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Resumen

Eragrostis curvula es una graminea estudiada por su tolerancia al estrés por sequia y por
tener la capacidad de reproducirse por apomixis, la cual es definida como un mecanismo
gue permite la clonacién natural por medio de semillas resultando la descendencia
genéticamente idéntica a la planta madre. E. curvula tiene un numero bésico de
cromosomas de 10 y contiene genotipos con distintos niveles de ploidias. Una de las
caracteristicas la especie es que los genotipos diploides son siempre sexuales mientras que
los poliploides son generalmente apomicticos aunque existen tetraploides sexuales. Desde
hace décadas la apomixis ha sido estudiada con el fin de identificar las bases moleculares y
genéticas para ser transferidas a otros cultivos de importancia econdémica. Las técnicas de
secuenciacion de ADN son una herramienta sumamente util para descubrir genes y
regiones asociadas a distintos caracteres biolégicos, asi como para realizar andlisis
filogenéticos y de sintenia entre especies. En el trabajo de esta tesis se propuso obtener
secuencias gendmicas de E. curvula utilizando tecnologias de Gltima generacion con el fin
de identificar los genes relacionados a la apomixis y otros genes de interés como los de la

tolerancia al estrés por sequia y la calidad forrajera.

El primer genoma de la especie secuenciado fue el genotipo diploide sexual Victoria que fue
originado del tetraploide apomictico Tanganyika INTA. Las plataformas utilizadas para su
secuenciacién fueron PacBio, Chicago y Hi-C y fue ensamblado a través del software
FALCON con el que se obtuvo un N50 de ~43 mega pares de bases (Mb) y 1.143 contigs.
Los genes anotados fueron 56.469 los cuales fueron utilizados para determinar la historia
evolutiva de la especie. Ademas se caracterizaron las secuencias de los genes de las vias
de la lignina relacionados con la calidad forrajera y los genes de la familia WRKY,
vinculados a la tolerancia al estrés por sequia. Por otro lado se encontraron genes de E.

curvula ortélogos a los expresados en etapas especificas de la via sexual de Oryza sativa.

Los genomas tetraploides apomicticos secuenciados fueron el del cultivar Tanganyika INTA
obtenido mediante la plataforma lllumina y el de Don Walter combinando las tecnologias
Chromium 10X y Oxford Nanopore. ElI ensamblado de Tanganyika INTA con el software
Masurca resulté en un N50 de 4.715 pb y 293.300 contigs, mientras que en el genoma de
Don Walter ensamblado con Supernova+DBG20LC se obtuvo un N50 de 224.390 pb vy
7.542 contigs. Por medio de un analisis comparativo se pudo identificar la region vinculada
la apomixis en todos los genomas en la cual se encontraron genes que podrian tener un rol

activo en la regulacién del modo reproductivo de acuerdo con la literatura.



A través de esta tesis se pudieron secuenciar, ensamblar y anotar tres genomas de E.
curvula lo cual representa un avance significativo en la caracterizacién de la especie. La
identificacion de regiones asociadas a la apomixis y sus posibilidades de expresion y
regulacion permitird, en una instancia futura, manipular el caracter e intentar la introgresion

del mismo en especies sexuales de interés agricola por medio de ingenieria genética.

Abstract

Eragrostis curvula is forage grass studied for its tolerance to draught stress and because its
characteristic reproductive pathway, the apomixis. Apomixis is an asexual way of
reproduction by seeds in which the progeny result genetically identical to the mother plant.
The basic number of chromosomes of E. curvula is 10 and has different ploidy levels being
the diploids always sexual while the polyploids are mainly apomictic despite there are fully
sexual tetraploids. Apomixis has been studied in order to identify its molecular and genetic
basis to transfer this trait to economically import crops. The DNA sequencing is a powerful
tool to detect genes and/or regions associated to different traits and disclose the
evolutionary history of the species. In this Thesis the latest generation technologies have
been used to sequencing and assembly the E. curvula genome to identify the genes related

to apomixis and other interesting traits like draught tolerance and forage quality.

The first sequenced genome of the species was the diploid sexual genotype Victoria
originated from the apomictic tetraploid Tanganyika INTA. The technologies used for the
sequencing were a combination of PacBio, Chicago and Hi-C and the assembler with best
performance was FALCON. The final N50 obtained here was ~43 Mb and the number of
contigs was 1,143. The 56,469 genes annotated in this genome were used to unravel the
evolutionary history of E. curvula. Furthermore we identify genes in the lignin pathway
associated to the forage quality and genes of the WRKY family which are related to al
multiple abiotic stress like drought stress. The genes related to the sexual pathway were
evaluated through a comparative analysis with specific development stages in Oryza sativa.

The tetraploids genomes of E. curvula sequenced here were derived from Tanganyika INTA,
sequenced with lllumina, and Don Walter using a combination of Chromium 10x and Oxford
Nanopore. The Tanganyika INTA assembly was performed with Masurca software obtaining
an N50 of 4,715 bp and 293,000 contigs, while Don Walter was assembled with
Supernova+DBG20LC rendering an N50 of 224,390 bp and 7,542 contigs. Interestingly a

region linked to apomixis was found through a comparative analysis between the genomes



of E. curvula that could have an active role in the regulation of the reproductive pathway
based on the literature.

In this Thesis were sequenced, assembled and annotated three genomes of E. curvula
representing a significant step forward in terms of characterisation of the species. The
identification of the regions linked to apomixis, its expression and regulation could allow
handling the trait and, in future instances, to introduce apomixis to sexual economically

important crops.
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Introduccion general

Eragrostis curvula (Pasto llorén)

Dentro de las familias de las Poaceae (también conocida como gramineas), subfamilia
Chloridoideae, tribu Eragrostideae se encuentra el género Eragrostis. Este género contiene
el 67% de la tribu contando con 350 especies (Peterson et al., 1997). El centro de
distribucién geografica se encuentra en las sabanas del sur de Africa y su domesticacion ha
llevado a que hoy en dia se encuentre ampliamente distribuido por todo el mundo,
encontrandose en el continente americano alrededor de 120 especies (Phillips, 1982). Este
género se caracterizan por contener plantas anuales o perennes con morfologia C4,
inflorescencia en panicula, ligua con pelos o raramente membranosa. Muchas de las
especies de este género tienen importancia econémica como forrajera y solo Eragrostis tef

es utilizada para consumo humano en su regién de origen, Etiopia.

Dentro del género Eragrostis las especies con mayor distribucion e importancia econémica
son E. tef y E. curvula (Figura 1.1). E. tef es la especie mas cultivada en Etiopia y la tercera
en términos de produccién de grano. Ademas de ser una pastura también es utilizada para

el consumo directo de su grano y su harina es el principal ingrediente de los panees

utilizados en la region occidental de Africa (Bultosa, 2007).

Figura 1.1: Mapa mundial con la distribucion geogréfica de E. tef (circulos celestes) y E. curvula
(circulos amarillos). Se puede observar como de la region Africana se extendido hacia todo el mundo.
Fuente: https://www.discoverlife.org/
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E. curvula tiene crecimiento primavero-estival y es utilizada como forraje principalmente en
Australia, Estados Unidos, Sudafrica y Argentina. Esta especie C4 tiene mayor eficiencia
fotosintética que las gramineas C3, esto significa que con la misma intensidad de luz la tasa
fotosintética es mayor. Dentro de sus caracteristicas morfolégicas se destacan su ligula
pilosa y auricula vestigial, inflorescencia en panoja laxa de 15-40 cm de largo, semilla muy
pequefia 0,5 mm, con ramificaciones distantes y una altura de hasta 1.5 m (Figura 1.2).

Figura 1.2: Organos vegetativo y reproductivo de E. curvula. En el recuadro blanco se enfoca una
panoja, que es ampliada en una espiguilla, luego se observan los érganos reproductivos (anteras y
pistilo ) y finalmente la semilla madura. En el recuadro negro se observa la hoja.

Antiguamente la clasificacion de las especies se realizaba por caracteres morfolégicos ya
gue no existian las herramientas moleculares actuales. Por la numerosa cantidad de
variedades que se encuentran dentro de la especie E. curvula, en 1961 se propuso
agruparlas en 5 grupos de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas, curvula, robusta,
robusta verde, robusta intermedia y chloromelas (Leigh, 1961). Hoy esta clasificacién ha
entrado en desuso y otras herramientas como marcadores SSR se utilizan para clasificarla

mas precisamente (Zappacosta et al. 2011).

Su capacidad para desarrollarse en regiones con suelos arenosos y régimen hidrico bajo la
posicion6 como la primera alternativa para las zonas marginales de Argentina. Es asi que
en el ultimo censo agropecuario nacional en 2018 del INDEC (https://cna2018.indec.gob.ar/)
ocupo el quinto puesto, detras de otras pasturas no aptas para condiciones marginales
como la alfalfa. Las provincias de mayor produccién de pasto lloron son San Luis, La
Pampa, Buenos Aires y Cérdoba y entre todas ellas suman el 94% (252.105,59 Has.) del
total del pasto lloron implantado en el pais (Figura 1.3). En los ultimos 16 afios la superficie
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de este pasto ha decrecido de 786.749 a 268.966 Has. Al igual que la superficie de todas
las pasturas perennes del pais, este decrecimiento fue debido al cambio del uso de la tierra
pasando de la ganaderia a la agricultura.

350000

300000

a _ N
50000
\
0 T T )
2002 2008 2018
Afo de censo agropecuario
= 3 Pampa e San Luis Buenos Aires Coérdoba

Figura 1.3: Superficie implantada con pasto llorén en los afios 2002, 2008 y 2018 en las provincias de
La Pampa, San Luis, Buenos Aires y Cdrdoba. Se puede ver como va disminuyendo su superficie por
el cambio en el uso dela tierra.

E. curvula, al igual que todo el género Eragrostis, tiene un nimero basico de cromosomas
de 10. Dentro de la especie se encuentran individuos con diferente ploidia (2X, 4X, 6X, 7Xy
8X) siendo los mas frecuentes los tetraploides. La mayor coleccion de cultivares en
Argentina se encuentra en CERZOS CONICET la cual cuenta con materiales de distintas

ploidia y modos reproductivos disponibles para el estudio de esta especie (Tabla 1.1).

Cultivar Ploidia | Modo Reproductivo
Victoria 2X Sexual
P1299920 2X Sexual
P1208214 2X Sexual
P1219919 2X Sexual
P1219928 2X Sexual
Tanganyika USDA 4X apomictico obligado
Tanganyika INTA 4X apomictico facultativo
Ermelo 4X apomictico facultativo
Morpa 4X apomictico facultativo
OTA-S 4X Sexual
Catalina 4X No caracterizado
Don Walter 4X apomictico facultativo
Don Eduardo 6X apomictico obligado
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Don Luis 6X No caracterizado
Don Pablo 7X apomictico obligado
Kromdraai 6X apomictico facultativo
Don Juan 8X apomictico obligado

Tabla 1.1: Cultivares con diferentes ploidias y modos reproductivos disponibles en el CERZOS
CONICET para el estudio del pasto llorén

Apomixis

La palabra apomixis en Griego (apo= ausencia mixis=smezcla) hace referencia a la falta de
recombinacion. Fue presentada por Winkler (Winkler, 1908) y su primera definicion fue
“apomixis es la sustitucion de la reproduccion sexual por otro tipo de reproduccion asexual
que no involucra la fusién celular o nuclear (i.e. fertilizaciéon)”. En la actualidad la definicion
mas utilizada es la que define apomixis como “proceso que permite la clonacién natural por
medio de semillas resultando la descendencia genéticamente idéntica a la planta madre”
(Nogler 1984, Grossniklaus 1998).

La apomixis en angiospermas fue clasificada de la siguiente manera (Fagerlind, 19402 y

luego adaptado por Maheshwari 1950):

Apomixis no recurrente: Ocurre meiosis en la célula madre de la megaspora y se produce
un embridn haploide. ElI nuevo embrién puede ser formado por la célula huevo o por otra

célula del gametofito. La planta resultante es haploide y tiene la mitad de los cromosomas.

Apomixis recurrente: No se completa la meiosis. El embrién producido tiene la misma
cantidad de cromosomas que la célula que le dio origen y surge de la célula madre de la

megaspora o de una célula adyacente.

Apomixis adventicia o embrionaria: EI embrién surge de una célula somatica de la nucela

o del tegumento interno.

Apomixis vegetativa: Son llamados apomicticas vegetativas aquellas especies que
producen bulbos vegetativos u otros propagulo en el lugar de flores o inflorescencias.

Algunos ejemplos son Polygonum viviparum y Agave sp.

Las definiciones modernas de apomixis no contemplan la reproduccion vegetativa como
apomicticas y solo tiene en cuenta la reproduccién por semillas, clasificando los distintos

tipos de apomixis de la siguiente manera (Nogler, 1984, Grossniklaus, 1998):

1. Esporofitica: El nuevo embrién prolifera directamente de una célula somética de la

nucela o del tegumento interno del ovulo.
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2. Gametofitica: El embridn se desarrolla a partir de células no reducidas.

2.1 Diplosporica: ElI embrién se origina directamente desde la célula madre de la
megaspora.

2.2 Aposporica: El embrion se origina de una célula somética adyacente a la célula
madre de la megaspora.

Tres componentes son fundamentales para que se produzca apomixis de acuerdo a esta

ultima clasificacion:

-Apomeiosis: ausencia de meiosis en la célula que da origen a la célula huevo, por lo tanto

no existe reduccién ni recombinacion celular.
-Partenogénesis: Desarrollo de un embrion sin fertilizacion.

-Pseudogamia: Fertilizacion solo del endosperma. Aunque es raro existe en algunas

especies la formacion autonoma del endosperma como el caso de Hieracium praealtum.

En un ciclo reproductivo sexual de las angiospermas al comienzo de la megasporogénesis
(formacion de la megaspora) la arquespora se convierte en la célula madre de la megaspora
la cual se recombina y multiplica en dos células (diada), y se reduce formando cuatro
células (tétrada) por medio de la meiosis (Figura 1.4 A). Tres células de las tétradas
degeneran y una se convierte en la megaspora funcional. Al inicio de la
megagametogénesis (formacién de gameto femenino) la megaspora pasa por tres mitosis
produciendo un saco embrionario formado por ocho nucleos que luego de la diferenciacion
celular se forman los nucleos polares (2n) (que normalmente confluyen), dos sinérgidas (n),
3 antipodas (n) y la ovocélula o célula huevo. Finalmente conjuntamente con la degradacion
de las células antipodales y las sinérgidas se produce la caracteristica doble fertilizacion de
las angiospermas uniéndose un nucleo del polen con el ndcleo polar formando el

endosperma 3n y otro con la célula huevo formando el embrion 2n.

En organismo que se reproduce por apomixis gametofitica, dependiendo si es diplospo6rico o
apospdérico, la célula que dara origen al saco embrionario no reducido sera la célula madre
de la megaspora o una célula adyacente a la célula madre de la megaspora
respectivamente, la cual luego tres mitosis forma un saco con un numero variable de
nucleos, dependiendo del tipo de apomixis, con células no reducidas ni recombinadas
(apomeiosis) (Figura 1.4 B y C). En la diferenciacion celular, en algunos tipos de apomixis
apospdricas como el tipo Hieracium, se distinguen el nicleo polar (4n), 2 sinérgidas (2n), 3
células antipodales (2n) y la ovocélula (2n). Finalmente el nacleo polar se fecunda con un

nacleo del polen (pseudogamia) para formar el endosperma (5n). El embridn producido por
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partenogénesis (2n) no requiere fecundacion. Por este mecanismo la semilla producida

contiene la misma informacién genética que la planta madre.

Segun el tipo de desarrollo del saco embrionario, la apomixis se puede dividir en nueve
tipos (Savidan et al., 2001). E. curvula tiene su propio tipo caracteristico denominado
apomixis diplospérica “tipo Eragrostis”. La principal diferencia de este mecanismo es que
tiene dos mitosis, formando el ndcleo polar, dos sinérgidas, y la ovocélula, todas estas
células son 2n (Figura 1.4 C) (Meier et al., 2017). Cuando se produce a pseudogamia el
endosperma final tiene un ndcleo 3n mientras que el embribn 2n. Gracias a este
mecanismo, los individuos sexuales y apomicticos de E. curvula contienen el mismo

balance de nucleos entre el embrién y el endosperma (2n:3n).

