7162 0 11 11 0 100 S
7024 17 9 26 65 35 A 7164 0 37 37 0 100 S
7025 0 26 26 0 100 S 7167 0 40 40 0 100 S
7027 0 5 5 0 100 S 7171 0 22 22 0 100 S
7028 0 74 74 0 100 S 7174 0 27 27 0 100 S
7030 23 3 26 88 12 A 7191 4 19 23 17 83 A
7031 17 2 19 89 11 A 7194 32 3 35 91 9 A
7032 21 5 26 81 19 A 7196 30 20 50 60 40 A
7033 0 23 23 0 100 S 7197 48 5 53 91 9 A
7034 0 43 43 0 100 S 7203 17 2 19 89 11 A
7036 6 0 6 100 0 A 7208 0 20 20 0 100 S
7039 0 8 0 0 100 S 7210 24 2 26 92 8 A
7056 0 35 35 0 100 S 7218 1 30 31 3 97 A
7057 15 16 31 48 52 A 7219 0 40 40 0 100 S
7103 19 23 42 45 55 A 7221 0 50 50 0 100 S
7105 23 12 35 66 34 A 7222 6 0 6 100 0 A
7109 7 1 8 88 13 A 7227 2 13 15 13 87 A
7111 37 7 44 84 16 A 7237 21 7 28 75 25 A
7113 0 51 51 0 100 S 7252 20 4 24 83 17 A
7119 0 44 44 0 100 S 7259 30 1 31 97 3 A
7122 2 12 14 14 86 A 7269 1 30 31 3 97 A
7128 0 34 34 0 100 S 7271 22 2 24 92 8 A
7131 0 33 33 0 100 S Total 670 1245 1907
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Figura 10. Porcentaje de sacos embrionarios diplosporicos y sexuales en los individuos de
la poblacion de mapeo de pasto lloron (OTA-S x Don Walter).
Cabe aclarar que con este andlisis, donde los individuos de la poblacion de mapeo fueron

caracterizados como sexuales o diplosporicos es posible mapear regiones condicionantes de
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la diplosporia (capacidad de formar sacos no reducidos), pero no la capacidad de desarrollar
embriones a partir de estos sacos (partenogénesis). Esto se considerara més adelante dentro

del grupo de trabajo como parte de la tesis de la Ing. Agr. Jimena Gallardo.

IV.3- Marcadores Moleculares

IV.3.1 - Marcadores AFLP

Las 12 combinaciones de primers de AFLPs utilizadas permitieron identificar 93 bandas
polimorficas en los parentales de la poblacion (36 para OTA-S y 57 para DW). Con estos
marcadores fue posible identificar 19 plantas no hibridas, las cuales habian sido
seleccionadas positivamente con los marcadores RAPD. En la Figura 11 se muestra un

patron de amplificacion tipico, revelado en geles de poliacrilamida al 6 % tefiidos con plata.
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Figura 11. Patrén de amplificacion de AFLP tipico revelado en geles de poliacrilamida al 6
% tefiidos plata. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA; calles 3-48: individuos de la

poblacion F. Las flechas en color indican bandas polimorficas en los parentales.

IV.3.2 - Marcadores EST-SSR

Los marcadores EST-SSR se obtuvieron a partir de primers desarrollados en nuestro
laboratorio en base a transcriptomas florales de E. curvula desarrollados previamente
(Cervigni et al., 2008a; Garbus et al., 2017). De aqui se seleccionaron 9 primers que
resultaron polimorficos entre los parentales de la poblacion. Como este tipo de patrones de
amplificacion son complejos de analizar, debido a la presencia de multiples bandas, se
analizaron las bandas independientemente y se codificaron como presencia/ausencia, como

se realiza en un marcador dominante. Otros autores han tomado el mismo criterio para
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evaluar este tipo de marcadores codominantes en poliploides (Ebina et al., 2007; Cidade et
al., 2013; Armando et al., 2015). En total se genotiparon 11 marcadores en toda la
poblacion (seis presentes en OTA-S, SSR1-SSR6 y cinco presentes en Don Walter, SSR1 a

SSRS5). En la Figura 12 se muestra un patrén de amplificacion tipico, revelado en gel de

poliacrilamida al 6 % tefiido con plata.

Figura 12. Patron de amplificaciéon de SSR en gel de poliacrilamida al 6 % tefiido con
plata. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA; calles 3-66: individuos de la poblacion F,. La

flecha en color indica una banda polimorfica entre los parentales.

IV.3.3 - GBS y Marcadores SNP

IV.3.3.1- Eleccion de la enzima de corte

El primer paso antes de realizar la libreria para GBS fue la eleccion de la enzima de
restriccion para generar los fragmentos de tamafio adecuado. En la La Figura 13 se muestra
que la enzima ApeKlI y la combinacion de las enzimas Pstl/Mspl y Nsil/Mspl logran cortar
el ADN de la muestra control (mezcla de ADN de los parentales) en fragmentos de
aproximadamente 200 pb, mientras que las enzimas PstI y Nsil en forma independiente no

lo logran.
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Figura 13. Electroforesis de fragmentos de ADN de pasto lloron digeridos con las enzimas
ApeKl1, Pstl, Nsil y la combinacion de las enzimas Pstl/Mspl y Nsil/Mspl. L: Marcador de

peso molecular.

La distribucion de los fragmentos de ADN obtenidos de la digestion con ApeKI se puede
observar en la Figura 14, como un pico entre 184 y 187 pb. En la Tabla 6 esto se
correlaciona con la mayor concentraciéon de fragmentos de esos tamafios, que sumados
acumulan 19,56 ng/ul. En el caso de las enzimas combinadas, como se puede ver en la
Figura 15 y Tablas 7 y 8, se lograron fragmentos de similar tamafio pero en menor cantidad.
En base a estos analisis se optd por utilizar la enzima ApeKI para la construccion de la

libreria de ADN para GBS.
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Figura 14. Tamafo de los fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la
poblacién de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) obtenidos de la digestion con

ApeKlI analizados con el BioAnalyzer 2100.
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Tabla 6. Anélisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la poblacion

de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) cortados con ApeKI.

ApeKl
Pico Tamanio [ph] Conc. [mg/pl] Molaridad [nmolf1] Observaciones
1 4 15 4.0 424.2 Marcador inferior
2 164 534 419
3 187 14.22 115.0
] 284 0.9 5.3
3 302 1.3 6.2
& 328 01 1.0
7 332 0.3 L1
B B 0,23 1.2
q P 1500 210 21 Marcador superior
A B
Palitsgl Radlfapt

1509

[pb]

00 3100 0 0 o0 1530

[pb]

Figura 15. Tamafio de los fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la

poblacion de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) obtenidos de la digestion con
Pstl/Mspl (A) y Nsil/Mspl (B) analizados con el BioAnalyzer 2100.

Tabla 7. Anélisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la poblacion

de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) cortados con Pstl/Mspl.

Pico  Tamafio [pb]

1 4 15

2 175

3 259
5 P 1.5m0

: Pstl{ Mspl
conc, [ngfpl)

&, 210
16.51
.57
.10

Muolaridad

$34.2
1428

33
21

[l /1]

Obsenaciones

Marcador inferior

Marcador superior
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Tabla 8. Analisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la poblacion

de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) cortados con Nsil/Mspl.

: i Ml Mspl
Pica Tamafio [ph] Cond, [ngfpl] Molaridad  [amol) )] Obzenmaciones

1 4 15 4.20 4342 Marcador inferior
2 133 12,19 1iMLS

3 234 058 3.7

4 2411 0,63 4,00

L 247 1,594 L1

B 257 1.23 7.2

7 277 065 3.6

a8 292 11.49 2.6

L] Firi .44 - i

10 314 0,36 1.7

11 F LS 210 2.1 Marcador superior

IV.3.3.2- Analisis de secuencias Illumina

El informe de secuenciacion FastQC entregd un tamafio de secuencias de 101 pb (Figura
16), con una concentraciéon de CG del 59 % (Figura 17). Sin embargo, se identificd la
presencia de un alto contenido de adaptadores (Figura 18), es decir que las secuencias
tenian copias en tdndem de adaptadores en los extremos. A raiz de este resultado, el
servicio de secuenciacion de la Universidad de Wisconsin decidid realizar una nueva
limpieza de la libreria con perlas magnéticas y una nueva ronda de secuenciacion. En esta
nueva secuenciacion se obtuvieron resultados similares, por lo que se optd por usar las
secuencias obtenidas en las dos rondas de secuenciacion, eliminar los adaptadores de las
secuencias obtenidas y las secuencias que quedaron demasiado cortas para el analisis
posterior fueron eliminadas (Tassel UNEAK necesita secuencias de 64 pb para buscar

SNP).
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Diztribucion de la loneitod dela seomencia

Lomzimnd de

J'IIIII‘.“'\\ las mecwemcias
!.-"
/O

Longited de las secuencias (ph)

Figura 16. Distribucion del largo (en pb) de las secuencias obtenidas de la libreria de ADN

de pasto llorén utilizando la plataforma Illumina.

Distribucion de GIC en todas las s ecumeiaz
II"ll Conea de GC per
I fecmara
I DEriecia ieaTica

i [T L

Contenids madic d= GC {®%)

Figura 17. Contenido de GC/secuencia de los fragmentos de librerias de ADN de pasto

llor6n obtenidas utilizando la plataforma Illumina.
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Figura 18. Contenido de adaptadores dentro los fragmentos de pasto lloron secuenicados

con la plataforma Illumina.

1V.3.3.3- Filtrado de los SNPs

El conjunto de las dos rondas de secuenciacion produjo 366.193.356 lecturas de 100 pb.
Como se mencionara en el item anterior, se eliminaron 33.350.780 lecturas de baja calidad
y sin el sitio de corte de la ApeKl, quedando 332.842.576 lecturas que fueron analizadas
con el software Tassel UNEAK para identificar SNPs (de novo SNP discovery y SNP
calling). En este paso se eliminaron cinco individuos de la poblacion (Z116, Z154, 72217,
7223 y 7Z252) por su bajo nimero de lecturas. La profundidad de cobertura para cada

muestra se detalla en la Tabla Suplementaria S2.

La busqueda de SNPs con el software Tassel UNEAK identificd 178.559 SNPs. Estos datos
fueron posteriormente analizados con Excel para eliminar los SNPs que no cumplian con
los criterios descriptos en la seccion Materiales y Métodos. El primer paso fue eliminar los
marcadores con datos faltantes en las plantas parentales quedando 106.105 SNP. Luego se
seleccionaron los SNP segregantes que eran heterocigotos en uno de los progenitores y
homocigotos en el otro, lo que didé como resultado 28.074 y 33.765 SNP para OTA-S y Don
Walter, respectivamente. Luego se eliminaron los SNPs con alelos inesperados en la
progenie, por ejemplo, algunos SNPs con alelos C/G en uno de los parentales y C/C en el
otro presentaban individuos de la descendencia con G/G que no eran esperados. Una
explicacion para la aparicion de estos alelos inesperados podria ser la falta de cobertura en

esa region del genoma o errores en la secuenciacion. Como no se puede adjudicar el error a
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los alelos parentales o de la descendencia, la sola presencia de un individuo de la progenie
con alelos inesperados hizo eliminar el SNP de los andlisis subsiguientes. Se identificaron y
eliminaron 5.426 y 5.340 SNPs con alelos inesperados para OTA-S y Don Walter,
respectivamente. Posteriormente se analizé la segregacion y solo se conservaron los SNPs
que presentaban una segregacion 1:1 acorde a un test Chi’. Finalmente, se eliminaron los
SNPs que presentaron mas de un 5 % de datos faltantes (missing data). El nimero final de
marcadores SNP para OTA-S fue de 1.447 y de 2.192 para Don Walter. La Tabla 9 muestra

los resultados obtenidos luego de cada paso del proceso de filtrado de marcadores.

Tabla 9. Pasos del proceso de filtrado de marcadores y numero de SNPs seleccionados para

cada parental de la poblacion de mapeo de E. curvula (OTA-S y Don Walter).

Marcadores SNP OTA-S Don Walter
Heterocigotas en cada parental 28.074 33.765
Sin alelos inesperados 22.648 28.425
Alelos de dosis simple (segregacion 1:1) 9.829 11.991
Datos perdidos <5 % 1.447 2.192

IV.4 — Mapa de ligamiento

En la construccion de los mapas de ligamiento se utilizaron SNPs (3.639 marcadores),
SSRs (11 marcadores) y AFLPs (93 marcadores) distribuidos en cada parental como se
muestra en la Tabla 10. El niumero final de marcadores para cada mapa fue 1.489 para
OTA-S y 2.255 para Don Walter. En este ultimo también se sumo el fenotipo (modo

reproductivo) con el nombre de APO (diplosporia).

Tabla 10. Numero total de marcadores para cada parental de la poblaciéon de mapeo de E.

curvula (OTA-S x Don Walter).

Tipo de Marcador OTA-S Don Walter
SNPs 1.447 2.192
SSRs 6 5
AFLPs 36 57
Diplosporia 1
Total 1.489 2.255
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Usando valores de LOD entre 7 y 8,5 se armaron 40 grupos de ligamietno para Don Walter,
constituidos por 2.019 marcadores (Tabla 11), con una distancia promedio entre
marcadores de 0,98 cM. Solo 236 marcadores (10,46 %) quedaron sin asignarse a ningin
grupo de ligamiento. La longitud de los grupos de ligamiento se encontr6 en el rango de 15
a 93 cM vy la distancia genética mas larga entre marcadores fue de 0 a 14,2 cM. El promedio
de marcadores por grupo fue de 50,5, quedando conformados los grupos de ligamiento por
entre 7'y 123 marcadores. En la Figura 19 se presentan los 40 grupos de ligamiento de Don

Walter, con el orden y nombre de los marcadores y la distancia entre ellos (en cM).