Megasporogénesis Megagametogénesis Fertilization

Meiosis Mitosis Diferenciacion Maduraciéon

A)
(0) @\ /®\
@@ @ ® )"0 |
@)\ @ ® N\o o
® o/ &/
CMM Diada Tétrada Degradacic’:ni Mitosis 1 Mitosis 2 Mitosis 3
B) :
n
C).

Figura 1.4: Embriogénesis en organismos A) sexuales, B) apomicticos apospoéricos, C) apomicticos
diplosporicos tipo Eragrostis. En la via sexual y diplospéricas se puede observar que la relacion
embrién y endosperma es la misma.

Ovulo Sinérgidas polen;  Embrién

La apomixis es un caracter polifilético que esta distribuido en 33 de las 460 familias

Angiospermas (Carman, 2008). Dentro de la familia de las gramineas, se encuentran
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especies apospoéricas (Ej. Paspalum notatum) y diplospéricas, como E. curvula. En esta
especie se pueden encontrar materiales con distinto modo reproductivo y, de acuerdo a esta
caracteristica, se los clasifica de la siguiente manera:

Apomicticos obligados: 100% de los sacos embrionarios dentro de un individuo derivan
de apomeiosis.

Apomicticos facultativos: Dentro del mismo individuo conviven sacos derivados de

apomeiosis y meiosis.

Sexuales: 100% de los sacos embrionarios dentro de un individuo son desarrollados en

forma meiotica.

Ninguno de los materiales diploides de la especie (Tabla 1.1) se reproduce por apomixis,
por lo que indicaria que existe una relacion entre la ploidia y el modo reproductivo. Los
cultivares tetraploides son generalmente facultativos aunque recientemente se comprobo
gue cruzando el cultivar sexual OTA con el cultivar apomictico facultativo Don Walter se
puede obtener una progenie con individuos sexuales y apomicticos (facultativos y
obligados) con una proporcién 1:1 (Zappacosta et al., 2019). Esta particularidad de contener
todo el rango de expresion desde 100% de apomixis hasta 100% de sexualidad, pasando
por individuos con nimero variable de sacos sexuales y apomicticos en la misma especie la

convierte en un organismo ideal para el estudio de la apomixis diplosporica.

Origen natural de la apomixis

Como se destacOd en el punto anterior, la via sexual y las vias apomicticas producen
individuos genéticamente variables o clonales respectivamente. Sin embargo muchos de los
componentes regulatorias de estas vias son compartidos (Koltunow, 1993). Por esta
caracteristica y por su naturaleza polifilética es que la amplia mayoria de las teorias enfocan
a la apomixis como una variacion del proceso sexual, existiendo solo un trabajo con la

hipétesis inversa (Albertini et al. 2019).

Algunos autores (Lovell et al,. 2017, Lynch et al., 1993) proponen que la acumulacién de
mutaciones en los genes relativos a la sexualidad produce pérdidas de funciones en esta
via, esta hip6tesis surge de los analisis en poblaciones naturales de Boechera en la que los

individuos apomicticos tenian mayor cantidad de mutaciones deletéreas que los sexuales.

Otros autores (Asker y Jerling 1992, Hojsgaard et al., 2014, Koch et al., 2003) proponen que

la apomixis se habria generado espontdneamente por medio de la hibridacién natural.
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Existe vasta evidencia de plantas apomicticas originadas por hibridacion de un individuo
apomictico que actia como dador de polen y uno sexual que actia como receptor (Paun et
al., 2006, Sarhanova et al., 2017, Weber 2016), incluso en materiales diploides
posiblemente derivados de tetraploides de Boechera se ha comprobado su origen hibrido
(Beck et al., 2012). En todos los casos los materiales apomicticos resultan extremadamente
heterocigotos comparados con sus pares sexuales, sugiriendo que provienen de
combinaciones dispares. Los estudios mencionados han ayudado al entendimiento de los
mecanismos y genes que actdan durante la hibridacién pero no se sabe aun cuales son los

factores clave que acttan en el cruzamiento de los individuos.

Otras hipétesis se enfocan en la poliploidizacion (relacionado con la hibridacion) basado en
gue aproximadamente el 80% de las plantas apomicticas son poliploides (Carman 2001).
Para que ocurra la poliploidizacion y obtener un nuevo juego de cromosomas, generalmente
ocurren cambios previos que afectan la meiosis y el apareamiento en los cromosomas
(como mutaciones), produciendo gametos no reducidos (Otto 2007). Esta ruta es comun
para la generacion de poliploides en la naturaleza en las que la producciéon de gametos no
reducidos ocurre en promedio 25,52% en hibridos y 0,56% en no hibridos (Ramsey et al.,
2002). Cuando se producen hibridos poliploides, muy frecuentemente experimentan severas
irregularidades en la meiosis las que afectan al nuevo individuo produciendo citotipos
aneuploides, desbalanceados, inviables o, como ocurre en apomixis, apomeiéticos (Ramsey
et al., 1998).

Otras teorias acerca de la apomixis se basan en la epigenética. La epigenética se refiere a
las modificaciones heredables en la expresion de los genes que no derivan de cambios e
nivel de nucleétidos en el ADN. Las modificaciones mas comunes son 1) Metilacién del ADN
(incorporacién de grupos metilo a la molécula de ADN): la metilaciébn sobre promotores y
regiones repetitivas produce el silenciamientos de genes, también ocurre sobre el cuerpo de
los genes pero su efecto aun se esta del todo dilucidado; 2) micro ARN (miARN): pequefias
secuencias de ARN no codificante que silencian los genes principalmente por regulacién
post transcripcional. EXxisten hipétesis que la apomixis seria un cambio epigenético
reversible que silenciaria a las vias sexuales (Olmedo-Monfil et al., 2010). La coexistencia
dentro de un mismo individuo de sacos sexuales y apomicticos indicaria que la apomixis se
sobrepone reversiblemente a la sexualidad (Kumar 2017). Estos mecanismos epigenéticos
actuarian reprimiendo la expresion de genes como respuesta a un factor de estrés
ambiental o gendmico (ejemplo poliploidizacién e hibridacién), por lo cual podrian
desencadenar una desregulacion de la via sexual (Grimanelli et al., 2012, Rodrigo et al.,
2019). Estos cambios son heredables y estables en el tiempo. Existe evidencia de que los

miARNSs regulan a genes involucrados en la via reproductiva de las plantas (Garbus et al.,
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2019, Amiteye et al., 2013, Ortiz et al., 2019, Long et al., 2016). Otros estudios abordan la
regulacion epigenética del modo reproductivo por medio metilacion del ADN encontrando
genes silenciados por la metilacién (Podio et al., 2014, Garcia-Aguilar et al., 2010, Selva et
al. 2017).

Todas estas teorias que han surgido a través de décadas de numerosa investigacion
parecieran estar relacionadas entre si y ser validas en conjunto, es decir, no serian
mecanismo independientes y aislados. De esta manera, por ejemplo, se podria hipotetizar
gue en una especie dada, mutaciones en determinados genes producirian la perdida de
funciébn de la meiosis dando lugar a la formacion de gametos no reducidos, que por
hibridacion dieron origen a un organismo poliploide que podria ser facultativamente
apomictico (debido a heredar deficiencias en la meiosis) y el porcentaje de sacos sexuales y
apomicticos podria estar regulados por mecanismos epigenéticos. Este ejemplo es muy
simplificado dado que las plantas actuales son producto de millones de afios de evolucién y

los mecanismos implicados adn no estan totalmente resueltos.

Herencia de la apomixis y enfoques para su estudio

Con el objetivo de poder determinar los mecanismos que regulan la apomixis, se han
desarrollado muchos métodos y estrategias sobre varias especies con distintos tipos de
apomixis. El desarrollo de nuevas tecnologias ha proporcionado mas herramientas para
poder responder a las preguntas que surgen de las investigaciones y se ha avanzado en
términos de genes/regiones candidatos y modelos, pero ain no se ha podido dilucidar
completamente como es regulada la apomixis. Una de las razones por las que todavia no
estd resuelto este mecanismo es porque todavia no estan establecidas las bases genéticas
y moleculares de los pasos claves en las vias sexuales. Segun Grossniklaus (2001), solo a
través de equipos multidisciplinarios que estudien la regulacién de los mecanismos sexuales
y apomicticos sera posible aplicar la ingenieria genética en apomixis. De hecho, los
mayores avances en términos de trasferencia de la apomixis sintética se obtuvieron

estudiando las vias sexuales (Khanday et al., 2019).

La herencia de la apomixis puede ser explicada muy bien por la genética mendeliana. Sin
embargo, las complicaciones para el andlisis se acumulan en especies apomicticas
principalmente por interacciones epistaticas entre genes, componentes que se expresan
esporofiticamente y no gametofiticamente, poliploidia, distorsibn en la segregacion y
supresion de la recombinaciéon (Ozias-Akins et al., 2007). El uso de distintas técnicas de
mapeo molecular ha ayudado a identificar en algunas especies genes y regiones que

estarian asociadas a la apomixis. En muchos estudios en especies diplospéricas y
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aposporicas se determind que la apomixis es dominante sobre la sexualidad (Nogler 1975,
Savidan et al., 1980, Leblanc et al., 1995, Pessino et al., 1997, Gustine et al., 1997) y que
los componentes de la apomixis (principalmente partenogénesis y apomeiosis)
cosegregarian juntos como un caracter simple. Un modelo de referencia que ha servido
para muchas especies es el de Pennisetum y Cenchrus donde por medio de la cruza de un
genotipo sexual y otro apomictico construyeron una poblacion de mapeo F1 en la cual
evaluaron la segregacion del modo reproductivo e identificaron zonas que segregan en
forma conjunta en los individuos apomicticos. La hibridacion in situ fluorescente con
marcadores generados especificamente, permiti6 detectar la region en la que se
encuentran, que fue secuenciada mediante la estrategia de cromosoma artificial bacteriano
(BACs) (Ozias-Akins et al., 1993, Sherwood et al., 1994, Ozias-Akins et al., 1998, Goel et
al., 2003, Conner et al., 2008). Dentro de esta region, se encontraron dos copias de BABY
BOOM (BBM), un gen cuya expresion ectdpica en Arabidopsis thaliana habia funcionado
como gatillo para el paso del crecimiento vegetativo al desarrollo embrionario (Boutilier et al.
2002). Luego se comprobd que la expresiéon de este gen en plantas sexuales transgénicas
de Pennisetum squamulatum previa a la fertilizacion, induce la partenogénesis y produce
descendencia haploide (Conner et al., 2015). La introgresion de este gen en arroz y maiz
tuvo el mismo efecto produciendo embriones haploides (Conner et al., 2017). Para poder
detectar regiones condicionantes de la apomixis en otras especies se ha seguido la misma
I6gica que el modelo de Pennisetum, pero con otras técnicas como mapeo 4ptico,
genotipado por secuenciacion, mapeo comparativo entre otras (Zappacosta et al., 2019,
Labombarda et al., 2002, van Dijk et al., 2004).

Otro tipo de analisis para poder identificar directamente cuales son los genes que regulan la
apomixis, ha sido la comparacion en la expresion génica de genotipos apomicticos con
genotipos sexuales. Para poder determinar el perfil transcripcional de los érganos
reproductivos se han utilizado técnicas como display diferencial (Poirier et al., 1997),
SuperSAGE (analisis serial de la expresion de genes) (Matsumura et al.,, 2006) y
secuenciacién masiva (Katz et al., 2010). La expresion de transcriptos varia ampliamente
segun el tejido analizado, por este motivo a lo largo del tiempo se ha apuntado cada vez
mas especificamente al estudio de la apomixis, pasando de tejidos florales hasta los analisis
actuales de célula especifica. Analisis a nivel de tejido reproductivos fueron realizados por
ejemplo en Panicum (Chen et al., 1999), Paspalum (De Oliveira et al., 2020, Laspina et al.,
2008), Pennisetum (Singh et al., 2007), Eragrostis (Cervigni et al., 2008, Garbus et al.,
2017). Otros estudios de transcriptomica, como el caso de Paspalum (Ortiz et al., 2017) y

Pennisetum (Sahu et al., 2012) se han basado en extracciones de ARN en distintos estadios
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cronoldgicos del desarrollo de la semilla para poder detectar sobre qué componentes actlan
los genes.

De los estudios realizados con el fin de caracterizar tanto la via apomictica como la sexual
se han podido identificar algunos genes con roles claves sobre los componentes de la
apomixis. Con respecto a la apomeiosis, el knock-out de tres genes pudo convertir
exitosamente la mitosis en meiosis por lo cual llamaron al mutante MiMe. Esta mutacion fue
desarrollada inicialmente en A. thaliana sobre dos genes que afectan la segregacion de la
cromatina (Atrec8 y osdl) y uno que actia sobre la recombinacién (Atspoll-1). La
descendencia de este mutante no recombina ni reduce sus nacleos, por lo que duplica su
ploidia en cada generacion (D'Erfurth et al., 2009). Luego en O. sativa se pudo determinar
gue ademas de Atspoll-1, existen otros genes que afectan la recombinacion como prd1,
prd2 y pairl. De esta forma en O. sativa se desarroll6 un nuevo mutante OsMiMe, osd1,
rec8 y pairl, el cual por autopolinizacion produjo la totalidad de individuos tetraploides
demostrando que ambos gametos no estaban reducidos (Mieulet et al., 2016). En cuanto a
la partenogénesis, los genes BABY BOOM-Like, que se encuentran en copias multiples en
la region identificada en Pennisetum (Conner et al., 2008), han resultado tener una alta
expresion al momento de la formacion del embridén, encontrandose ademas que su
expresion ectdpica (en condiciones normales su expresidn es inducida por el nucleo del
polen) produce genotipos haploides en Zea mays y O. sativa. Hasta el momento, BBM1 es
el gen mayormente caracterizado para la partenogénesis. La pseudogamia no ha sido
estudiada tanto como los otros componentes de la apomixis pero existen teorias que los
genes que inician la partenogénesis producen un recubrimiento en la célula huevo que no

permite que sea fertilizada por el nicleo del polen (Vielle et al., 1995).

En la busqueda de transcriptos involucrados en la activacion cigética en el ciclo sexual de
arroz, fue descubierto que BBM1 no se expresaba en la célula huevo previo a la fertilizacién
y que luego su expresion aumenta significativamente (Khanday et al., 2019). Por medio de
la introgresién de este gen con un promotor especifico de la célula huevo se obtuvo un
embridon sin fertilizacion. Combinando el triple mutante MiMe con BBM1 fue posible
remplazar la meiosis y generar partenogénesis con lo que la progenie es idéntica a la planta
gue le dio origen. Aunque este hallazgo ha representado un gran avance, la baja eficiencia
de este modelo (entre un 15%-26% de semillas apomicticas en distintas generaciones) no

permite aun utilizarlo como herramienta genética.

A pesar de todos estas esfuerzos para poder dilucidar los mecanismos apomicticos, hasta
el momento no se ha podido determinar claramente las bases moleculares y regulatorias

tanto epigenéticos como genéticas. Alguno autores (Hojsgaard 2020) creen que el objetivo
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ser& concretado utilizando un modelo especifico para cada especie (debido a las diferencias
interespecificas de los tipos de apomixis) y que para concretarlo sera fundamental la

comparacion genémica entren genotipos sexuales y apomicticos de la misma especie.

Importancia de la Apomixis

Como se dijo anteriormente, la apomixis es un caracter polifilético ampliamente distribuido
en angiospermas, sin embargo ninguno de los cultivos con mayor importancia econémica
cuenta con este modo reproductivo. La introduccion de este caracter contiene ventajas que
afectan desde los pequefios productores hasta la grandes empresas de mejoramiento, es
decir, toda la cadena productiva.

Cuando se cruzan dos lineas endogamicas (lineas autopolinizadas con alto grado de
homocigosis seleccionadas previamente por alguna caracteristica deseada), una dadora de
polen y otra receptora, se produce un hibrido que es superior a los padres con mayor
rendimiento y biomasa. Este fenémeno se denomina heterosis o vigor hibrido y es el medio
por el cual se obtienen los hibridos comerciales de algunos cultivos (Figura 1.5A). Para
poder llegar un hibrido comercial se deben seleccionar los padres de una poblaciéon
segregante con caracteristicas deseadas. Luego se deben producir lineas homocigotas de
esos padres por autopolinizacion o por la técnica de doble haploides en la que se dobla la
ploidia del embrion o del polen haploide para obtener un individuo 100% homocigoto. Una
vez conseguidos los padres homocigotos, estos se multiplican para tener la cantidad de
individuos necesaria para la hibridacion. Finalmente se cruza los individuos para producir la
semilla hibrida que serd sembrada para obtener el producto final (forraje, grano, fruto, etc).
Este proceso lleva aproximadamente entre 7 y 10 afios y la cruza del hibrido para obtener la
semilla comercial se realiza anualmente (MacRobert et al., 2015). Si la cosecha del hibrido
comercial se sembrara, resultaria en una poblacién segregante con individuos genética y
morfolégicamente heterogéneos sin las caracteristicas deseadas. Incorporado la apomixis
se podria mantener el vigor hibrido por muchas generaciones sin tener que hacer la cruza
todos los afios, ahorrando tiempo y aumentando superficie disponible para la produccién de

alimentos (figura 1.5B).
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Figura 1.5: Produccién hibrida de maiz con el fin de producir cultivares comerciales con vigor hibrido.
A) Sistema tradicional de cruza entre padres homocigotos. B) Potencial sistema para la fijacién del
vigor hibrido en el cual se cruza un dador de polen que contiene el caracter de la apomixis
produciendo progenie con el vigor hibrido de forma clonal en las proximas generaciones.

El sistema tradicional para la obtencion de hibridos se utiliza principalmente en maiz
(segundo cereal producido a nivel mundial) y girasol y no ha podido utilizarse en otros
cultivos como arroz y trigo por el costo que implica desarrollar las cruzas, ya que sus
organos reproductivos dificultan la técnica dado que no se encuentran separados como en
maiz. El desarrollo de nuevas especies hibridas traeria un aumento de la produccién
mundial exponencial y ha sido llamada desde “la nueva revolucion verde” hasta “El santo

grial de la agricultura” (Salller et al., 2019, Calzada et al., 1996).

En el caso de los cultivos que ya se producen por hibridacion, por medio de la apomixis se
podra disefiar el perfil necesario para cada cultivar segln el tipo de regién e introducir
nuevas variedades en zonas en las que actualmente no se producen por que el desarrollo
del hibrido es muy costoso relativo a los beneficios que traeria. La disminucién del costo de
obtencion de hibridos podria, por ejemplo, generar cultivares con mayor tolerancia a sequia

para introducirlos en regiones con bajo régimen hidrico.

La introgresion apomixis autobnoma ademas podria prescindir de la polinizacion. En muchos
cultivos la polinizacion es un aspecto critico para la obtencion de frutos de calidad, tanto su

sincronizacioén (pistilo preparado para recibir el polen cuando esta siendo liberado de las
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anteras) como dispersion (factores climaticos como heladas y sequias pueden eliminar la
dispersion del polen) pueden verse severamente afectados impactando directamente sobre
la calidad y el rendimiento.

En especies como la papa que se reproducen vegetativamente a través de tubérculos, la
dispersién de virus y bacterias se produce rapidamente. La produccion de semillas clonales
en estas especies disminuiria rdpidamente estas enfermedades, bajando los costos de
produccion y la utilizacion de agroquimicos (Ramulu et al., 1999).

El valor total del mercado semillero fue estimado en 48.1 billones de dolares (Bonny et al.,
2017) y, segun la FAO (http://www.fao.org/3/ca6929en/ca6929en.pdf), el maiz representa
18 billones de dolares este total y la soja 8 billones. Estos nimeros representan el alto costo
de producir semillas hibridas con el sistema actual y permiten inferir el impacto que tendria
la introduccion de la apomixis solamente en maiz. Ademas, se estima que la fijacion de la
heterosis hara los programas de mejoramiento de especies como arroz mas rapidos y mas
baratos con beneficios estimados en 2,5 billones de délares por afio. Finalmente, el cambio
de propagacion de vegetativo a semillas de cultivos como papa y mandioca podria ahorrar a

los productores 3,2 billones de ddlares por afio (Spillani et al. 2004).

Secuenciacion gendmica

Se denomina secuenciacion gendmica a la determinacion del orden (secuencia) de
nucledétidos del genoma de un organismo los cuales son traducidos a las letras T, G, Ay C
por sus nombres tirosina, guanina, adenina y citosina respectivamente. En el mismo afio
gue se descubri6 la estructura de doble hélice de ADN (Watson y Crick 1953) fue
secuenciada la primera molécula que fue la proteina insulina por el método de particion de
cromatografia. En esta metodologia las proteinas son fragmentadas al azar, los fragmentos
son leidos individualmente y luego por superposicidon se obtiene la secuencia completa
consenso (Sanger y Thompson 1953). Si bien la primer secuenciacion fue de aminoacidos,
los principios fueron mantenidos para la secuenciaron en 1965 de 76 nucleétidos del ARN
de transferencia de levadura Saccharomyces cerevisiae (Holley et al., 1965). Luego se
secuenciaron los marcadores de peso molecular utilizados actualmente como el fago Ay
Escherichia coli (Wu y Kaiser 1968, Gilbert y Maxam 1973) y en 1976 el primer genoma
completo del fago MS2 de 3.569 pares de bases (pb) (Fiers et al., 1976). En 1975 se
desarroll6 el primer método de secuenciacion de Sanger y Coulson llamado “plus and
minus” (Sanger y Coulson 1975) en el cual se realizaban cuatro pares de reacciones que

contienen un primer, ADN polimerasa, cuatro nucleétidos de los cuales uno est4d marcado
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en cada reaccion y puede ser detectado por exposicion a una placa de rayos X sobre el gel
de poliacrilamida. En 1977 se termina de pulir este método y sera llamado “método de
Sanger” con un rendimiento revolucionario para la época en el que se podia obtener 400
bases en un dia (Sanger et al., 1977). En la década del 80 para acelerar el proceso de
secuenciacion se desarrolla el método de secuenciacion shotgun (Staden 1979) en el que
por medio de vectores se clonan al azar moléculas largas de ADN que se secuencian en
paralelo produciendo lecturas de ADN llamadas reads, que luego se ensamblan por
solapamiento. Por este método en 1985 se pudo secuenciar el genoma completo del virus
de la mononucleosis (virus Epstein-Barr) que tiene 172.282 pb. En 1982 se funda la primera
base de datos, el GenBank, con 680.338 bases que al final de la década tendria 42.495.893

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/statistics/). En el afio 1987 se desarrolla una nueva

técnica que mas adelante se conoceria como ABI PRISM, capaz de automatizar
parcialmente la secuenciacion de ADN, con ventajas significativas sobre los métodos
anteriores dentro de las cuales se pueden mencionar: aumento del rendimiento de
secuenciacion en una sola corrida, cambio de radioisétopos por fluoroforos y
almacenamiento de las secuencias en computadoras (Smith et al., 1986). El titulo del
articulo publicado en 1988 por Sanger “secuencias, secuencias y secuencias” (“Sequences,
Sequences, and Sequences”) resume la explosion de la tecnologia de la época. Con todos
estos adelantos, en 1990 se forma el proyecto mundial para secuenciar el genoma de

referencia humano que finalizaria en 2003 (Sawicki et al., 1993).

El proyecto del genoma humano generd interés en nuevos sectores para desarrollar
tecnologias de secuenciacion. En 2003, 454 Life Science introduce al mercado un
secuenciado basado en la pirosecuenciacion que produce lecturas llamadas lecturas de 500
pb con una precision del 99% y un rendimiento de 25 millones de bases en 4 horas con un
costo de la sexta parte del método de Sanger (Nyrén 1987). En 2006, Solexa (luego
adquirida por lllumina) introduce la tecnologia “pair-end” (se secuencian las dos terminales
de la cadena de ADN) que produce lecturas de menor longitud que 454 pero con mayor
rendimiento 1 Gpb (giga pares de bases) en cada secuenciacion (Bentley et al., 2008).
Estas tecnologias se denominaron NGS “new generation sequencing” y nuevas aplicaciones
surgieron como secuenciacion de exomas, secuenciacion de RNA (RNA-Seq),
inmunoprecipitacion de la cromatina seguido de secuenciacién (ChlP-seq), secuenciaciéon

epigenética, SNP-Seq entre otras.

La dltima tecnologia de secuenciacion fue llamada TGS “Third Generation Sequencing’.
Esta tecnologia se destaca por no necesitar amplificacion del ADN previo a la
secuenciacion, poder secuenciar fragmentos largos y tener un rendimiento elevado

(Braslavsky et al., 2003). Los mayores representantes de esta tecnologia son Pacific
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Biosciences (PacBio) y Oxford nanopore (ONT). Estas tecnologias pueden producir librerias
de promedio entre 10 y 20 Kb y lecturas de hasta 50 Kb pero carecen de buena calidad, en
promedio lllumina tiene un error de 1 cada 1000 bases contra 1 cada 10 de PacBio Sequel,
sin embargo estos errores son al azar pudiendo realizar un consenso cuando hay suficiente
cobertura (Carneiro et al 2012). En la actualidad PacBio desarrollo la tecnologia HiFi que
permite tener la misma precisién que lllumina con lecturas largas. La secuenciacion ONT
produce lecturas de mayor longitud, teniendo el record de 2.3 Mpb pudiendo cubrir mayor
repeticiones que PacBio. Cabe destacar que ONT también desarrollo el secuenciador
portable mas pequefio hasta el momento con una preparacion de libreria muy sencilla que
puede ser utilizada en lugares remotos y ser utilizado incluso en teléfonos celulares (Quick
et al., 2016).

Las ventajas de utilizar TGS permiten acceder a todas las regiones de los genomas, tener
cobertura homogénea, y aumentar la precision estructural del ensamblado. La falta de
precisién puede ser corregida con mayor cobertura o por medio de consensos alineando
lecturas cortas. El desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion a lo largo del tiempo
trajo aparejado una disminucion de los costos (Wetterstrand 2019) disminuyendo de 10
millones a 0,010 ddélares por Mpb del 2000 al 2019, con lo que trajo aparejado una masiva

secuenciacién de todo tipo de especies (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Costo de secuenciacién en dolares por megabase desde la primer secuenciacion del
genoma humano. Puede observarse que hasta el 2007 la caida del costo fue lineal y con las nuevas
tecnologias desarrolladas el descenso desde este punto comenzd a ser exponencial (Wetterstrand,
2019 www.genome.gov/sequencingcostsdata)



http://www.genome.gov/sequencingcostsdata

27

Complementando el desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion surgieron métodos
para poder obtener cromosomas enteros a menor costo. Las técnicas de “scaffolding” unen
y orientan contigs (fragmentos ensamblados) por medio de ligamientos entre zonas
gendmicas distantes. La técnica de mapeo Optico comercializada por Bionano fue la primera
en desarrollarse (Schwartz et al., 1993). Para esta técnica se utilizan fragmentos de ADN
mayores a 150 Kb que luego son marcados por medio de enzimas que llevan distintos
colorantes fluorescentes. Finalmente, con una camara de alta resolucion se lee el resultado
gue contiene el orden de 6ptico de los fluorescentes. Otro método utilizado para el
scaffolding es Hi-C (Burton et al., 2013) que captura la conformacién de los cromosomas
utilizando ligacién por proximidad. Estas ligaciones son cortadas con enzimas y religadas
para poder ser secuenciadas con lllumina y mapeadas con el genoma para detectar

regiones ligadas entre distintos contigs y asi poder ensamblar los cromosomas.

Paralelo a la explosion de las distintas técnicas de secuenciacion, se fueron desarrollando
las bases de la bioinformatica con el objetivo de lidiar con todas las secuencias y datos que
fueron resultando de los distintos proyectos. En 1980 (Stade 1980) se desarrolla el primer
programa bioinformatico y se acufia la palabra contig definiéndola como un conjunto de
lecturas de un gel que se relacionan entre ellas por solapamiento de su secuencia. Hoy se
define como el resultado del ensamblado de las lecturas ya que no se utilizan mas los geles
para la secuenciacion y los métodos de ensamblado no necesariamente son por
solapamiento de toda la longitud de las lecturas. Los primeros ensamblados estaban
basados en algoritmos denominados OLC (por sus siglas en inglés Overlaping Layout
Consensus) que alineaban las secuencias entre si y tomaban el mejor resultado formando
un consenso. En 1985, surge “The National Center for Biotechnology Information” (NCBI),
una base de datos que permite realizar alineamiento con sus secuencias por medio de
BLAST (Basic Local Alignment Search tool) y de esta formar poder rastrear secuencias ya
conocidas en otros proyectos (Altschul et al., 1990). Con NGS el volumen de datos en
términos de espacio informatico y recursos para procesarlos llevo el algoritmo de OLC al de
Brujin graphs (DBG) el cual utiliza k-mers (cortes de las lecturas en fragmentos mas
pequefios) que utiliza para ensamblar las lecturas mas rapidamente y con menos recursos.
El ultimo algoritmo desarrollado para lidiar con los errores de TGS fue Hierarchical Genome
Assembly Process (HGAP), que basicamente utiliza las lecturas mas largas y las alinea con
las mas cortas para crear un consenso previo al ensamblado, este método es
principalmente utilizado por el software FALCON (Chin et al.,, 2013). FALCON esta
optimizado para genomas diploides de gran tamafio y divide su proceso en tres etapas: 1)

las lecturas mas cortas son alineadas con las més largas para generar secuencias
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consenso de alta precision llamadas pre-reads. Estas secuencias pueden ser pensadas
como lecturas aun mas largas pre-ensambladas y corregidas; 2) Las pre-reads son
alineadas entre ellas y se produce el ensamblado en contigs; 3) finalmente el resultado de
FALCON corresponde al genoma haploide de la especie, es decir, no puede distinguir entre
haplotipos cuando los genomas son muy homocigotos, cuando el grado de heterocigosidad
es alto este programa intenta buscar secuencias homologas por medio de alineamientos de
regiones distantes a la regién con heterosis para finalmente producir el genoma haploide.
Otro algoritmo desarrollado para TGS es el del software Canu (Koren et al.,, 2017) que
utiliza OLC con modificaciones especiales para lecturas largas. Al igual que en FALCON, el
proceso esta dividido en tres pasos: carga de lecturas en una base de datos, computo de k-
mers, computo de solapamiento y carga de solapamiento en base de datos. Luego realiza
diferentes acciones con los solapamientos: 1) correccion: se utilizan los solapamientos para
corregir las lecturas y disminuir la tasa de error general; 2) filtrado: utiliza los solapamientos
para decidir que regiones de cada read son de alta precision; 3) consenso: utiliza los
solapamientos mas consistentes para producir el ensamblado final. Canu, a diferencia de

FALCON, esta recomendado para genomas poliploides.

En la actualidad (2020) la mayoria de los procesos de secuenciaciéon implican la
combinacion de tecnologias de secuenciacion para poder producir un genoma con alta
calidad (baja tasa de error en sus bases) y contiglidad (baja fragmentacion de los
cromosomas). Segun la tecnologia incorporada sera el programa bioinformético que se
utilizara. El objetivo de la secuenciacion de genomas puede variar segun se siga un enfoque
filogenético o biotecnoldgico, pero en todos los casos se busca obtener el catdlogo
completo de los genes y elementos no codificantes que componen a un organismo y el
orden de los mismos. Es por medio de la anotacién que se consigue este catalogo
alineando genes anteriormente secuenciados de la misma especie 0 de especies cercanas
y por medio de algoritmos que basados en las caracteristicas estructurales de los elementos

modelan los genes.