Tabla 11. Distribucion de los 40 grupos de ligamiento generados en ambos parentales de la
poblacion de mapeo de E. curvula (OTA-S x D. Walter), nimero de marcadores por grupo

y longitud de los mismos (en cM).

OTA-S Don Walter
LG N° de marcadores Longitud (cM) N° de marcadores Longitud (cM)
1 43 33,3 123 64,1
2 28 30,6 103 70,4
3 47 40,8 66 57,9
4 101 63,0 118 65,7
5 65 63,2 109 53,7
6 62 36,1 103 82,1
7 57 49,1 97 65,9
8 54 29,5 94 93,0
9 53 72,5 84 75,5
10 45 23,7 75 71,4
11 46 43,9 73 68,6
12 45 47,6 65 61,4
13 42 27,5 63 79,2
14 42 46,4 62 56,3
15 41 76,7 62 63,0
16 37 31,3 61 56,0
17 32 21,2 58 56,2
18 31 26,8 54 55,4
19 30 41,1 51 31,4
20 29 52,3 50 35,4
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21 24 28,6 46 64,7
22 19 39,3 45 32,6
23 18 29,6 36 40,7
24 17 43,5 35 31,5
25 16 55,6 33 27,9
26 15 25,8 31 65,2
27 13 20,4 28 62,6
28 8 20,1 28 23,1
29 8 28,5 21 30,0
30 7 29,4 20 29,1
31 7 9.8 19 42,9
32 7 39,2 17 34,8
33 6 14,3 13 32,7
34 3 83 13 40,4
35 3 15,7 13 32,0
36 3 32,0 13 18,9
37 3 14,7 12 34,3
38 3 16,7 9 36,8
39 2 1,6 9 18,4
40 2 5,0 7 15,0
Total 1.114 1.335,0 2.019 1.976,2
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Figura 19. Mapa de ligamiento del genotipo apomictico cv. Don Walter de pasto lloron.
Los grupos de ligamiento se construyeron utilizando el programa Joinmap 4.1. El nombre
de los marcadores se encuentra a la derecha y la distancia entre marcadores (en cM) a la

izquierda de cada grupo de ligamiento.

El caracter diplosporia (APO) se ubico en el grupo de ligamiento 3 del mapa de Don
Walter, cosegregando con cuatro marcadores SNP (TP135456, TP107627, TP79423 y
TP95591) que presentan una frecuencia de recombinacion de 0 con el locus APO (Figura
14). Esta falta de recombinacion en el entorno del locus esta en concordancia con estudios
realizados en otras especies, donde se ha informado una zona de baja recombinacion en el
entorno del locus APO (Ozias-Akins y van Dijk, 2007; Albertini et al., 2010; Ortiz et al.,
2013). En la Figura 20 se muestra un detalle de los marcadores que flanquean a la region

determinante del caracter diplosporia en E. curvula.
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Figura 20. Fragmento del grupo de ligamiento 3 del cv. Don Walter de pasto lloron donde

se ubica el locus APO, determinante de la diplosporia.

En el caso del mapa materno (OTA-S) se utilizaron para su construccion 1.447 SNPs, 36
AFLPs y 6 SSRs, todos ellos de segregacion 1:1. Con los marcadores se formaron 40
grupos de ligamiento utilizando valores de LOD entre 7,0 y 9,0 (Figura 21), constituido por
un total de 1.114 marcadores, con una distancia promedio entre marcadores de 1,2 cM.
Trescientos setenta y cinco marcadores (25,2 %) quedaron sin asignarse a ningun grupo de
ligamiento. La longitud de los grupos de ligamiento se encontr6é en un rangode 5a 72 cM y
la distancia genética entre marcadores fue de 0 a 20,7 cM. El promedio de marcadores por

grupo fue de 27,85, pero se identificaron grupos conformados entre 2 y 101 marcadores.
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Figura 21. Mapa de ligamiento de E. curvula cv. OTA-S. Los grupos de ligamiento se
construyeron utilizando el programa Joinmap 4.1. El nombre de los marcadores se
encuentra a la derecha y la distancia entre marcadores (en cM) a la izquierda de cada grupo
de ligamiento.

IV.5 — Sintenia
Para identificar los grupos de homologos/homedlogos las secuencias extendidas de los
SNPs mapeados se compararon contra los genomas de Oropetium thomaeum, Cenchrus

americanus, Setaria italica, Zea mays, Panicum hallii y Oryza sativa. Teniendo en cuenta
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que los genomas de referencia utilizados solo se encuentran disponibles como haplotipos
(nimero basico de cromosomas) el andlisis realizado nos permitio identificar grupos de
cromosomas homologos y homeologos juntos, sin discriminar entre ambos, por eso de aqui

en adelante se los denomina grupos de homologos / homeologos.

Utilizando como referencia para el andlisis la especie mas cercana, de la que se dispone un
genoma secuenciado de alta calidad (contiguidad), Oropetium thomaeum se encontrd que
477 (40 %) marcadores de OTA-S y 900 (45 %) marcadores de Don Walter fueron
asignados a posiciones unicas (mejor coincidencia) con los parametros mencionados
anteriormente en Materiales y Métodos (identidad > 80 % y cobertura de consulta > 70).
Aunque el orden de los marcadores y sus posiciones en el genoma de O. thomaeum no
estan altamente conservados en E. curvula, el analisis de los graficos de Circos mostrd que
los marcadores de cada grupo de ligamiento tienden a agruparse en el mismo cromosoma
(Figuras 22A y 22B). Como un ejemplo podemos mencionar el grupo de ligamiento 4 de
OTA-S que presenta homologia con el cromosoma 4 de O. thomaeum (lineas rojo oscuro en
la Figura 22A). En el caso del mapa de Don Walter, el grupo de ligamiento 5 presenta
homologia casi completa con el cromosoma 3 de O. thomaeum (lineas rojas en la Figura
22B). Sin embargo, también es posible observar grupos de ligamiento que presentan
homologia con mas de un cromosoma, como es el caso del GL8 de Don Walter cuyas lineas
en la Figura 22B se dirigen mayoritariamente a los cromosomas 7 y 8 de O. thomaeum. En
la Figura 23 puede observarse que los marcadores del grupo de ligamiento 3 de Don Walter
(que contiene el APO locus determinante de la diplosporia) son sinténicos con el
cromosoma 5 de O. thomaeum. Ya que la representacion de sintenia en los Circos no es tan
facil de visualizar se elabord la Tabla 12, donde se muestran los grupos de homologos /
homedlogos. Para la construccion de los grupos de homologos / homeodlogos se considerd
que si la mayoria de las homologias (nimero de marcadores con homologia) supera en tres
veces al resto se considera que el GL presenta homologia solo con un cromosoma y se lo
considera como grupo de ligamiento exclusivo. Los grupos de ligamiento compartido son
aquellos que presentan homologia con dos o tres cromosomas (en ningin caso con un
numero de marcadores tres veces mayor al resto). Este analisis nos permitid identificar

grupos de homodlogos / homeologos para cada mapa de ligamiento, establecer la relacion
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entre los dos mapas y validar los mapas genéticos de E. curvula saturados. En las Tablas
Suplementarias S3 y S4 se presentan los datos detallados de los SNPs que presentaron

homologia en cada grupo de ligamiento.

El mismo estudio de sintenia con los genomas de las otras especies relacionadas (Cenchrus
americanus, Oryza sativa, Panicum hallii, Setaria italica y Zea mays), arrojo resultados

similares a los descriptos anteriormente (Tablas Suplementarias S5 y S6).
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Figura 22. Graficos de circos mostrando las relaciones de sintenia entre los grupos de
ligamiento de E. curvula (A:OTA-S, B:Don Walter) y los cromosomas de O. thomaeum.
Numeros del 1 al 40 representan los grupos de ligamiento de cada parental de la poblacion
de mapeo de E. curvula y los codigos CHR1 a CHR10 representan los cromosomas de O.

thomaeum.
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Tabla 12. Grupos de homoélogos / homedlogos obtenidos mediante la comparacion con el

mapa fisico de O. thomaeum. GL Exclusivo hace referencia a GLs que presentaron

homologia principalmente con un cromosoma (nimero de homologias por lo menos tres

veces superior) y GL Compartido a GLs que presentaron homologia con mas de un

cromosoma.

Cromosoma OTA-S Don Walter

O. thomaeum GL Exclusivo GL Compartido GL Exclusivo GL Compartido
1 6,11, 17 16, 32 1,4,14,22
2 5,12,13,34 16, 24 2,9,12,36 13, 34, 35
3 10, 15, 18, 19, 22, 16, 32 5,6,25,29 34, 35

28

4 1,2,4, 14,40 24 7,19,23,31 24,40
5 8, 26,29 32 3,11,26,30
6 3,20 16, 20, 28, 33
7 7,21,31 10, 18, 32, 38 8
8 25 16 21,37 8
9 9,23,30 15,17,27 40
10 27,33 24 39 13,24, 35

IV.6-Tamafio del genoma

Finalmente, se evalu6 el contenido absoluto del ADN gendmico en los genotipos parentales

de la poblacion de mapeo. El analisis de citometria de flujo arrojé un tamafio de genoma

haploide estimado de 1.312 Mbp para OTA-S y 1.195 Mbp para Don Walter.
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V- Discusion

El andlisis de segregacion del modo reproductivo en nuestra poblacion de mapeo
tetraploide de E. curvula revel6 una proporcion de 1:1 de individuos diplospéricos contra
sexuales. Este tipo de herencia apoya la hipdtesis de que la diplosporia estd controlada por
un solo factor genético dominante en E. curvula, como se describe para otras especies
apomicticas diplospoéricas, como Taraxacum officinale (Vijverberg et al., 2004) y
Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al., 1998). Voigt y colaboradores realizaron estudios
tendientes a dilucidar el control genético de la apomixis en pasto lloron (Voigt y Bashaw,
1972; Voigt y Burson, 1992) y fenotiparon, por test de progenie, descencientes F, midiendo
varios caracteres morfologicos, obteniendo una proporciéon de descendencia apomictica
versus sexual de 1:1,4. Estos autores observaron que cuando el grado de sexualidad es bajo,
las pruebas de progenie suelen dar resultados equivocos. Por esta razéon en un estudio
posterior (Poverene y Voigt, 1995) se evaluo el uso de isoenzimas para realizar pruebas de
progenie trabajando con individuos previamente caracterizados para el caracter,
obteniéndose buenas correlaciones entre las pruebas de progenie con isoenzimas y la
caracterizacion por citoembriologia y morfologia. En 1992, Voigt y Burson, proponen un
modelo genético simple para la herencia de la apomixis en pasto llorén, donde la apomixis
es dominante sobre la sexualidad y es controlada por un solo gen. Este anélisis asume que
la sexualidad es el modo basico de reproduccion y que la apomixis es derivada y puede
suprimir, pero no eliminar la sexualidad. También sefialan la presencia adicional de otros
genes que controlan el nivel de expresion de la apomixis en plantas que contienen el gen

determinante del caracter.

Voigt y col. (Voigt y Bashaw, 1972; Voigt y Burson, 1992) clasificaron las plantas en
apomicticas, altamente sexuales y sexuales, sin embargo, hay que tener en cuenta que
aquellas plantas que demuestran tener algun grado de reproduccion apomictica, aunque sea
bajo, deben considerarse apomicticas en el analisis anterior, ya que tienen el potencial para
expresar el cardcter (Savidan, 2000). Teniendo en cuenta esta ultima premisa, volvimos a
analizar los resultados de Voigt y col. y la proporcion cambié a 1.7: 1 (96:56). Los

resultados obtenidos en el presente estudio utilizando observaciones citoembrolégicas y
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marcadores moleculares (ambos métodos son més confiables que el analisis morfologico)
mostraron una herencia 1:1 del caracter, sefialando la presencia de un solo locus en el
control de la diplosporia en pasto lloron y que este caracter es dominante sobre la
sexualidad. Aun se desconoce si la expresion de este cardcter se basa en un solo gen o en
genes relacionados que cosegregan, siendo esta ultima hipdtesis mas probable (genes que
cosegregan). Queda pendiente la evaluacion de la partenogénesis, componente necesario

para la obtencion de semillas apomicticas.