Recursos gendmicos de Eragrostis

Como se dijo anteriormente E. curvula tiene un nimero basico de cromosomas de 10, sin
embargo, los genotipos tetraploides evaluados hasta el momento son alotetraploides
segméntales (Poverene 1988) y su Cx (tamafio del genoma haploide) varia entre 616 y 636
Mpb dependiendo el genotipo evaluado lo que corresponde a alrededor de 0.65 pg (Meier et

al 2011). A pesar de no haberse evaluado especificamente la heterocigosidad de E. curvula
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es esperable un alto grado de heterosis basado en la poca domesticacion de la especie y a
los ensayos de marcadores realizado (Zappacosta et al., 2011).

Con el objetivo de determinar las bases genéticas y moleculares de la apomixis
diplosporica, en E. curvula se han desarrollado a la largo del tiempo distintos esfuerzos de
secuenciacion. En el 2008 se secuenciaron cuatro genotecas de cDNA construidas a partir
de: i) panoja de una planta tetraploide apomictica, ii) panoja de una planta tetraploide sexual
iil) panoja de una plata diploide sexual iv) hoja de un tetraploide apomictica (Cervigni et al.,
2008). Se obtuvieron 12.295 secuencias sumando las cuatro librerias, con las cuales se
pudieron disefiar marcadores SSR. Si bien se consiguidé solo una fraccion del total de los
transcriptos de E. curvula, esta fue la primera base de datos de transcriptomica de la
especie. Luego se desarroll6 un estudio de expresién comparando dos réplicas bioldgicas
de espiguillas de un material tetraploide sexual (OTA) y dos réplicas biolégicas de un
material tetraploide apomictico (Tanganyika) (Garbus et al.,, 2017). Se realiz6 la
secuenciacion de cDNA con la tecnologia 454 y se obtuvieron 49.568 isotigs (lecturas de
secuencias de cDNA ensambladas) y se desarrollaron SSR que pudieron ser validados en
otros cultivares. Con un andlisis de expresion diferencial se pudieron identificar 6.203
transcriptos sobreexpresados en el cultivar apomictico y 3.060 sobreexpresados en el
cultivar sexual. Muchos de los genes encontrados estan vinculados a la reproduccién pero
el gran numero de transcriptos diferenciales dificulté la seleccion para su estudio. Este
trabajo representd un gran avance dentro de los recursos gendmicos hasta el momento, ya
gue amplié en gran medida la base de datos anterior e identific6 genes sobreexpresados
para la apomixis. Con los que respecta a la expresion, existe otro grupo de trabajo en Reino
Unido en el laboratorio Sainsbury liderado por Mathew Moscou y Nick Talbot estudiando la
resistencia de E. curvula a el patégeno Magnaphorte oryzae que secuencié 17
transcriptomas de distintos cultivares (trabajo no publicado) secuenciados con lllumina para

poder desarrollar analisis comparativos.

En el 2019, fue finalizado el primer mapa de ligamiento de la poblacién de mapeo obtenida
de la de la cruza de Don Walter (apomictico facultativo) y OTA (sexual) (Zappacosta et al.,
2019). Esta poblacién fue genotipada con la tecnologia GBS (genotyping by sequencing) la
cual permiti6 obtener marcadores para cada uno de los individuos los cuales fueron
utilizados para construir el mapa de ligamiento para cada uno de los progenitores. Dentro
del grupo de ligamiento 3 del cultivar Don Walter fue posible delimitar una region de

marcadores sin recombinacion ligada a la apomixis.

Dentro del género Eragrostis se han generado recursos gendmico para otras especies. Con

el objetivo mejorar las caracteristicas nutritivas se secuenciaron dos versiones del genoma
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de E. tef y transcriptomas de distintos tejidos (VanBuren et al.,, 2019, Cannarozzi et al.,
2014, Bai et al., 1999). La especie Eragrostis nindensis es utilizada como herramienta para
el estudio de la tolerancia al estrés por sequia y su genoma fue recientemente secuenciado

junto con transcriptomas de distintos tejidos (Pardo et al., 2020).



31

Objetivo general

El descubrimiento de plantas sexuales (Voigt y Bashaw 1972, Cardone et al. 2006) y
apomicticas facultativas en E. curvula (Voigt y Bashaw 1973, 1976, Brix 1974) demostré que
el sistema reproductivo del pasto llorébn es sumamente complejo. Los individuos diploides
(2n = 2x = 20) son muy infrecuentes en la naturaleza (Poverene y Voigt 1997) y los
materiales tetraploides (2n = 4x = 40) son generealmente apomicticos aunque se han

obtenido genotipos 100% sexuales por medio de cruzamientos.

En las angiospermas es caracter heredable, pero la base genética es inesperadamente
compleja. El mapeo genético de la aposporia y la diplosporia ha confirmado la herencia
dominante tanto ligada como no ligada de la apomeiosis y la partenogénesis. En muchos de
los estudios de mapeo se ha observado estrecha vinculacion de mdultiples marcadores y la
supresion de la recombinacion de por lo menos uno de los dos loci (Ozias-Akins y van Dijk,
2007; Albertini y col., 2010; Pupilli y Barcaccia, 2012).

A pesar de su amplia distribucion en las plantas con flores el caracter apomixis no esta
presente en muchas especies de interés agrondmico, a excepcion de varias gramineas
forrajeras (Carneiro et al. 2006). Esto ha llevado a que la mayoria de los estudios genéticos
sobre el mismo deban ser realizados en especies silvestres altamente heterocigotas y poco

caracterizadas genéticamente.

La gendmica esta produciendo una nueva revolucién en el area del mejoramiento vegetal,
ya que permite analizar, de manera mas precisa, la relacion genotipo-fenotipo para un
elevado numero de caracteres y conocer la estructura y funcion de los genes involucrados
(Tester y Langridge, 2010; Feuillet et al., 2011).

El objetivo general de esta Tesis es obtener por primera vez secuencias genémicas de
buena de calidad de Eragrostis curvula que nos permitan dilucidar la arquitectura gendémica
de esta graminea. Esto nos brindara acceso a un catalogo completo y ordenado de genes y
a un casi ilimitado numero de marcadores moleculares para asistir al mejoramiento. Entre
los genes que revisten mayor interés en E. curvula, se encuentran los relacionados con
calidad de forraje, con resistencia a estrés abidtico y, muy especialmente, los genes
presentes en la regiébn condicionante de la apomixis. Identificar estas regiones y sus
posibilidades de expresion permitira, en una instancia futura, manipular el caracter e intentar
la introgresién del mismo en especies sexuales de interés agricola por medio de ingenieria

genética.
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Los objetivos especificos del esta tesis son los siguientes

- Secuenciar y ensamblar el genotipo diploide sexual de Eragrostis curvula cv. Victoria

- Secuenciar y ensamblar los genotipos apomicticos facultativos de E. curvula cv. Don
Walter y cv. Tanganyika INTA.

- Identificar los elementos repetitivos de los genomas.

- Realizar una anotacion exhaustiva de los genes de cada genotipo.

- ldentificar y clasificar genes relacionados con la tolerancia al estrés y a la calidad
forrajera.

- Anclar la regién asociada a la apomixis en trabajos anteriores y compararla entre los
genotipos apomicticos y los sexuales

- Encontrar la relacion filogenética de la especie dentro del género Eragrostis, la
subfamilia Chloridoideae y la familia Poaceae.

- ldentificar los genes regulatorios de las vias sexuales caracterizados en otras
especies vinculadas principalmente a la meiosis, fertilizacion de la ovocélula y
formacion del embrion.

- ldentificar las regiones o region vinculada a la apomixis dentro de todos los
genotipos.

- Determinar la expresion de los genes dentro de la regién utilizando datos

transcriptomicos.



33

Hipotesis

- El uso complementario de las nuevas tecnologias de secuenciacion permiten
ensamblar genomas repetitivos y poliploides como el de E. curvula.

- La secuenciacion de tres genomas de E. curvula, obtenidos a partir de genotipos
diferentes (diploide sexual, tetraploide apomictico), permite obtener el catalogo
cercano al total de los genes de la especie.

- La anotacion de los genes de los genomas de E. curvula permite clasificarlos en
relacion a la tolerancia al estres por sequia y a la calidad forrajera.

- Enlos genomas apomicticos existe una regién apomictica la cual regula el caracter.

- La apomixis se produce a través de la desregulacién de la sexualidad, la expresion

de genes no existentes en genotipos sexuales y la regulaciéon epigenética.
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Capitulo 1 Secuenciacion y ensamblado del genoma diploide
sexual de Eragrostis curvula

Introduccidén

La incorporacion de E. curvula en los sistemas productivos de cria se debe a su
persistencia, produccion, capacidad de carga, baja susceptibiidad a plagas y
enfermedades, alta tolerancia al frio invernal y por su alta tolerancia a sequia, pudiendo
sobrevivir con un minimo de entre 250 y 350 mm por afio (Kent 2019). Sin embargo su
digestibilidad 25 dias luego del rebrote de primavera es del 60% y cae al 50% en 70 dias
(Vera et al., 1973). En resumen, su capacidad para sobrevivir bajo condiciones de escases
de agua, la posiciona como la principal alternativa en zonas marginales pero su baja

digestibilidad limita su expansion a regiones donde otras especies tienen mayor calidad.

Uno de los compuestos que limita la calidad es la lignina, un polimero organico compuesto
por monomeros denominados unidades H, G y S que es el mayor componente recalcitrante
(resistente a la degradacion por microorganismos) de la biomasa de las plantas. Es una
sustancia hidrofébica que forma la pared secundaria de los forrajes, por lo que no permite
gue las bacterias de los rumiantes la degraden. La lignina forma un entramado
tridimensional con la celulosa y hemicelulosa por lo tanto, cuando aumenta su contenido,
“secuestra” estos componentes no dejandolos disponibles para ser digeridos, disminuyendo
de este modo el porcentaje de digestibilidad. El silenciamiento de genes y enzimas
implicadas en la biosintesis de ligninas por medio de ingenieria genética, pude disminuir
entre 10% y 50% su contenido (Poovaiah et al., 2014). Sin embargo, en muchos casos
afecta a otras funciones como la produccién de biomasa y resistencia al estrés. El
mejoramiento de la digestibilidad sin alterar otras funciones se puede lograr silenciando
enzimas que cambien la composicion relativa de los monémeros de la ligninaH, Gy Sy el
contenido de celulosa (Tu et al. 2010, Chen et al. 2003). Por ejemplo, el silenciamiento de la
enzima caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase con ARN de interferencia disminuye en maiz el
contenido de lignina en un 22,4%, aumenta el contenido de celulosa en un 23,3% y
aumenta la relacién de las unidades S/G un 53,08%, mejorando la digestibilidad sin afectar
otras funciones (Li et al. 2013). En trabajos anteriores en E. curvula se pudieron aislar e
identificar cuatro alelos de esta enzima (Diaz et al., 2010) representando un potencial gen
para su mejoramiento. Otra enzima recientemente identificada en las vias de las ligninas es
caffeoyl shikimate esterase (CSE) (Vanholme et al., 2013) cuyo silenciamiento disminuye el
contenido total de lignina, aumenta los azlcares solubles y cambia la relacion entre las

unidades de mondmeros. La identificacion y caracterizacion de la secuencia que codifica
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CSE en E .curvula podria ser el paso inicial para trabajar en el efecto del silenciamiento de
este gen en plantas forrajeras, ya que hasta el momento solo fue testeado en A. thaliana
(Vanholme et al., 2013 y Vargas et. al 2016) y Populus (Saleme et al., 2017).

La resistencia a distintos estreses es otra de las caracteristicas importantes de E. curvula.
Los cultivos estan expuestos a diferentes estreses bidticos y abibticos que afectan su
normal desarrollo y su la productividad. El estrés por sequia es considerado el de mayor
impacto sobre la productividad, disminuyendo el rendimiento mas que cualquier otro estrés
(Lambers et al., 2008). ElI cambio climatico ademas de aumentar la temperatura (causando
mayor evapotranspiracion), disminuye la frecuencia de precipitaciones, por lo tanto, los
nuevos programas de mejoramiento estan siendo dirigidos a la identificacion y seleccion de
genes relacionados al estrés por sequia con el fin de obtener cultivares con mayor
tolerancia (Tester y Langridge 2010). La familia de factores de trascripcion WRKY ha sido
estudiada ampliamente por su rol en el crecimiento y desarrollo de las plantas y su
respuesta ante al estrés. Por ejemplo, en A. thaliana, la activacion de la expresion del gen
AtWRKY57 incrementa la tolerancia al estrés (Jiang et al., 2012). En maiz, ZmWRKY106 y
ZmWRKY40 se han hallado sobreexpresados frente a condiciones de estrés por sequia y su
sobreexpresion por transgénesis en A. thaliana le confiere mayor tolerancia a este estrés.
Debido a la excelente tolerancia a la sequia de E. curvula, la identificacion, clasificacion y
busqueda del rol de estos factores de transcripcion podrian ser relevantes para describir las
bases moleculares que le confieren resistencia e introgresarla en otros cultivos de mayor

importancia econdémica.

Las dos caracteristicas de E. curvula mencionadas anteriormente, tolerancia a estrés por
sequia y calidad forrajera, son muy importantes y se les ha prestado especial atencién en
trabajos de investigacion (Balsamo et al., 2006, Diaz et al 2010., Gargano et al., 2001,
Lauric et al., 2012). Sin embargo, el principal motivo por el que se estudia E. curvula es por
su modo reproductivo. E. curvula se ha convirtiendo en un modelo para el estudio de la
apomixis diplospérica. Una de las principales razones es que su relacién entre los nucleos
del endosperma y embrién son constantes (2n embrién, 3n endosperma) en individuos
sexuales y apomicticos, y que la segregacion de la apomixis en esta especie ofrece todo el
rango de modos reproductivos para su estudio en materiales tetraploides, desde
apomicticos obligados, apomicticos facultativos hasta sexuales. Si bien se ha identificado
una regién que estaria vinculada a la apomixis (Zappacosta et al., 2019), hasta el momento
esta region no ha sido secuenciada y, por lo tanto, los genes dentro de la regién no se han

podido identificar.
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Por medio de la secuenciacion gendmica se podria obtener respuesta para todas las
problematicas relacionadas a E. curvula, i.e., identificacibn de genes con el objetivo de
comprender las bases moleculares de la tolerancia a la sequia, la calidad forrajera y
especialmente el modo reproductivo. Ademds, la secuenciacion genémica por si misma
constituye una herramienta para el disefio de andlisis evolutivos, disefio de marcadores y
desarrollo de cultivares transgénicos. E. curvula por otra parte, ofrece la posibilidad de
secuenciar cultivares diploides con genomas mas pequefios, por lo tanto, con menos
dificultades para el ensamblado y la identificacién de elementos repetitivos. De esta forma, a
través de la secuenciacion, ensamblado y anotacion de los elementos codificantes y no
codificantes del genoma diploide sexual de cv. Victoria se buscara caracterizar la especie a
nivel gendmico y realizar avances en la caracterizacion de los genes vinculados la calidad

forrajera, estrés y modo reproductivo.
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Materiales y métodos

Material vegetal

La secuenciacion fue realizada a partir de un individuo del cultivar diploide (2n=2x=20)
sexual Victoria (planta UNST1122) mantenido en el invernaculo de CERZOS-CONCIET en
Bahia Blanca. Este cultivar surgid de la regeneracion del cultivo de inflorescencias
inmaduras in vitro a partir del material apomictico facultativo tetraploide (2n=4x=40)
Tanganyika INTA (Cardone et al., 2006). Victoria no puede ser autopolinizada para obtener
un genoma homocigoto por ser autoincompatible, por lo tanto se espera obtener un genoma
heterocigoto por tener el background genético de Tanganyika INTA, el cual proviene de la
seleccion de cultivares naturalizados en Argentina. Finalmente para validar los marcadores
SSR se utilizaron los cultivares P1208214 (2x), P1299919 (2x), P1299920 (2x), P1299928
(2x), PI574506 (OTA, 4x), PI234217 (Tanganyika, 4x) del germoplasma de USDA vy
Tanganyika (4x), Don Walter (4x), Don Pablo (7x), Don Luis (7x) y Victoria (2x) del

germoplasma de INTA

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN para la secuenciacion del cultivar Victoria mediante PacBio, DArIT y
para la amplificacién de SSR se realiz6 a partir de 80 mg de tejido de hoja utilizando en el
método CTAB optimizado para E. curvula (Meier et al., 2011). El protocolo fue adaptado
para obtener moléculas de ADN largas, teniendo especial cuidado en pasos criticos para
evitar la fragmentacion. De manera semejante se obtuvo el ADN de los cultivares utilizados
para el andlisis de marcadores SSR. La extraccion de ADN de los marcadores DArT fue
realizado con la misma técnica a partir de una poblaciéon segregante de la cruza entre el
cultivar tetraploide facultativo Don Walter y el cultivar sexual OTA donde se afiadieron dos

muestras del cv. Victoria para su secuenciacion.