En otras especies diplosporicas, aunque las regiones que controlan los diferentes
componentes de la apomixis (apomeiosis, partenogénesis y endospermo autébnomo o
pseudogamico) estan separadas fisicamente, estas regiones se heredan como un solo locus
(T. dactyloides) o independientemente (E. annuus) ( Grimanelli et al., 1998; Noyes et al.,
2007). En el caso de la aposporia, que es un mecanismo mas frecuente de apomixis que la
diplosporia, se ha identificado una region dominante y de herencia simple (Akiyama et al.,
2004; Calderini et al.,, 2006, Okada et al., 2011; Ortiz et al., 2013), aunque en Poa
pratensis, se cree que existen dos factores genéticos independientes que controlan la
aposporia y la partenogenesis (Albertini et al., 2001). En Pennisetum squamulatum y en
especies del género Paspalum, la ASGR (region gendmica especifica de aposporia) muestra
falta de recombinacion, formando un bloque extenso (50 Mbp en P. squamulatum;
Akiyama et al., 2004) que se hereda de forma completa, asegurando asi que todos sus
componentes se hereden de forma simultanea (Ozias-Akins et al., 1998; Labombarda et al.,
2002; Stein et al., 2007). Diversos autores han informado la presencia de elementos
repetitivos, pseudogenes y regiones heterocromaticas en el ASGR. Koltunow vy
Grossniklaus (2003) plantearon la hipotesis de que las secuencias repetitivas actian como
una sefial para el silenciamiento de los factores involucrados en la via reproductiva sexual,
lo que altera la expresion de los procesos reproductivos sexuales y posiblemente causa la
apomixis. Mas recientemente, Kotani y col. (2013) informaron que las extensas estructuras
de secuencias repetitivas asociadas con el locus de aposporia en Hieracium no son
necesarias para la apomixis. Por lo tanto, es posible que estas caracteristicas estructurales y

la divergencia de alelos se produzcan como consecuencia de la reproduccion asexual y la
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falta de recombinacion, que podrian haber evolucionado para mantener los elementos

genéticos necesarios para la apomixis en un bloque.

Aunque varias publicaciones describen la presencia de genes candidatos en diversas
especies apomicticas, los cuales se expresan de forma diferencial o desempenan roles
funcionales en el desarrollo apomictico (Albertini et al., 2005; Cervigni et al., 2008b; Selva
et al., 2012; Corral et al., 2013; Siena et al., 2014; Conner et al., 2015; Pellegrini, 2016;
Worthington et al., 2016; Garbus et al., 2017; Selva et al., 2017), se sabe muy poco sobre el
tipo de regulacion, las vias comunes entre diferentes especies apomicticas y los

mecanismos subyacentes de la apomixis.

En este trabajo se construyeron dos mapas de ligamiento genético para E. curvula, uno para
el parental sexual (OTA-S) y otro para el apomictico (Don Walter). Estos mapas son los
mas saturados para el género Eragrostis de que se dispone y uno de los mapas maés
saturados para especies poliploides forrajeras y para apomicticos que se han logrado hasta
la fecha (Jessup et al., 2003; Stein et al., 2007; Thaikua et al., 2016; Worthington et al.,
2016). No obstante, se necesitan estudios adicionales para permitir que estos mapas de
ligamiento alcancen la alta resolucion de los mapas genéticos de las especies modelo, que
incluyen miles de marcadores mapeados con alta precision. Una de las mayores
limitaciones en esta tesis para la construccion de los mapas de ligamiento fue el pequefio
numero de individuos en la poblacion de mapeo, que fue solo de 62 individuos. Trabajos de
referencia, como el de Wu y col (1992), mencionan que las poblaciones deben tener un
tamafio minimo de 75 individuos, lo cual fue dificil de lograr para E. curvula debido a
diversos factores, como el complejo modo reproductivo de esta especie, la incapacidad para
realizar la castracion (emasculacion) debido al tamafio de las espiguillas y a su morfologia,
y la alta frecuencia de autopolinizacion en el Gnico genotipo sexual tetraploide disponible
(OTA-S). Ademads, otros genotipos utilizados como donantes de polen resultaron
incompatibles con la planta materna o dieron un bajo nimero de hibridos. A pesar de estas
limitaciones, el mapa obtenido en este estudio tiene un alto nivel de saturacion de
marcadores, lo que es consistente con los datos recopilados por otros autores que utilizan

modelos y técnicas similares (Worthington et al., 2016, Huang et al., 2018).
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Varios mapas de ligamiento de especies poliploides se basan exclusivamente en marcadores
que segregan en una proporcion de 1:1, alelos de dosis simple (Li et al., 2014; Thaikua et
al., 2016; Worthington et al., 2016). El uso de estos marcadores permiten simplificar el
modelo de herencia y utilizar software de mapeo para diploides, tales como JoinMap. Estos
marcadores poseen otras ventajas adicionales sobre marcadores con otros tipos de
segregacion, principalmente en especies poliploides no exploradas para las cuales el modo
de herencia es incierto, ya que los marcadores de herencia simple permiten crear un mapas
de ligamiento "sin supuestos" (Bourke et al., 2018a). Otro fundamento para la utilizacion de
Joinmap y marcadores de herencia simple es que E. curvula es considerada una especie
alopoliploide y las especies alopoliploides tienen herencia disémica por lo cual la genética
es similar a la de los diploides, excepto por la presencia de multiples genomas. A E.
curvula se lo considera una especie alopoliploide, aunque se ha registrado formacién
multivalente en algunos genotipos poliploides, como Tanganyika y Don Eduardo
(Poverene, 1988 Vorster y Liebenberg, 1977), por lo que algunos autores como Burson y
Voigt (1996) consideran a esta especie como alopoliploide segmental. Sin embargo, los
multivalentes no son frecuentes en los genotipos parentales de la poblacion de mapeo,
donde se ha demostrado el apareamiento preferencial entre los cromosomas homologos
primarios (Poverene, 1988). La suposicion de que todos los marcadores tienen una herencia
disémica 1:1 podria ser una simplificacion excesiva ya que los marcadores con un patrén de
segregacion diferente no se consideraron para la construccion de los mapas de ligamiento y
esto puede provocar algliin sesgo en los resultados. Sin embargo, al ser el presente estudio el
primer mapa para una especie poco estudiada (orphan crop) consideramos que es una
aproximacion valida, que ird perfeccionandose en proximos estudios (Tesis de la Ing. Agr.

Jimena Gallardo).

Como se mencionara en la Introduccion, existen softwares disefiados especificamente para
construir mapas de ligamiento en especies poliploides, como polymapR (Bourke et al.,
2018b), TetraploidSNPMap (Hackett et al., 2017) y PERGOLA (Grandke et al., 2017). El
problema con estas herramientas es que estdn disefiadas para procesar marcadores con

valores de dosis alélica, que no estan disponibles para los datos de GBS. En el futuro, se
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anticipa el desarrollo de herramientas que utilizaran el recuento de las lecturas de SNP,

aunque actualmente no estan disponibles (Bourke et al., 2018a).

Para la elaboracion de los mapas de ligamiento de cada parental se tomo el criterio de armar
tantos grupos de ligamiento como el numero cromosdmico (40). Aunque entendemos que la
teoria sugiere armar tantos grupos de ligamiento como pares de homologos (Xu, 2010), en
nuestro caso 20, se asumi6 el criterio de armar 40 grupos dado el alto nivel de
heterocigocidad (Zappacosta et al., 2011) y el elevado numero de marcadores en algunos de
los grupos de ligamiento, que no permitia la elaboracion del mapa de ligamiento por el
método de regresion del Joinmap (acepta hasta unos 300 marcadores por grupo de
ligamiento). Otros autores han tomado el mismo criterio y definieron tantos grupos de
ligamiento como el valor 2n de cromosomas (Li et al., 2014; Worthington et al., 2016) y
posteriormente identificaron los cromosomas homologos y homeologos mediante la

comparacion con genomas secuenciados de especies emparentadas.

Los tamafnos de los mapas de ligamiento de OTA-S y Don Walter son muy diferentes
(1.335 cM versus 1.976,2 cM, respectivamente) y esta variacion no tiene relacion con las
diferencias en el tamafio del genoma que se estimaron (1.312 Mbp y 1.195 Mbp para los
genomas haploide respectivamente). Por lo tanto, esta variacion podria reflejar tasas de
recombinacion diferencial entre los genotipos. De hecho, estudios en plantas modelo han
demostrado el impacto de la divergencia entre los genomas y las tasas de recombinacion,
con una tasa de recombinacion més baja relacionada con los niveles mas altos de
divergencia del genoma (Chetelat et al., 2000; Opperman et al., 2004; Li et al., 2006).
Ademas, se sabe que las tasas de recombinacion difieren entre los sexos tanto en plantas
como en animales (Lorch, 2005). Por ejemplo, Huang y col. (2018) encontraron que el
mapa genético masculino de la mandarina era notablemente més grande que el parental

femenino de la poblacién de mapeo.

Al buscar la sintenia entre los mapas de ligamiento de E. curvula con genomas de otras
especies relacionadas, se lograron identificar grupos de homologos / homedlogos. Los

mejores resultados (mayor cantidad de SNPs con homologia) se obtuvieron comparando
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con el mapa fisico de O. thomaeum, el pariente mas cercano con genoma secuenciado de
alta calidad. Utilizando esta informacion, ademas de obtener grupos homologos /
homedlogos para cada mapa, se consiguid establecer qué grupos de cada mapa serian

equivalentes.

En trabajos previos ya se habia descripto que OTA-S solo presenta sacos embrionarios tipo
Polygonum (Meier et al., 2011), mientras que Don Walter es un genotipo apomictico
facultativo, con 60 a 100 % de sacos embrionarios diplospéricos (Rodrigo et al., 2017).
Como ocurre en la mayoria de las plantas apomicticas conocidas, estas plantas son
facultativas y pueden cambiar su programa de desarrollo y pasar de la via asexual a la via
sexual (Brukhin, 2017). Las plantas apomicticas de la poblacion de mapeo mostraron
diferentes niveles de expresion de la diplosporia, con un rango de 3 al 100 % de los pistilos
observados que tienen sacos embrionarios apomicticos. Aunque no es frecuente, algunos
estudios como el de Noyes (2005) en Erigeron también encontraron un gradiente completo
en la expresion de la diplosporia. El tener la poblacion de mapeo caracterizada de forma
cuantitativa, es posible la buisqueda de regiones gendmicas con efectos cuantitativos, lo que
no es posible de realizar si los individuos estan caracterizados solo de forma cualitativa.
Otro hallazgo importante a favor de la presencia de regiones que regulan este caracter es
que la expresion del caracter depende en gran medida de las condiciones ambientales
(Zappacosta et al., 2014; Rodrigo et al., 2017), aumentando ante condiciones de estrés la
cantidad de sacos sexuales en individuos facultativos. Esto a su vez podria ser indicativo de

regulacion a nivel epigenético.
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VI - Conclusiones

En esta tesis se partié de la hipodtesis “la apomixis en E. curvula es controlada por una
region gendmica de herencia mendeliana. En este contexto todo el proceso podria
desencadenarse por un efecto pleiotropico gobernado por una unica region o podrian existir

mas regiones, controlando la diplosporia y la partenogénesis™.

La fenotipificacion de la poblacion F; mostrd que la segregacion de la diplosporia en E.
curvula sigue una proporcion 1:1 (diplospdricos : sexuales), indicando que la herencia del
caracter sigue un modelo mendeliano simple, de un solo gen o region gendémica. También
se pudo corroborar que la apomixis es dominante sobre la sexualidad. Por lo tanto la
hipotesis de herencia simple para la diplosporia se cumple, adeudando el estudio de la

partenogénesis.

La diferente proporcion de sacos sexuales/apomiticos observados en los diferentes hibridos
estarian indicando ademas la presencia de regiones reguladoras o de algun tipo de factor
epigenético controlando el caracter, por lo tanto se propone para el futuro analizar el

caracter como uno cuantitativo.

En esta tesis también se logrd obtener el primer mapa genético de E. curvula. Este mapa es
el mapa mas saturado para el género Eragrostis y uno de los mas saturados para una

especies forrajera poliploide y para especies apomicticas construidos hasta la fecha.

El grupo de ligamiento 3 de Don Walter contiene el locus responsable de la diplosporia,
con lo cual se corrobora la hipétesis de una region o locus. Este estudio también permitira,
junto a la secuenciacion de genomas a nivel diploide y tetraploide y el analisis de genes
candidatos (se dispone de cuatro) que se estan llevando a cabo por el grupo de trabajo,
delimitar la regioén involucrada en la diplosporia y conocer su arquitectura y contenido

génico.

Este mapa y la poblacion de que se dispone también facilitard estudios adicionales que

ayuden a identificar los genes que regulan la apomixis. También deberia permitir mapear
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otros caracteres que contrastan en los genotipos parentales y son factores limitantes para la
produccion de pasto llorén, como la calidad del forraje. Finalmente, también podria ser
posible mapear los genes involucrados en la tolerancia al estrés bidtico y abidtico. Estos
son caracteres criticos para el mejoramiento de esta especie forrajera, que se siembra en

zonas de produccion marginales.
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VIII — Material Suplementario

Tabla Suplementaria S1: Secuencia de cebadores de RAPD, SSR y AFLP utilizados.