Para el disefio de la libreria de Dovetail Chicago, hojas frescas de cv. Victoria fueron
enviadas en hielo seco a Scotts Valley, California, Estados Unidos donde se extrajeron
~500 ng de ADN de alto peso molecular con una longitud media de 100 kb. EI ADN fue
cruzado y ligado para la reconstruccion in vitro de la cromatina, que luego fue fijada en
formaldehido (Putnam et al., 2016). Para Hi-C la cromatina es fijada con formaldehido en el
nacleo que luego es cruzada, ligada y extraida (Lieberman-Aiden et al., 2009). Las

estrategias Chicago y Hi-C difieren en la molécula inicial, ya que la primera utiliza ADN de
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alto peso molecular y, la segunda, cromatina enddgena lo que varia la proximidad de la
ligacion de los fragmentos (cientos de bases en Chicago y miles de bases en Hi-C).

Preparacion de las bibliotecas

Tecnologia PacBio: La secuenciacion de lecturas largas del cultivar Victoria se realizo con la
tecnologia “Single Molecule Real Time” (SMRT), a través del sistema de secuenciacion
Sequel en el centro de investigacion genética de la Universidad de Liverpool en Reino
Unido. Luego de la evaluacion de la calidad del ADN, se disefiaron dos bibliotecas con
distintos insertos, una de 10 Kb y otra con 20 Kb. El tamafio inserto de ADN de cada
bibliotecas se seleccion6 con el selector de campo pulsante BluePippin

(https://sagescience.com/products/bluepippin/). Luego de reparar los os extremos 3'y 5'y

ligar los adaptadores el ADN fue sembrado en las celdas del secuenciador PacBio Sequel

donde se encuentra fijada la enzima polimerasa (Eld et al., 2009).

Tecnologia Hi-C y Chicago: Una vez que se produjo el cruzamiento y la fijacién de la
cromatina como se mencioné anteriormente se digirid6 con la enzima Dpnll y el extremo 5'
del corte se rellend con nucleétidos biotinilados, luego los extremos libres fueron ligados.
Finalmente, las ligaciones por proximidad de la cromatina fueron revertidas y se purifico el
ADN para remover el sobrante de biotina. EI ADN fue cortado en fragmentos de ~350
bases, se le ligaron los adaptadores lllumina en ambos extremos y se secuenciaron los

fragmentos de ADN con lllumina HiSeq X pair-end de 150 bases (Putnam et al., 2016).

Tecnologia DArT-seq: Para reducir la complejidad del ADN las muestras de cada individuo
fueron digeridas con las enzimas Pstl y Msel. Los extremos cohesivos de estos cortes
fueron ligados con un adaptador lllumina y una secuencia de entre 5 y 8 bases llamada
barcode que permite identificar a cada individuo luego de la secuenciacion. En este caso se
utilizaron 96 barcodes que corresponden uno a cada muestra de ADN diferente incluyendo
dos del cultivar Victoria. Finalmente, estos fragmentos fueron secuenciados con lllumina
single end de 77 bases. La preparacion de librerias, el analisis bioinformatico y el SNP
calling (determinacién de la posicion de los marcadores SNP) fueron provistos por el

laboratorio de servicios de andlisis genéticos en CIMMyT (México) (Ren et al., 2015).

Ensamblado

Una de las ventajas de la tecnologia PacBio y de los softwares disponibles para su

ensamblado es que no es necesario un filtrado o tratamiento previo al ensamblado, por lo


https://sagescience.com/products/bluepippin/
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gue se utilizan las lecturas crudas tal cual son enviadas por el proveedor de secuenciacion.
Las lecturas de PacBio fueron ensambladas con los programas Canu (Koren et al., 2017) y
FALCON (Chin et al., 2013) con los parametros descriptos en la tabla 2.1. Para determinar
la mejor version del ensamblado final, se evaluaron los siguientes indicadores: N50, bases
totales ensambladas, nimero de contigs y tamafio promedio de contig. Ademas, para
evaluar si el ensamblado estaba completo en términos de genes, se utilizé el software
BUSCO (Seppey et al., 2019). Este software cuenta con una base de datos de genes de
referencia que se encuentran en el 99% de las especies vegetales en una sola copia vy, al
contrastarlos con un genoma o transcriptoma, arroja el porcentaje genes completos (en una
y multiples copias), genes fragmentados y genes no encontrados que se han alcanzado con

la secuenciacion (Seppey et al., 2019).

Version | Length_cutoff Length_cutoff_pr
Falconv5.4 5 kb 7,5 kb
Falconv5.3 5 kb 7,5kb
Falconv5.2 5 kb 7,5 kb mincov5
Falconv5.1 5 kb 5 kb mincov8
Falconv5.0 5 kb 5 kb
Falconv4.5 7,5 kb 7,5 kb mincov5
Falconv4.4 7,5 kb 7,5 kb mincov5
Falconv4.3 7,5 kb 5 kb micov5
Falconv4.1 7,5 kb 5kb
Falconv4.2 7,5 kb 7,5 kb
Falconv3.1 10 kb 5 kb
Falconv3.2 10 kb 7,5 kb
Falconv2.1 12 kb 5 kb
Falconv2.2 12 kb 7,5 kb
Falconvl.1 16,7 kb 1kb
Falconvl.2 16,7 kb 2,5kb
Falconvl.3 16,7 kb 5kb
Falconvl.4 16,7 kb 7.5 kb
Falconvl1.5 16,7 kb 10 kb

Version ErrorRate minOverlap

CanuVv4 0,03 1000 bp

Canuv3 0,01 500 bp

Canuv2 0,045 1000 bp
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Version | Length_cutoff Length_cutoff_pr
Canuvl 0,045 500 bp

Tabla 2.1: Parametros utilizados para las distintas versiones del ensamblado de las lecturas crudas del
genoma del cultivar cv. Victoria. El ensamblado se continuo con la versién que resulto con mayor N50 y genes
BUSCO y menor cantidad de contigs. Length_cutoff: tamafio de lectura de minino utilizado para la correccion del
ensamblado. Length_cutoff_pr: Tamafio de lectura de minino para pre ensamblado. ErrorRate: tasa de error
tolerada para ensamblar. minOverlap: solapamiento minino para el ensamblado.

Debido a que la lecturas de PacBio tienen aproximadamente una tasa de error del 15%, una
vez ensambladas es necesario hacer un pulido (Weirather et al., 2017). Para esto, se
alinearon las lecturas crudas con el ensamblado utilizando el software Pbalign
(https://github.com/PacificBiosciences/pbalign) con los parametros por default y luego se
realizd el pulido con el software Arrow

(https://github.com/PacificBiosciences/GenomicConsensus), también con los parametros por

default. Este software utiliza el alineamiento de Pbalign y contrasta cada base en el
ensamblado contra las bases que alinearon en esa posicion seleccionando la de mayor

cobertura.

Para obtener el ensamblado final, en pasos consecutivos se integraron las librerias de
Chicago y Hi-C con el software Dovetail Hi-Rise (Koch et al., 2016) al ensamblado de
PacBio. Este proceso comienza mapeando las lecturas de Chicago al ensamblado PacBio y
cuando uno de los pares de cada lectura es mapeada en un contig distinto y esto sucede
ademas con otros pares, se unen los dos contigs formando un scaffold (union de contigs
previamente ensamblados por medio de alguna evidencia que valide que se encuentran
adyacentes). Finalmente, se realiza el mismo procedimiento con la libreria de Hi-C y los
scaffolds de Chicago+Pachio obteniéndose el ensamblado final. En la Figura 2.1 se
esquematizan mediante un diagrama de flujo los programas y los datos utilizados durante el

ensamblado.


https://github.com/PacificBiosciences/GenomicConsensus
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Software I PacBio sequence |

Datos de
entrada

| CANU | | Falcon

I Arrow |

Hi-Rise |

Ensamblado Final
Transcriptoma

Genoma anotado

Setaria italica
Sorghum bicolor
Eragrostis tef
Zea mays

Orthofinder | l Synmap | | InterProScan

Figura 2.1: Proceso de ensamblado y anotacion del genoma de Victoria. En verde estan indicados los
programas utilizados y en azul los datos de entrada.

Validacion por DArT-seq
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Con el objetivo de validar el ensamblado final con otra fuente de secuenciacion, las lecturas
de DArT-seq correspondientes a las muestras de Victoria fueron mapeadas con el software
Bowtie (Langmead et al., 2012) contra el genoma ensamblado utilizando los parametros
“‘end-to-end” y “-k 10”. El mapeo de las lecturas fue graficado con una ventana de 500 kb
para identificar regiones con mayor densidad de marcadores.

Anotacion de elementos repetitivos

Para la identificacibn de elementos repetitivos se cred una biblioteca que contiene
elementos identificados de novo con los softwares RepeatModeller (Smit et al., 2008) y
TransposonePSI (Altschul y Koonin, 1998) y elementos identificados por homologia con la
base de datos RepBase23 (Boa et al., 2015) mediante el software RepeatMasker (Smit et
al., 2013). Cuando la misma secuencia fue identificada por los dos softwares, los elementos
de novo fueron combinados con el programa USEARCHv7 (Edgar, 2010) y luego fueron
clasificados con el programa RepeatClassifier (Smit et al., 2008). Finalmente, RepeatMasker

fue utilizado con los parametros “-—s” y “-lib” con las bases de datos construidas

previamente para identificar, cuantificar y enmascarar los elementos repetitivos.

Anotacion de genes

La anotacion de los genes del genoma del cultivar Victoria se hizo sobre el ensamblado
enmascarado (remplazo de nucleétidos por “Ns” en las regiones donde se encuentran
elementos repetitivos) para evitar la anotacién de genes relacionados con elementos
repetitivos. La blsqueda de los genes se realizé con el software MAKER (Campbell et al.,
2014). Este programa actla “dirigiendo” a otros programas con el fin de identificar genes en
base a la homologia con proteinas y transcriptomas y en base a Ab intio (Figura 2.2). El
termino Ab initio hace referencia a el modelado de genes por medio de algoritmos que
buscan caracteristicas estructurales como codones start y stop y patrones especificos en
los intrones y exones de los genes. De esta forma se ejecuta MAKER tres veces, la primera
buscando genes por homologia y las otras dos ejecuciones son iteraciones Ab initio. El
modelado de genes por homologia se realiza por medio dos programas, Exonerate (Slater
et al., 2005) para el alineamiento de transcriptos y BLASTP (Altschul et al., 1990) para el
alineamiento de proteinas. En este caso, se utilizaron transcriptomas previamente
secuenciados de distintos 6rganos y cultivares de E. curvula (Garbus et al., 2019, Cervigni
et al., 2008) y proteinas de E. tef (Cannarozzi et al., 2014), Setaria italica (Zhang et al.,
2012), Sorghum bicolor (Paterson et al., 2009) y Z. mays (Jiao et al., 2017). Para el
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modelado Ab initio MAKER utiliza los programas Augustus (Stanke et al., 2006) y SNAP
(Johnson et al., 2008) que necesitan ser entrenados con genes de alta confianza como los
genes BUSCO. Finalmente MAKER compara los modelos de genes (Ab initio y por
homologia) en cada sitio y toma el de mayor confianza.

La clasificacion de la anotacion de los genes en base a sus dominios y funciones se realizé
con el software InterProScan version 5 (Finn et al., 2017) el cual tiene integrado 14 bases
de datos con distintas caracteristicas. La salida de este programa fue introducida en el
programa Blast2go (Conesa y Gotz, 2008) para hacer la clasificacion en base a los términos
de Gene Ontology (http://geneontology.org).

La anotacion se encuentra disponible en la plataforma online ensembl
(http://plants.ensembl.org/Eragrostis_curvula) 'y en NCBI bajo al accesion
GCA_007726485.1.

Genoma final
enmascarado

Transcriptomas de la
E. curvulay proteinas
de especies cercanas

Genes BUSCO ronda 1
entrenado Ab intio
Genes BUSCO ronda 2
entrenados Ab initio

Blastp
Exonerate
Augustus

SNAP
Augustus

SNAP

Ronda 1

Ronda 2

Ronda 3

Anotacion
final

Figura 2.2: Pasos para la anotacién final de los genes de cv. Victoria dirigida por el software MAKER
en tres rondas sucesivas. A la izquierda en verde se encuentran los programas utilizados en cada
ronda y a la derecha la informacién utilizada para el modelado de los genes. En la anotacion final se
obtiene el modelo con mayor confianza para cada sitio.

Andlisis de sintenia evolucién de E. curvula
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La conservacion del orden de los genes dentro de bloques cuando se comparan dos
cromosomas se denomina sintenia, es decir, dos genomas evolutivamente cercanos son
mas sinténicos que uno que no lo es (Stein et al., 2013). Por medio del software SyMAP
(Soderlund et al., 2011) se analizé la sintenia entre el ensamblado de E. curvula y el de E.
tef (VanBuren et al., 2019), S. bicolor (Paterson et al., 2009), Z. mays (Jiao et al., 2017), O.
sativa (Kawahara et al., 2013) y Oropetium thomaem (VanBuren et al., 2015).

Los genes sinténicos (genes ortdlogos dentro de un bloque sinténico) fueron listados de a
pares y se calcul6 la tasa de sustitucién sinénima (Ks) con BioPerl utilizando el método de
Nei—Gojobori. Finalmente para identificar eventos de duplicacion genémica, se graficé y
corrigio el Ks por el método de Wang (Wang et al., 2015).

La relacion evolutiva de Victoria dentro de la familia poaceae se evalué mediante la
homologia con proteinas que surgieron de las anotaciones de las especies S. italica,
Triticum aestivum, E. tef, O. sativa, Z. mays (Jiao et al., 2017), S. bicolor (Paterson et al.,
2009), Brachypodium distachyon (Vogel et al., 2010), O. thomaeum (VanBuren et al., 2015),
Musa itinerans (Wu et al., 2016) y Panicum hallii (Lovell et al., 2016). Para identificar los
genes ortdlogos entre todas estas especies se utilizo el programa OrthoFinder (Emms et al.,
2015). Con el alineamiento de las proteinas de este programa se cred un arbol filogenético
utilizando el modelo de Jones Taylor Thornton con el software MEGA X (Kumar et al., 2018)
La calibracion de tiempo de divergencia fue realizado por el método de Prasad (Prasad et
al., 2005) donde se estima que la divergencia entre Z. mays y O. sativa es de 70 millones de
afios y M. itinerans fue utilizada como “outgroup” (especie lo suficientemente cercana para
tener genes ort6logos pero que no agrupe con ninguna otra del analisis). La expansion y
contraccion de las familias de genes se calcul6 con el software CAFEvV3.0 (Han et al., 2013)
con multiple “birth-death” lambda con el objetivo de tener en cuenta las duplicaciones

gendmicas a lo largo de la evolucién.

La identificacion de SSR en el genoma de Victoria se realizd con el software SSR locator
(Da Maia et al., 2008) con el fin, por un lado de validar el ensamblado y, por otro, de evaluar
la relacion filogenética entre distintos cultivares. Asi con la herramienta Primer3 (Koressaar
et al., 2007), se diseflaron 15 pares de primers seleccionados al azar que fueron
amplificados sobre 10 genotipos. Para realizar el analisis filogenético se incluyeron
marcadores desarrollados en trabajos previos para aumentar la precision del analisis
(Garbus et al., 2017). En las reacciones de PCR, realizadas por el grupo de trabajo del
CERZOS, se utilizé 1yl de 10 mM dNTPs mix, 1X de solucion buffer, 0.5yl de cada primer
(200 pmol/pl), 1,6 U Taq polimerasa y 60 ng de ADN gendmico en 20 ul en volumen de

reaccion. El programa de PCR consistié en una desnaturalizacion inicial a 94C° durante 3
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minutos seguido de 40 ciclos a 94 C° por 30 seg a la temperatura Optima de annealing para
cada par de primers, 72 C° por 30 seg, 72 C° de extension final por 5 min. La validacion en
Victoria se realiz6 sobre gel de agarosa 1.5% y la presencia y ausencia de las bandas se
determiné sobre gel de poliacrilamida al 6%.

Identificacién de genes relacionados con la tolerancia al estrés por sequia

Debido a que los genes WRKY representan la familia de genes mas estudiada relacionada
a la tolerancia al estrés por sequia, se decidid analizar esta familia en E. curvula. De
acuerdo a su estructura, los genes fueron clasificados en grupo |, Il y lll y en los subgrupos
(lla, lib, llc, Ild and lle) (Eulgem et al., 2007). Primero se buscaron aquellos genes que
contienen el dominio WRKY en la anotacion Pfam incluida en las bases de datos de
InterProScan. Luego con la herramienta MEME (Bailey et al., 2009), se identifico el nimero
de dominios WRKY y fueron clasificados en el grupo | los genes con dos dominios WRKY;
en el grupo Il aquellos genes con un solo dominio WRKY y el dominio “zink finger” terminal
H-X;-H; en el grupo Il genes con un solo dominio WRKY y el dominio “zink finger” terminal
H-X;—C. Los subgrupos del grupo Il fueron clasificados de acuerdo a los restantes
dominios. Finalmente a través de MUSCLE (Edgar et al., 2004), se realizé un alineamiento
multiple y se construyd un arbol filogenético con el modelo de “maximum likelihood” con el
software MEGA X.

Identificacidn de genes relacionados con la calidad forrajera

Los genes que participan en la via de la lignina fueron extraidos desde la anotacion KEGG
(Kanehisa et al., 2019) incluida en InterProScan. La base de datos KEGG contiene el
esquema de la via completa pero los genes de referencia para algunas especies como maiz
y arroz no estan presentes. Por este motivo, que no esté resaltado en la via no
necesariamente significa que no esté en la especie. Recientemente fue descubierto que el
silenciamiento de la enzima caffeoyl shikimate esterases (CSE) disminuye el contenido de
lignina (Vanholme et al., 2013) en A. thaliana. Existen dos clases de genes que codifican la
para la proteina CSE, la clase Il estda ampliamente distribuida en todo el reino vegetal
mientras que la clase | solo se encuentra en algunas especies. Estos genes fueron
buscados e identificados en la anotacién de Victoria y a partir de ellos fueron disefiados
primers de PCR para su amplificacion en E. tef y E. curvula. El programa utilizado consistié
en una desnaturalizacion a 94 C° durante 2 minutos, seguido de 38 ciclos a 94 C° por 15

seg, 50 C° por 20 seg y 72 C° por 80 seg y una extension final de 5 min a 72 C°. Los
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amplicones fueron analizados en gel de agarosa al 1.5 % y clonados en el vector pGEM-T
Easy (Promega). La secuencia resultante fue alineada con otras especies.

Identificacion de genes relacionados a las vias reproductivas

Para la identificacion de los genes de Victoria involucrados en la reproduccion se recurrié a
la informacion transcriptomica disponible en O. sativa antes y después de la doble
fertilizacién (Anderson et al., 2017, Anderson et al., 2013). El primer paso consistié en
detectar todos los genes ort6logos con alto grado de confianza entre O. sativa y Victoria con

la plataforma Ensembil (http://plants.ensembl.org). Por otro lado se mapearon al ensamblado
del genoma las lecturas previamente secuenciadas de un cultivar 100% apomictico y otro
sexual (Garbus et al., 2017) con el software Hisat2 (Kim et al., 2016) con los parametros “--
very-sensitive, --dta y -a”. Luego con la el paquete de R “GenomicFeatures” (Lawrence et al.
2013) se detectaron las regiones en las cuales alineaban las lecturas (exoén, intron, CDS,
UTR, etc.) y por medio de paquete "GenomicAlignments" (Lawrence et al. 2013) se
construyé una matriz con las lecturas que mapearon en trascriptos. Finalmente con el
paquete EdgeR (Robinson et al., 2011) se normalizé la matriz y se realizé el analisis de
expresion diferencial tomando como sobre expresados y reprimidos aquellos transcriptos
con un fold change mayor o menor a 2 (equivalente a log2 fold change mayor y menor que
1) respectivamente y un FDR (tasa de falsos positivos) menor a 0,05 (Benjamini et al.,
2000). Finalmente, se analizo la expresion temporal y espacial los genes sobreexpresados y
reprimidos en apomixis que tenian genes ortélogos expresados durante la reproduccién de

O. sativa.


http://plants.ensembl.org/
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Resultados

Ensamblado y validacién del genomas de Victoria

Luego de la extracciébn de ADN gendmico en el laboratorio de CERZOS-CONICET, dos
muestras ADN del cultivar Victoria fueron enviadas para su secuenciaciéon a la Universidad
de Liverpool. Inicialmente el servicio de secuenciacion analizé la calidad por medio del
equipo fragment analyzer indicando que las muestras tenian una longitud maxima de 41.800
y 44.178 pb (Figura 2.3) y una concentracion 0,78 y 0,62 pg/ul respectivamente. Tanto la
cantidad como la longitud del ADN estuvieron dentro del rango de valores recomendados,
por lo tanto se prosiguidé con la construccion de dos genotecas. La primera fue disefiada con
un inserto de 10 kb y se obtuvieron 6.223.627 lecturas con una longitud promedio de 5.296
pb mientras que en la segunda el inserto fue de 20 kb, la cantidad de lecturas fueron
3.309.811 con una longitud promedio fue 7.018 pb. El total de bases obtenidas (56.186
millones de bases) correspondié a una cobertura de aproximadamente 90X de la longitud

del genoma haploide.
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Figura 2.3: Andlisis de calidad de las dos muestras de ADN extraido para la secuenciacion del
genoma del cultivar Victoria. En el eje Y se encuentran las unidades de fluorescencia relativa y en el
X el tamafio de fragmento de ADN. LM (lower marker) y UM (upper marker) corresponden a
marcadores de 1 y 200.000 pb respectivamente. El pico (41.800 y 44.176 pb) representa la longitud
en la cual se encuentra la méxima cantidad de ADN.

El ensamblado de estas lecturas fue llevado a cabo con el programa FALCON utilizando los
pardmetros descriptos en la version falconv4.5 (tabla 2.1), que fue la que permitié obtener el
mayor N50, el menor nimero de contigs y arrojé la mayor cantidad de genes completos
BUSCO. Este ensamblado produjo una longitud de 601 Mb distribuida en 3.516 contigs con
un N50 de 378.697 pb, una longitud promedio de 171.108,24 pb y 88,4% de los genes
esperados por BUSCO (tabla 2.2). En la préxima etapa se realizé el pulido con el programa
Arrow y el principal cambio que surgié de este proceso fue el aumento en el porcentaje de
genes BUSCO de 88,4 a 96 %. El ensamblado de las lecturas de PacBio con FALCON y
pulido con Arrow junto con las 432 millones reads pair-end 2x150 bp obtenidas en la
secuenciacion de Chicago correspondié a la entrada para el primer “scaffolding” realizado

con el programa Hi-RISE. En esta etapa mejoraron ampliamente las métricas debido
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principalmente al aumento del N50 a 791.258 pb y la disminucién de la cantidad de contigs
a 1.884. Para obtener el ensamblado final se integraron 333 millones de lecturas pair-end
2x150 pb secuenciadas con la metodologia Hi-C. Si bien el nimero de contigs disminuy6 a
1.143 el N50 alcanz6 una escala cromosémica incrementando hasta 43.411.000 bp. El
resultado final del analisis BUSCO arrojo 96,4% de genes completos de los cuales el 80,4%
fueron de copia simple, 1,2% fragmentados y solo 2,6% ausentes. Todas las métricas
evaluadas en la tabla 2.2 demostraron que el genoma esta practicamente completo, que
contiene contigs de tamafio cromosémico y que en dentro de ellos se encuentra casi el total
de los genes de la especie, por lo tanto, representando un genoma de excelente calidad. En
la Figura 2.1 se puede observar como se fueron incorporando las distintas secuenciaciones
y los programas utilizados para el ensamblado.

PacBio Pulido Chicago Chicago + Hi-C
Longitud pb | 601.616.585 | 600.872.314 | 602.350.000 602.432.814
N50 pb 378.697 380.299 791.258 43.411.000
Nro. contigs 3.516 3.118 1.884 1.143
Promedio pb | 171.108.24 192.710.81 319.718.81 527.062.82
BUSCO C:88,4% C:96,0% C:96,1% C:96,4%

Tabla 2.2: Métricas evaluadas para la determinacion de la calidad de los distintos ensamblados de E.
curvula. Longitud en pares de bases, N50 en pares de bases, nimero final de contigs en cada
ensamblado, longitud promedio de los contigs y genes completos (C) BUSCO,

Con el objetivo de validar el ensamblado con una fuente de secuenciacion externa, dos
muestras del cultivar Victoria fueron sometidas al protocolo de DArT-seq resultando en
245.626 y 246.752 “single end” lecturas de 69 pb. Luego del andlisis bioinformatico
realizado por el proveedor en CIMMyT (México) se obtuvieron 6.307 marcadores SNP. El
95,5% del total de los marcadores obtenidos pudieron ser mapeados al genoma
ensamblado y, como era de esperarse, los contigs mas largos contienen mayor cantidad de
marcadores (Tabla 2.3, Figura 2.4). Sin embargo, la distribucién de este mapeo no fue
homogénea encontrdndose en los siete contigs mas largos mayor cantidad de marcadores
en las regiones distales 5' y 3' (Figura 2.5). Debido a que tecnologia DArT-seq esta
disefiada para evitar regiones repetitivas y apuntar principalmente a genes, se podria
hipotetizar que los siete contigs de mayor longitud corresponden a cromosomas ya que la
distribucién del mapeo tiene una tendencia de parabola invertida con menor cantidad de

marcadores en el centro.

Nombre Longitud Genes DArT
Contigl10 | 59.696.155 6.315 694
Contigl2 | 57.091.500 4.450 489
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Contig38 | 57.060.119 5.759 623
Contig6 | 55.809.479 5.036 550
Contig3 | 45.712.337 4.943 440
Contigl |43.444.889 3.164 278
Contig28 | 42.455.315 3.888 397
Contig30 | 29.802.391 3.198 447
Contig8 | 28.838.055 3.393 326
Contig50 | 26.185.977 2.345 247
Contig25 | 23.821.556 2.503 286
Contig4 | 21.583.994 1.943 249
Contig44 | 8.977.321 705 75
Contig33 | 4.567.900 320 25

Tabla 2.3: Catorce contigs con mayor longitud del ensamblado del genoma del cultivar Victoria con el
namero de genes anotados y el nimero de marcadores DArT localizados en cada contig.

7000 -
®contialo R2=0.9826
i contig
6000 ® contig12
contig3
5000 - e} contig6
o ® contig38
5 4000 - contig 28
IS .
] ® contigl
2 3000 ® Genes
2000 ® DAIT
1000 1 R2=0.9678
-
0 T T T )
0 20000000 40000000 60000000 80000000

Longitud de contig

Figura 2.4: Gréfico de la regresidn entre el nUmero de genes (circulos celestes) y marcadores DArT
(circulos verdes) en cada contig con la longitud de los mismos. Los siete puntos mas distantes
corresponderian a cromosomas.
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Figura 2.5: Distribucion de los marcadores SNP a lo largo de los siete contigs. Cada circulo azul
representa 500 marcadores en una ventana de 500 kb.

Anotacién de elementos repetitivos y genes

El andlisis para la identificacién de elementos repetitivos arrojé que el 28,7% del genoma
ensamblado se encuentra cubierto por estas estructuras (Figura 2.6). Al igual que la
mayoria de las gramineas los retrotransposones (RT) fueron el principal elemento
identificado seguido por elementos no clasificados identificados de novo. Dentro de los RTs,
los méas representados fueron los LTRs de las familias Gypsy y Copia con un 13,62% y
3,14% respectivamente que corresponde a un indice 4,3:1. Este valor es se encuentra muy
aproximado al informado para E. tef (4,27:1) (Gebre et al., 2016) y superior al de S. italica
(3,08:1), Z.mays (1,91:1) y S. bicolor (3,67:1) (Zhang et al., 2012, Jiao et al., 2017, Paterson
et al., 2009).
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Otros LTR0.19% Baja complejidad 0.12%

SINEs 0.14%

Figura 2.6: Elementos repetitivos identificados en el genoma ensamblado del cultivar Victoria. En
verde se observan los mas abundantes, los LTRs, y en el circulo interno la proporcion de LTR
clasificados como Gypsy y Copia.

Previo a la anotacion de los genes, las repeticiones identificadas en el genoma fueron
enmascaradas para evitar la anotacién de genes vinculados a elementos repetitivos y para
realizar mas eficientemente el proceso. Posteriormente, luego de tres iteraciones con el
programa MAKER (Figura 2.2) se obtuvieron 56.469 genes con una longitud promedio de
1.424 pb y 93,4% de los genes BUSCO completos. La anotacion funcional de estos genes
se realizé por medio del software InterProScan, encontrando 35.713 genes con homologia
en al menos una base de datos (tabla 2.4). Ademas se realiz6 un alineamiento con la base
de datos TrEMBL encontrando homologia con 18.955 genes. En la base de datos GO se
encontraron 29.429 genes vinculados con términos GO. En las categorias principales de
GO, i.e., componentes celulares (Celullar component), funcibn molecular (molecular
function), y proceso biolégico (biological process) se encontraron 16.710, 33.820 y 33.601
genes respectivamente. Es importante remarcar que un mismo gen pude tener multiples
términos, incluso de la misma categoria principal. Cada categoria principal fue clasificada en

el nivel 2 segln gene ontology con el programa blast2go (Figura 2.7).
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Bases de datos InterProScan
Base de datos Genes con homologia
SFLD 292
ProDom 539
Hamap 1.008
PIRSF 2.215
TIGRFAM 3.353
PRINTS 5.834
Coils 6.971
ProSitePatterns 7.657
SMART 12.257
CDD 13.001
ProSiteProfiles 15.495
MobiDBLite 26.335
SUPERFAMILY 29.770
Gene3D 29.980
Pfam 35.713
PANTHER 44,532
Kegg 10.005
GO 29.429
Base de datos TrEMBL
TrEMBL 18.955

Tabla 2.4: Numero de genes con homologia en las bases de datos incluidas en el InterProScan y
TrEMBL.
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Figura 2.7: distribucion de los genes en los términos de cada categoria principal. BP: biological
Process; MF: Molecular Funtion; CC: Cellular component. La clasificacién se realizd en el nivel 2 con
el programa Blas2go.