Nombre Secuencia 5°- 3°
Cebador RAPD 232 CGGTGACATC
Cebador RAPD 245 CGCGTGCCAG
Cebador RAPD 304 AGTCCTCGCC
Cebador RAPD 331 AGTCCTCGCC

Cebadores SSR 10159

F: TAGCCAGATGACCTCCAC
R: CCTGCTCTCCTCCGAC

Cebadores SSR 13665

F: TGCGCTGGACCTCTACTA
R: ACTGCTTCAGCCTCATCTT

Cebadores SSR 13776

F: TCCAACTCATCAACCAGTAA
R: GTAGCTCTTGCCGAACC

Cebadores SSR 15838

F: AGTGGAGGAAGATGTAGCC
R: ACAGAGTTGAAGGAGCAGAG

Cebadores SSR 18079

F: GACAGGACCCCTCTTCC
R: AGGACTCCCAGCTCAGAT

F: CCACCAACCAATTATCCTAA

e s R: GATCTCGCGACAACCC
F: GAACTACCTGCAGATCAAGG
Cebadores SSR 20164 R: TGCACTTTGTTGTCATCTTC
F: ACTTGCAGAAATCACAAAGG
Cebadores SSR 27968 R: GGATCGTGTTGATTGAAGTT
F: TCTTCTTCAGCCCCTTG
Cebadores SSR 30246 R: ACGTCGTCGTCATCCTC
GAC TGC GTA GGT GCA
Adaptador Psil CCT ACG CAG TCT ACG AG
GAC GAT GAG TCC TGA G
Adaptador Msel ATG AGT CCT GAG TA
Pstl +1 cebador de pre-amplificacion GAC TGC GTA CAT GCA GA
Msel +1 cebador de pre-amplificacion GAT GAG TCC TGA GTA AA

Pstl +3 P36 cebador de amplificacion selectiva

GAC TGC GTA CAT GCA GACC

Pstl +3 P37 cebador de amplificacion selectiva

GAC TGC GTA CAT GCA GACG

Pstl +3 P40 cebador de amplificacion selectiva

GAC TGC GTA CAT GCA GAGC

Pstl +3 P41 cebador de amplificacion selectiva

GAC TGC GTA CAT GCA GAGG

Msel +3 M31 cebador de amplificacion selectiva

GAT GAG TCC TGA GTA AAAA

Msel +3 M38 cebador de amplificacion selectiva

GAT GAG TCC TGA GTA AACT

Msel +3 M39 cebador de amplificacion selectiva

GAT GAG TCC TGA GTA AAGA

Msel +3 M43 cebador de amplificacion selectiva

GAT GAG TCC TGA GTA AATA

Msel +3 M45 cebador de amplificacion selectiva

GAT GAG TCC TGA GTA AATG

114




Tabla Suplementaria S2. Numero de lecturas, cantidad de bases, cobertura sobre el

genoma (calculado sobre un valor estimado de 1.250 Mb) y codigo de barras (barcode) de

cada muestra.

Nimero
de Cobertura sobre el
Poblacion | lecturas Bases genoma (1.250 Mb) Caédigo de barra
TTCTC - CGCCTTAT - TAACGA -
OTA-S 8686226 96302141 0,0770417 TTCCTGGA
Don CTCC - GTCGATT - TACAT —
Walter 6032130 85668723 0,0685350 TCTGTGA
7002 7384611 93448324 0,0747587 GCTTA
7007 4588128 79385667 0,0635085 AACGCCT
7008 3290499 64043291 0,0512346 AGGC
7009 2192540 48372739 0,0386982 TCGTT
7011 5041626 78367157 0,0626937 TGGCTA
7012 3413555 62471714 0,0499774 TGCTGGA
7016 6421475 84386552 0,0675092 TGCA
7017 2405340 55402434 0,0443219 AGCCC
7020 5204427 79505163 0,0636041 CTTCCA
7021 2389801 51051466 0,0408412 AATATGC
7024 2665440 55271073 0,0442169 GATC
7025 4048032 71402419 0,0571219 ACCTAA
7028 2774892 56949093 0,0455593 ACGTGTT
7030 3946910 67310291 0,0538482 AACCGAGA
7031 3569332 64063151 0,0512505 ACTA
7032 2796563 58818606 0,0470549 GTATT
7033 3610063 66703303 0,0533626 GAGATA
7034 2490973 53530015 0,0428240 ACGACTAC
7039 2858932 57459187 0,0459673 TCAC
7056 2758106 54898642 0,0439189 ATATGT
7057 1771737 47841938 0,0382736 ATTAATT
7100 4183334 70607085 0,0564857 ACAGGGAA
7103 5706918 83505023 0,0668040 CAGA
7105 3732574 67924952 0,0543400 CTGTA
7109 2496781 56375384 0,0451003 ATGCCT
Z111 3362015 65290408 0,0522323 GGTGT
7112 2953192 59059757 0,0472478 AGGAT
Z113 3223946 63462614 0,0507701 ATCGTA
Z115 2625251 56673112 0,0453385 ATTGGAT
Z116 43 2300 0,0000018 ACGTGGTA
Z119 3182001 58137442 0,0465100 AACT
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7122 3793850 66734225 0,0533874 ACCGT
7128 2097744 53189133 0,0425513 TATTTTT
Z131 2389376 52184428 0,0417475 TAGCATGC
7138 7899592 88710417 0,0709683 ATTGA
7140 5244109 76257866 0,0610063 CATCGT
7146 2277674 52499198 0,0419994 CATAAGT
7154 141 7843 0,0000063 CCATGGGT
Z155 5150415 77459966 0,0619680 GCGT

7158 5495090 74397819 0,0595183 GTAA

7160 4353305 74562985 0,0596504 CTTGCTT
7162 3211307 59640185 0,0477121 AGTGGA
7167 4570508 72282386 0,0578259 CATCT
7171 4358408 72420309 0,0579362 CGCGGT
Z174 2940174 60183907 0,0481471 CGCTGAT
Z191 4161339 70808221 0,0566466 CGCGGAGA
7194 3944315 72536068 0,0580289 TGCGA
7195 3686441 67622753 0,0540982 GGTTGT
7197 2686593 59686691 0,0477494 ATGAAAC
7198 3980163 73468911 0,0587751 TAGGCCAT
7203 3047491 62246625 0,0497973 CCTAC
7205 4090934 73436653 0,0587493 CTATTA
7206 5595417 81710657 0,0653685 CGGTAGA
2207 3594271 66766676 0,0534133 CGTGTGGT
7208 4621284 74193184 0,0593545 CGAT

7209 4749631 79372014 0,0634976 CCAGCT
7210 2393924 57468554 0,0459748 AAAAGTT
7211 5109761 79165108 0,0633321 TGCAAGGA
7212 3842303 69380082 0,0555041 GAGGA
7213 4610694 75581028 0,0604648 GCCAGT
7214 5633506 83532422 0,0668259 CTACGGA
7215 3118270 61964249 0,0495714 GCTGTGGA
7216 3666689 68932120 0,0551457 CGCTT
7217 437881 18511153 0,0148089 TTCAGA
7218 6347847 84840536 0,0678724 GAATTCA
7219 6789993 87989046 0,0703912 TGGTACGT
7220 4281545 73754554 0,0590036 GGAAC
7221 4158009 67709438 0,0541676 GGAAGA
7222 3853240 68031641 0,0544253 GCGGAAT
7223 310 15123 0,0000121 GGATTGGT
7224 3281913 66014094 0,0528113 TCACC
7225 2868647 62083088 0,0496665 TAGGAA
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7226 2988142 61808129 0,0494465 GAACTTC
7229 3465220 65469815 0,0523759 TCTCAGTC
7237 5534614 78628033 0,0629024 GTCAA
7251 3481431 64853943 0,0518832 GTACTT
7252 1735 93014 0,0000744 TAGCGGA
7258 3692875 67866726 0,0542934 GTGAGGGT
7259 3390186 66991778 0,0535934 CTAGC
7260 3739979 69460685 0,0555685 GCTCTA
7262 3784315 71015867 0,0568127 GGACCTA
7263 5520355 83011046 0,0664088 CCGGATAT
7266 2407760 56759379 0,0454075 TAATA
7268 3777322 67925757 0,0543406 GTTGAA
7269 2905223 61593101 0,0492745 TCGAAGA
7271 3430260 66868799 0,0534950 TATCGGGA
Total 328261542 | 5683418629 4,5467349