Evolucién de E. curvula dentro de la familia de las Poaceae

Dentro de la familia de las poaceae existe un evento de duplicacion comun a todas las
especies denominado paleoduplicacion (Kishimoto et al., 1994). Por medio del andlisis de
Ks (tasa de sustitucién sinénima de nucleétidos) es posible aproximar el tiempo de esta
paleoduplicacién, el tiempo duplicaciones especificas de cada especie y la relacion
evolutiva entre especies basado en los cambios que ocurren en los genes en términos de
Ks tomando como referencia evidencias fésiles que datan la diversificacion de O. sativa
hace 70 millones de afios (M.A.) (Prasad et al.,, 2005). De esta manera, haciendo
comparacion entre pares de genes ortdlogos, se pudo determinar la divergencia de E.
curvula con O. sativa, Z. mays, S. bicolor, O. thomaeum y E. tef. Asi, se comprob6 que E.
tef es la especie que tiene la mayor cantidad de pares de genes ortélogos a E. curvula,
mostrando el Ks mas bajo entre las especies comparadas y demostrando que se habria
diversificado hace 14,5 M.A. (Figura 2.8 a). De las especies analizadas la primera que se
diversificé fue, como era esperado, O. sativa hace 70 M.A., luego le siguieron Z. mays y S.

bicolor contempordneamente hace 50 M.A. y finalmente una de las especies mas lejanas a
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E. curvula de la subfamilia Chloridoideae, O. thomaeum hace 31 M.A. El andlisis de Ks
entre los pares de genes homodlogos dentro de cada especie permiti6 estimar la
paleoduplicacion y las duplicaciones particulares de cada especie (Figura 2.8 b). El aumento
de los pares de genes con Ks alrededor de 0.7 indico que la duplicacion de todas las
gramineas habria ocurrido hace 80-90 M.A., (figura 2.8 b gWGD) la de Z. mays hace 20
M.A., mientras que las de E. tef y E. curvula hace 9,6 y 4,5 M.A., respectivamente. A pesar
de haber tenido una duplicacién Z. mays continua en estado diploide (2n=2x=20) debido a
gue esta duplicacion fue segmental, es decir, se duplicaron sus cromosomas y se
reensamblaron quedando 2 juegos de cromosomas con mayor longitud (Gaut et al., 1997).
Por otro lado, la duplicacién de E. tef tiene un origen hibrido, se cruzaron dos especies
compatibles y se duplicé la cantidad de cromosomas formando un genotipo alotetraploide
(2n=4x=40) (Ingram et al., 2003).

7000

~14.5

6000

5000

000

——0. sativa
Z. mays
——3§. hicolor

Numero de pares

—0. thomaeum
—E. tef

1.3 4 15 16 1.7 18 19 2

tWGD

=E. curvula

= 8. bicolor

= 0. thomaeum
Z. mays

=—E. tef

—— 0. sativa

Numero de pares

b) 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1112 13 14 15 16 17 18 19 2

Figura 2.8: Distribucion de Ks dentro de las especies seleccionadas. a) Ks entre E. curvula y las
especies detalladas en cada pico indica en millones de afios el tiempo de diversificacion. B) Andlisis
de genes homologos dentro de cada especie; en cada pico se encuentra el nimero en millones de
afos desde la duplicacién genémica de todo su genoma. Ks: tasa de sustitucion sindénima; tWGD:
duplicacion de E. tef, mMWGD: duplicacién de Z. mays, cWGD: duplicacion de E. curvula, gWGD:
duplicacion genémica compartida por todas las gramineas.
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Complementario al analisis de Ks, se realizé un arbol filogenético, construido con el método
de maxima verosimilitud (maximum likelyhood) con el programa OrthoFinder, utilizando
1.185 grupos ortélogos los cuales contienen genes en una o dos copias en todas las
especies analizadas (Figura 2.9). El nimero total de grupos ortélogos detectados fue
24.747, de los cuales 9.189 fueron comunes a todas especies consideradas en la Figura
2.9. Con el fin de evaluar el nimero de orthogroups dentro de cada subfamilia se realizd un
diagrama de Venn con todas las especies analizadas dentro de las Chloridoideae,
Panicoideae, Pooideae y Ehrhartoideae (Figura 2.10). Asi el nUmero de grupos ortélogos
compartidos por la subfamilia Chloridoideae fueron 12.940 mientras que las Panicoideae y
Pooideae fueron 13.621 y 15.532 respectivamente. Dentro de las subfamilias C4
(Chloridoideae y Panicoideae), 11.570 orthogroups fueron compartidos por estas especies y
2.051 fueron especificos de las Panicoideae y 1.370 de las Chloridoideae. En un andlisis
homélogo en las subfamilias C3 se encontraron 14.203 orthogroups comunes, 1.329

especificos de Pooideae y 2.601 de Ehrhartoideae.

El analisis anterior es considerado estatico porque simplemente compara la relaciones de
los las familias de genes (grupos ortélogos) entre las especies. Sin embargo, es posible
calcular las contracciones y expansiones de los genes en cada nodo por medio del software
CAFE. De esta manera se puede observar que luego de la duplicacién compartida por todas
las especies, las contracciones en la mayoria de los casos fueron superiores a las
expansiones, es decir, las especies fueron perdiendo genes en el camino hacia la
especificacion (Figura 2.9). En el caso de Z. mays y E. curvula puede observarse que en el
nodo final las expansiones fueron significativamente superiores a las contracciones, esto
podria deberse a que ambos genotipos se encuentran en estado diploide y sufrieron una
duplicacion. Ademas puede observarse en O. thomaeum, la especie con menor tamafio de
genoma dentro de las gramineas, que el grado de contraccion a lo largo de su historia fue
siempre mayor gue al de expansion y su tasa final de contraccién:expansion fue de 7,14,

mayor gue todas las especies analizadas.



130
120

o o
— [=2]

o
ee]

110

o
~

57

Tiempo en millones de afios

o o o
(=] n <

o
™

o
3]

o
- o

*?.228-912

3834-237]

M. itinerans (2n=2x=22)
15721-2848

O. sativa (2n=2x=24)
6918-3211

2519-415.

0-5

B. distachyon (2n=2x=10,
6435-5145

[— T. aestivum-A (2n=2x=14)
737-498

2892-2750

T. aestivum-B (2n=2x=14)
524-732L| 2876-2872

i Z. mays (2n=2x=20,
3932-3605 3010-90.’& )
S. bicolor (2n=2x=20)

T. aestivum-D (2n=2x=14)
2594-2500

3309-3526

5608-1 074|

3879-625

P. hallii (2n=2x=18)
2954-3721

4931-292

S. italica (2n=2x=18)
2636-295.

976-935

. thomaeum (2n=2x=18)
7141-999
———¢{E. curvula (2n=2x=20)
3694-6990

E. tef-A g2n=2x=20)
—E 1570-1356
1874-629 E. tef-B (2n=2x=20)

1919-1077

T .aestivum
Alohexaploide
2n-6x=42

E.tef

> Alotetraploide
2n-4x=40

Figura 2.9: Arbol filogenético (método de maximum likelihood) con las gramineas seleccionadas y M.
itinerans como outgroup. La estrellas indican eventos de poliploidizacién: la roja la paleoduplicacion
compartida por todas las gramineas, la amarilla la hexapoliploidizacion de T. aestivum y las azules
las duplicaciones de Z. mays, E. curvula y E. tef. Las especies C4 se encuentran encuadradas en
rojo y las C3 en azul. Los nameros rojos y verdes en cada rama representan contracciones y
expansiones de genes, respectivamente. La escala en el margen superior de la figura indica la
divergencia de cada rama en millones afios.
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Figura 2.10: Diagramas de Venn de los grupos ortélogos correspondientes a las especies
seleccionadas dentro de cada subfamilia. Las Panicoideae y Chloridoideae corresponden a las
especies C4 analizadas mientras que O. sativa y Pooideae corresponden a las C3.

Para completar el andlisis evolutivo, se realizé un estudio de sintenia con distintas especies.
Asi fue encontrado que el 79% del genoma de Victoria esta cubierto por blogues sinténicos
de Z. mays y S. bicolor (Tabla 2.5, Figura 2.11), distribuidos en 363 y 305 bloques
respectivamente, mientras que para las otras tres especies mostradas en la Tabla 2.5, el
porcentaje de cobertura del genoma de Victoria es cercano a 85%. Cuando analizamos la
relacion inversa, i.e. la cobertura de los genomas de estas especies con el genoma de E.
curvula, observamos que tanto para O. sativa como para E. tef, especie significativamente
mas cercana filogenéticamente, el porcentaje de genoma cubierto es del 98%. Sin embargo,
puede observarse que la cantidad de bloques compartidos entre las especies del género
Eragrostis es menor, indicando que cada bloque comprende una mayor proporcion del
genoma y por lo tanto se encuentran mas conservados. Se puede observar ademas que el
cromosoma 3 de O. sativa es completamente sinténico al Contig3 de E. curvula y que éste
ademas es completamente sinténico al cromosoma 4 A y B de E. tef, demostrando la

conservacion de este cromosoma por millones de afios (Figura 2.11).

Finalmente, a través de este analisis se pudo comprobar que los siete contigs hipotetizados
previamente como cromosomas estan completamente cubiertos por los cromosomas 1, 2, 4,
5,6,9y 10 Ay B de E. tef los cuales son sinténicos con los contigs 10, 38, 3, 6, 12, 28y 10
respectivamente (Figura 2.12). Mas aun, no solo apoya esta hipétesis, si no que sugiere que
los cromosomas 3, 7 y 8 estarian fragmentados en solo dos contigs cada uno demostrando

el alto grado de contigliidad y completamiento conseguido en el ensamblado de Victoria.

. Bloques . Cobertura Cobertura de
Especies Bloques | . . Anclajes .
invertidos E. curvula especie

Z. mays 363 182 42,818 79% 94%

S. bicolor 305 149 44,051 79% 66%
O. thomaeum 251 124 35,121 85% 96%
O. sativa 262 131 36,698 84% 98%
E. tef 138 66 40,370 85% 98%

Tabla 2.5: Relacion de sintenia entre E. curvula y las especies listadas. En la columna Cobertura E.
curvula se muestra el porcentaje de genoma de E. curvula cubierto por las especies listadas en la
primer columna, mientras que la columna cobertura especie corresponde al porcentaje de los
genomas de las mismas especies cubiertas por E. curvula.
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Figura 2.11: Grafico circular mostrando la sintenia entre Victoria y las especies analizadas. Los
catorce contigs mas largos fueron graficados en E. curvula. Cada bloque sinténico esta representado
con un color distinto.
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Figura 2.12: Analisis comparativo para la identificacion de bloques sinténicos entre los contigs
ensamblados de Victoria y los cromosomas de: a) O. thomaeum; b) E tef. Los cuadros azules
representan blogues sinténicos entre las especies y las lineas diagonales son el resultado de la union
de cada punto que representa un gen sinténico.
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Relacion filogenética de los genotipos de E. curvula

Para el andlisis de la relacion filogenética dentro de la especie se utilizaron 35 pares de
primers de marcadores SSR previamente diseflados sobre secuencias transcriptomicas
(Garbus et al., 2017). El analisis in silico de estos pares de primers revelé que 28 de ellos
presentaron 100% de identidad y cobertura con el ensamblado de Victoria. Ademas, 15
nuevos pares de primers fueron diseflados a partir del ensamblado, de los cuales 14
pudieron ser amplificados en ADN gendémico (Figura 2.13, Tabla 1 ANEXO).

1 2 3 4 5 6 7 8 M9 10 11 12 13 14 15

Figura 2.13: Amplificacion de los marcadores SSR disefiados sobre el genoma de Victoria. Los
ndmeros superiores corresponden a la nomenclatura dada a cada par de primers. M) marcador
molecular de 100 pb.

Luego, estos marcadores fueron amplificados a partir de ADN de 11 materiales de E.
curvula y con estos datos se construy6 un arbol filogenético utilizando la matriz de Jaccard
para determinar la distancia entre marcadores. En este arbol (Figura 2.14), el cultivar
hexaploide Don Luis y el cultivar heptaploide Don Pablo se observan agrupados, sugiriendo
gue la divergencia respecto a los otros cultivares incluidos en el andlisis podria estar
relacionada con la poliploidia. Siguiendo esta tendencia, Victoria resulté cercana al cultivar
diploide PI1299920 y a Tanganyika INTA, material tetraploide que le dio origen. Otros
materiales que pudieron ser agrupados fueron Don Walter y OTA los cuales en trabajos
previos demostraron tener mayor afinidad para su cruzamiento (Zappacosta et al., 2019).
Finalmente los materiales diploides P1208214 y P1299928 agruparon con mayor proximidad

a la rama tetraploide de OTA y Don Walter.
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Figura 2.14: Arbol filogenético construido a partir del andlisis de los datos obtenidos
mediante marcadores SSR con distintos materiales de E. curvula.

Genes relacionados a las vias de las ligninas

La via de sintesis de lignina disponible en KEGG, denominada “phenylpropanoid
biosynthesis”, comienza con alguno de los aminoacidos aroméaticos fenilalanina, tirosina o
triptéfano y finaliza con la produccién de los monémeros H, G y S los cuales forman el
polimero de lignina. Dentro de la anotacién del cultivar Victoria se encontraron todos los

genes de referencia disponibles para la especie Z. mays que recorren la via de principio a
fin (Figura 2.15).
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Figura 2.15: Via de las ligninas, en verde se encuentran las enzimas detectadas en la
anotacion del cultivar Victoria que corresponden en la totalidad de las enzimas que KEGG
utiliza como referencia para Z. mays.

De esta via se seleccioné la enzima caffeoyl shikimate esterase (CSE) para ser analizada
con mayor profundidad porque se correlaciona directamente con el contenido y la
proporcion final de mondmeros de lignina afectando la calidad forrajera. Los genes
codificantes para las enzimas CSE Il se encuentran ampliamente distribuidos en todas las
especies vegetales mientras que los codificantes para CSE | solo se encuentran en algunas
especies (Tabla 2 ANEXO). Para su identificacion en el genoma de Victoria fueron utilizadas
como referencia la CSE | de O. sativa (XM_002462989.2) y CSE Il de S. bicolor
(XM_015768109.2). Por medio de primers de PCR disefiados sobre estos genes se
pudieron amplificar, clonar y secuenciar los fragmentos esperados a partir de ADN de
Victoria, los cuales presentaron un alineamiento perfecto con el genoma (Tabla 3 ANEXO).
Ademas estos fragmentos fueron identificados en trabajos de transcriptomica previos

demostrando que se encuentran activos en la especie (Garbus et al., 2019).

Los genes de E. curvula obtenidos en el ensamblados y validado por la clonacién de CSE |
y Il fueron alineadas contra distintas especies pudiendo determinarse que en Z. mays, S.
bicolor, S. italica, B distachyon y T. aestivum solo se encuentra CSE |, mientras que los dos

tipos fueron identificaron en Victoria, O. thomaeum, P. halli y O. sativa. Cuando se realizo el
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andlisis no pudo detectarse in silico sobre el genoma disponible de E. tef (Cannarozzi et al.,
2014) si la clase | de CSE estaba presente, por este motivo se amplific, secuencio y cloné
en el cultivar Enatite confirmando su presencia. Luego con la secuenciacién del nuevo
genoma (VanBuren et al., 2020) pude ser corroborado in silico que ambos tipos de CSE se
encuentran en E. tef.

Factores de transcripcién WRKY en Victoria

Una de las familias de factores de trascripcion que mas ha sido estudiada para la deteccion
de candidatos a la tolerancia el estrés biético y abiotico es WRKY. Debido a que E. curvula
puede tolerar a condiciones de alta temperatura y radiacion, asi como a los suelos arenosos
deficientes de agua se decidioé caracterizar y clasificar esta gran familia en el genoma de
Victoria. Indagando en la base de datos Pfam se pudo encontrar que 74 genes del total
anotado en el genoma del cv. Victoria contienen motivos WRKY y Zinc “finger’. Las 74
proteinas que codifican para estos genes fueron alineadas con el programa MUSCLE y con
el software MEGA X se realiz6 un arbol filogenético con el modelo maxima verosimilitud,
agrupandose 7 proteinas en el grupo |, 32 en el grupo Il y 35 en el grupo lll. Las proteinas
del grupo Il se clasificaron en las 5 subclases descriptas de acuerdo a la presencia de

motivos adicionales en la secuencias (Figura 2.16, Figura 1 ANEXO).
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Figura 2.16: Arbol filogenético de los factores de trascripcion WRKY encontrados en E. curvula. El
color resaltado sobre el nombre corresponde al grupo |, Il y Ill mientras que los subgrupos del grupo
Il se encuentran representados con una barra de distinto color a la derecha del nombre. La
representacion de la secuencia de la proteina con sus motivos se encuentra en la tabla 2.6
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Tabla 2.6: Tabla con los motivos encontrados en las secuencias de los factores de transcripcién
WRKY. En la fila uno representado en rojo se observa el dominio WRKY.