Tabla Suplementaria S3. Detalle del analisis de sintenia entre los grupos de ligamiento de
OTA-S y el mapa fisico O. thomaeum. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que
presentaron homologia preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento especificos)

y en verde los que presentaron homologia con dos o tres cromosomas (grupos de ligamiento

compartido).
OTA-S Cromosomas de O. thomaeun

GL |1|2]|3|4|5|6|78]9]10 Otros
1 17

2 119 1

3 2 12] 1 contig 108
4 1 214412211

5 129 1 1

6 15 112212

7 1|14

8 212 (12(19]1

9 15

10 1|14 2 21 1

11 14| 2 2 2

12 14121 11 1

13 1 (13| 1 1 1 1

14 1]19]2 1 1

15 1 121 2
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16

17

12

18

contig 2

19

12

20

11

contig 89

21

11

22

23

24

25

26

27

28

29

30

contig 89

31

32

33

34

35

Sin homologia

36

Sin homologia

37

Sin homologia

38

Sin homologia

39

Sin homologia

40

Tabla Suplementaria S4. Detalle del analisis de sintenia entre los grupos de ligamiento de

DW y el mapa fisico O. thomaeum. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que

presentaron homologia preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento especificos)

y en verde los que presentaron homologia con dos o tres cromosomas (grupos de ligamiento

compartido).

DW Cromosomas de O. thomaeun

GL 1|23 5(6|7]| 8|9 |10]|Others
1 (48|11 2 1|1 |contig 2
2 43 1{1|1]6
3 1 2001 (1|1
4 |51|4 1 2 1
5|3 46 1|11 1 | contig 23, contig 66
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37

37

19

18

contig 10(2),contig 148

17

23

22

contig 1

18

conitg 57

15

20

18

contig_60

14

19

[ P S

17

12

20

20

17

10

18

15

14

contig_ 89

11

contig 91

13

11

15

contig 1
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Tabla Suplementaria S5. Analisis de Sintenia entre los grupos de ligamiento de Don
Walter (DW GL) con los mapas fisicos de Cenchrus americanus, Oryza sativa, Panicum
hallii, Setaria italic y Zea mays. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que
presentaron homologia preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento especificos)

y en verde los que presentaron homologia con dos o tres cromosomas (grupos de ligamiento

compartido).

DW Cenchrus americanus (cromosomas)

GL CM007982 CM007983 CM007984 CMO007985 CM007986 CM007987 CMO007988
1 1 18 15 1 10 3 3
2 5 11 6 1 1 11
3 16 6 1 1
4 2 19 21 1 3 7
5 4 1 1 3 1 36
6 6 4 4 28 1
7 7 8 2 3 20 5 3
8 7 3 3 2 1 1 13
9 2 3 4 3 2 2 6
10 3 1 3 1 2 9
11 24 1 1 2 2
12 1 8 1 2 6
13 1 6 1 4 2
14 8 1 1 8 1
15 4 3 1 5
16 1 18 2 2
17 2 1 1 11 1 2
18 1 2 1 1 1 6
19 2 22 2
20 1 15 2 2
21 1 2 2
22 1 20 2 1
23 1 14 1 1 1
24 1 3 1 11
25 2 16 1
26 11 2
27 3 2 1 2
28 3 1 2
29 1 9
30 3 1 1 2
31 10
32 1 1 1 1 1
33 1 1
34 1
35 1 1 1 1 1 2
36 1 1
37
38 1 1
39
40 1 1
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DW Setaria italica (cromosomas)
GL Scaffold_1 Scaffold_2 Scaffold_3 Scaffold_4 Scaffold_5 Scaffold_6 Scaffold_7 Scaffold_8 Scaffold_9

1 1 3 1 1 2 | 1.
2 D 1 1 1
3 1 2 15 1 3 2
a [3000 2 2 2 5 2
5 1 3 2 47 1 2

6 1 3 a4 1 1 3
7 4 2 6 1 3 36
8 2 17 2 1 2
9 Soun 1o 1 1

10 1 18 1 3 3 1

1 2 2 4 4
21 [Dm 2 [ 1 2
13 1 8 1 3 1 2
w2 4 oun
15 3 1 12 2 2
16 1 2 20

17 2 18 1

18 12 4 2 1 1
19 1 2

20 3 2 18

2 1 2 8

2 19 1 2 3

23 1 2 1 20
2 1 16
25 1 1 14 1 2 2
2% 12 1

27 1 12

28 e G

29 11

30 5

31 1 11
32 2 1 1
33 6 4

34 1 3

35 2 s 1 2
36

37 4

38 1

39 1 4

40 3

123



Zea mays (cromosomas)

124



Tabla Suplementaria S6. Analisis de Sintenia entre los grupos de ligamiento de OTA-S
con lo mapas fisicos de Cenchrus americanus, Oryza sativa, Panicum hallii, Setaria italic y
Zea mays. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que presentaron homologia
preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento especificos) y en verde los que

presentaron homologia con dos o tres cromosomas (grupos de ligamiento compartido).

OTA-S Cenchrus americanus (cromosomas)

GL CMO007982 CMO007983 CMO007984 CMO007985 CMO007986 CM007987 CMO007988
1 10 3 3 1 1
2 1 1 7
3 1 10 1
4 7 1 2 27 1 5
5 3 1 5 1 6
6 4 14 1 3 1 1
7 1 1 3 2 15
8 12 2 3 4 1
9 5 3 3 4 2
10 1 1 13 1
11 4 11
12 2 6 2 1 2 1 3
13 2 3 2 2 2 2
14 1 3 15 1
15 2 3 2 10
16 2 1 3 3 1 3
17 2 1
1 1 2 6
19 1 11
20 2 2 6 3 1 1 1
21 12
22 1 1 1
23 2 2 1
24 2 1 2
25 2 2
26 6 3 1
27 2
28
29 2
30 1
31 1 1 1
32 1 1 1
33 2
34 1
35
36
37
38
39 1

40 1
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Zea mays (cromosomas)
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