Genes relacionados a la reproduccion

Para poder determinar los genes de Victoria que tendrian alguna participacién en la
reproduccion, se utilizo el programa hisat2 para mapear las lecturas de cada una de las dos
muestras ARN de espiguilla del cultivar Tanganyika USDA (100% apomictico) y del cultivar
OTA (100% sexual) (Garbus et al., 2017) con el genoma de Victoria. Asi, se mapearon
277.636 (88.69%) y 712.160 (89.22%) lecturas de las muestras de Tanganyika mientras que
en las muestras de OTA se mapearon 457.648 (92.75%) y 718.157 (93.03%) lecturas . Las
regiones en las cuales alinearon las lecturas en el genoma fueron predominantemente
codificantes, sin embargo se encontraron también lecturas en regiones intergénicas (Figura
2.17).
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Figura 2.17: Distribucion por region de las lecturas mapeadas de las dos muestras de Tanganyika y
de OTA. Las barras azules “plus” indican las lecturas que mapearon en la misma direccién y las
verdes “minus” las que mapearon en posicion inversa.

Con esta informacién se realiz6 una matriz de expresion encontrando que 24.634 genes
presentes en el genoma de Victoria estan expresados en el transcriptoma de inflorescencia
de OTA y Tanganyika USDA. Para determinar si las diferencias de expresion encontradas
en los distintos genotipos estan relacionadas con el modo reproductivo se realizé un andlisis
de componentes principales con la matriz de expresiéon indicando que el 90% de la varianza

separa a las muestras segun su modo reproductivo (Figura 2.18).
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Figura 2.18: Andlisis de componentes principales. Cada circulo corresponde a una muestra y el color
indica el modo reproductivo. En los ejes se muestra en porcentaje de varianza de cada componente
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De los 24.634 genes expresados, 968 se expresaron diferencialmente con un FDR < 0.05y
de los cuales 487 (logFC > 1) estuvieron sobreexpresados en el genotipo apomictico y 481
(logFC < 1) reprimidos. Con el fin de detectar a qué etapa de la via reproductiva se
encuentran asociados los genes diferenciales se identificaron sus pares ortélogos en los
transcriptomas reproductivos de O. sativa previo y posterior a la polinizacién (Anderson et
al., 2013, Anderson et al., 2017). Asi, se encontr6 que de los 487 genes sobreexpresados
en el transcriptoma apomictico 256 estaban expresados en alguno de los estadios de O.
sativa (ovocélula, célula generativa, célula vegetativa, 2.5, 5 y 9 horas luego de la
polinizacién) y de los 481 genes reprimidos 184 tuvieron algunos ortélogos expresados en
alguna de las etapas reproductivas de Oryza. Luego se compard la expresion diferencial de
genes en E. curvula con el comportamiento de estos genes en los distintos estadios de O.
sativa (Tabla 1.6). De esta manera se determin0 que 246 de los 256 genes
sobreexpresados en apomixis no estaban expresados diferencialmente o estaban
reprimidos en alguna de las vias sexuales de arroz (es decir, corresponde a 0 y -1 en
alguno de los estadios de arroz y 1 en apomixis, segun la nomenclatura utilizada en la Tabla
2.7). Por otra parte, 176 de los 184 genes que estaban reprimidos en apomixis, resultaron

sobreexpresados sin expresion diferencial en alguno de los estadios de arroz. (Figura 2.19)
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Figura 2.19: Diagrama de los genes surgidos del andlisis de las lecturas de expresion de los
genotipos Tanganyika USDA y OTA y su comparacion con los genes expresados previo y luego de la
polinizacion en arroz. +1, -1, 0 significa sobreexpresado, reprimido y expresado, respectivamente. El
fold change tomado para los sobreexpresados y reprimidos fue mayor y menor a 2 respectivamente y
el FDR menor a 0,05.
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Los 176 genes reprimidos en el transcriptoma apomictico y sobreexpresados o expresados
en alguno de los estadios de arroz fueron especialmente analizados ya que podrian ser el
sustento de la hipotesis que en los genotipos apomicticos las vias sexuales son reprimidas.
De esta manera, para dilucidar si la expresion de estos genes resultaba o no especifica de
cada etapa del desarrollo, se graficaron los datos obtenidos en un diagrama de Venn
(Figura 2.20). Asi, se encontré que dos, cinco y cuatro genes se encontraban reprimidos en
la ovocélula, célula regenerativa y vegetativa del polen, respectivamente, mientras que en
los estadios post polinizacion no hay genes expresados especificamente. Para poder
determinar cuales podrian ser los efectos de la represion de estos genes se buscé en la
literatura aquellos trabajos donde fueron mutados o silenciados para discutir su posible rol

en E. curvula.

. Victoria
Estadio 1 X
1 119 50
Ovocélula -1 64 107
0 67 29
1 67 61
Regenerativa -1 76 35
0 107 90
1 80 114
Vegetativa -1 126 62
0 123 64
Polinizacion
1 3 8
2.5 HLP -1 4 2
0 77 76
1 21 16
5HLP -1 33 36
0 30 34
1 33 21
9 HLP -1 23 46
0 28 19

Tabla 2.7: Numero de genes de Victoria ortélogos a los reportados en los distintos estadios
reproductivos de O. sativa. Estos genes corresponden a los 256 y 184 genes de la Figura 2.19.
Como se puede observar el mismo gen aparece en mas de un estadio. 1=sobre expresado, -1=
reprimido, 0= sin expresion diferencial, HLP= horas luego de la polinizacién.
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Figura 2.20: Distribucion de los 176 genes reprimidos en en apomixis y no expresados
diferencialmente o sobreexpresados en los transcriptomas de arroz previo (ovocélula, célula
regenrativa y célula vegetativa) y posterior a la fertilizacién 2.5, 5 y 9 horas luego de la polinizacion
(HLP)).

Los dos genes sobreexpresados en la ovocélula de arroz (reprimidos en apomixis en E.
curvula) fueron 26S proteasome regulatory subunit 6 (RPN6) correspondiente a la accesion
de NCBI de Victoria EJBO5 00524 y L-ascorbate peroxidase 4 (APx4) correspondiente a
EJBO5 47722 (Tabla 2.8). Existen estudios que indican que RPN6 se expresa en un
complejo junto con RPN5, RPN8 y RPN11 (Fu et al., 2001) y que este complejo es esencial
para la gametogénesis y el desarrollo esporofitico. La mutacién del gen RPN5 produce
fenotipos estériles, sin embargo la autopolinizacién de estos individuos produce genotipos
fértiles pero con un marcado asincronismo entre los individuos wild-type y las
autopolinizadas, por ejemplo, cuando las plantas wild-type alcanzan estadio de corazoén
temprano las plantas mutantes se encuentran todavia en estadio globular (Book et al.,
2009). El otro gen presente en la ovocélula, APx4, no ha sido caracterizado individualmente
pero la mutacion de su proteina chaperona ankyrin repeat-containing protein 2a (AKR2A)
produce una reduccion significativa en su expresion y el silenciamiento de este gen a través
de mutantes y RNAIi produce un marcado retraso de la floracion y una pérdida total de la
produccion de semillas (Shen et al., 2010) (Tabla 2.8).
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Los cinco genes detectados especificamente en la célula regenerativa del polen fueron:
LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase (EJB05_31266), phosphatidylinositol-
phospholipase C2 (EJB05_00114), Galactokinase (EJB05_03325), Mediator of RNA
polymerase |l transcription subunit 17 (EJBO05_31980) y UDP-glucose 4-epimerase 3
(EJB0O5_42263) (Tabla 2.8).

El silenciamiento de LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase (RGF1) causa que la
expresion de Plethora 1 y Plethora 2 (PLT1 y PLT2, de la familia de BBM) sea indetectable
(Ou et al., 2016). Si bien estos genes hasta hace poco tiempo eran estudiados asociados al
tejido radicular (Aida et al., 2004, Du et al., 2017), recientemente se encontré que un
miembro de esta familia, BBM1 (tabien llamado PLT6) produce partenogénesis cuando es
expresado ectopicamente en el 6vulo, actuando el polen como gatillo natural de este gen
(Khanday et al., 2019). La mutacién de los genes PLT1 y PLT2 produce anormalidades
principalmente en el nimero de células y en la organizacion final del embrion por cambios

en el alargamiento y la division celular (Horstman et al., 2014, Aida et al., 2004).

El gen phosphatidylinositol-phospholipase C2 (PLC2) también tiene un rol importante en el
desarrollo reproductivo, especialmente durante la megagametogénesis y el desarrollo del
embridn, donde se lo encontré activamente expresado en Arabidopsis (Di Fino et al., 2017).
Este gen es requerido para la progresién normal de la mitosis en los primeros estadios de la
formacion del gametdfito femenino y también para la normal division celular luego de la
fertilizacion del polen. Otros estudios encontraron ademas que afecta la germinacion del
polen (Li et al., 2015).

Otro gen que ha sido encontrado activamente expresado durante la floracion es
Galactokinase (Yang et ak., 2009), que si bien se ha silenciado no se ha estudiado

especificamente en los estadios reproductivos (Egert et al., 2012).

Mediator RNA polymerase |l transcription subunit 17 (MED17) es un gen implicado en el
cambio de la fase vegetativa a reproductiva y actia como mediador para la sintesis de
mMiRNA y secuencias largas no codificantes (Zhang et al 2018). Si bien la regulacién de las
vias reproductiva por medio de secuencias no codificantes no esta dilucidada, esta
comprobado que tanto los miRNA como las secuencias largas no codificantes tienen un rol
activo (Ochogavia et al., 2018, Garbus et al., 2019), con lo cual, MED17 podria tener un rol

importante en la regulacion de los mecanismos reproductivos.

Finalmente el gen UDP-glucose 4-epimerase 3 (UGE3) esta relacionado al desarrollo del
polen y la semilla post embriogénesis. En plantas con este gen mutado se encontré que el

polen esti severamente afectado provocando esterilidad masculina (Rosti et al., 2007).
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Dentro de los genes reprimidos en apomixis y expresados en sexualidad en la célula
vegetativa se encontraron: EJB05_14522, Phosphatidylinositol 4-kinase gamma 4
(EJBO5_48586), Clathrin heavy chain 1 (EJB05_53329) y Cation/H(+) antiporter 15
(EJB05_53831) (Tabla 2.8).

Clathrin heavy chain 1 (CHC1) es un gen vinculado a la endocitosis y al transporte de
auxina a los distintos érganos de la planta. Uno de los fenotipos observados en plantas con
este gen mutado fue divisién celular aberrante en la parte basal de los embriones y

anomalias en la distribucion de las auxinas en el embrion (Kitakura et al., 2011).

El gen Phosphatidylinositol 4-kinase gamma 4 (PIK4) est4 vinculado a la formacion del
polen y su mutacién produce una disminucion significativa del nimero de granos de polen y
consecuentemente menor nimero de semillas. Sin embargo se observé que la meiosis de

en estados iniciales de la formacion del polen no es afectada (Alves-Ferreira et al., 2007).

Cation/H(+) antiporter 15 (CHX15) es un gen de la familia CHX la cual forma un complejo
entre todos sus integrantes que esta asociado a la formacién y del polen y del tubo polinico.
CHX15 esta particularmente involucrado en el intercambio catiénico en el polen tricelular
(polen maduro) (Sze et al., 2004). Recientemente se demostré también que cuando algunos
genes de esta familia son mutados cambia la expresion de todos sus integrantes, se
produce la germinacion del polen pero solo la mitad de los évulos es fertilizada y se produce
un patron donde solo es fertilizada la célula polar (como ocurre en apomixis) o la ovocélula

pero no las dos (Padmanaban et al., 2017).

El ultimo de los genes encontrado reprimido en apomixis y sobreexpresado en célula
vegetativa de los individuos sexuales fue succinate dehydrogenase 1 (SDH1). El
silenciamiento de este gen por medio de mutaciones y RNAIi produce cambios en la
segregacion indicando defectos gametofiticos masculinos y femeninos. En el évulo los
mutantes presentan dos tipos de fenotipos, uno en el cual el saco embrionario es arrestado
en el estadio binucleado y otro en el cual el polo nuclear no se fusiona. Por otro lado, el
polen se ve severamente afectado, ya que solo el 50% de los granos resultan viables (Le6n
et al 2007).
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Ubicacién en Oryza Accesion Nombre Nombre del gen
corto
. EJBO5 00524 | RPN6 26S proteasome regulatory subunit RPN6
Ovocélula

EJBO5_47722 | APx4 L-ascorbate peroxidase 4
EJBO5 00114 |PLC2 phosphatidylinositol-phospholipase C2
EJB05_03325 |GATK Galactokinase

Célularegenrativa | EJB05 31266 |RGF1 LRR receptor-like serine/threonine-protein kinase
EJBO5 31980 | MED17 Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 17
EJBO5 42263 | UGE3 UDP-glucose 4-epimerase
EJBO5 14522 | SDH1 succinate dehydrogenase 1

. . EJBO5_ 48586 | PIK4 Phosphatidylinositol 4-kinase gamma 4
Célula vegetativa

EJB05_53329 |CHC Clathrin heavy chain 1
EJBO5 53831 | CHX15 Cation/H(+) antiporter 15

Tabla 2.8: Genes que se encontraron reprimidos en el genotipo apomictico de E. curvula y no
mostraron expresion diferencial o estuvieron sobreexpresados en los transcriptomas de arroz en la
ovocélula, célula regenerativa y célula vegetativa.
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Discusion

La caracterizacion de genes relacionados especificamente con el desarrollo de embriones
apomicticos tiene una relacién muy estrecha con las vias sexuales, probablemente porque
muchos de los componentes de sus vias son comunes, por lo que se cree que posiblemente
el desarrollo apomictico haya surgido como una variante del sexual (Grossniklaus 2001,
Koltunow and Grossniklaus, 2003, Hojsgaard 2020). Aunque la herencia de la apomixis
puede ser explicada por la genética mendeliana, también han sido descriptas interacciones
epistaticas, componentes que son expresados esporofitica 0 gametofiticamente, presencia
de modificadores, distorsiones en la segregacion y supresion de la recombinacion,
complejizando el estudio de su regulacién y de su base genética (Ozias-Akins y van Dijk
2007). El desarrollo de los sacos apomicticos es el resultado de numerosas regulaciones
finamente orquestadas espacial y temporalmente (Grimanelli., 2012, Khanday et al., 2019).
Sin embargo, los posibles mecanismos que desregulan la sexualidad para el surgimiento del
desarrollo apomictico no se conocen y son ampliamente especulativos en la mayoria de los
casos. Dentro de estos mecanismo se incluyen: la poliploidizacién (Carman 2001),
hibridacion (Asker y Jerling 1992, Hojsgaard et al., 2014, Koch et al., 2003) y regulaciones
epigenéticas involucradas en el silenciamiento (Grimanelli, 2012, Garbus et al., 2019,
Amiteye et al., 2013), entre otros. En las ultimas décadas, los resultados logrados utilizando
modelos de plantas sexuales han resultado sumamente fructiferos, develando aspectos
claves en el control molecular y el desarrollo apomictico dentro de los cuales se incluyen el
control epigenético (Grimanelli et al., 2012) y regulacién transcripcional de la partenogénesis
(Conner et al.,, 2017; Anderson et al., 2017). Por otro lado se pudo obtener cultivos
apomicticos sintéticos a través de ingenieria genética demostrando que, aunque en muchos
de los casos la eficiencia no es alta, es sumamente factible la transformacién de especies

sexuales en apomicticas (Khanday et al., 2019).

El uso de varias estrategias de secuenciacion de ADN gendmico de ultima generacion,
combinado con el uso de programas especificos para su ensamblado, permitieron obtener
en esta Tesis el primer genoma de la especie E. curvula. Dentro de los motivos que llevaron
a la eleccioén del cultivar sexual Victoria (2n=2x=20) como el primero de la especie en ser
secuenciado se puede mencionar su origen, dado que se obtuvo a partir del cultivo de
inflorescencias de un cultivar tetraploide apomictico facultativo y la menor complejidad de su
genoma con respecto a los cultivares poliploides. Ademas, actualmente es aceptado que

solo a través del conocimiento de la sexualidad podra determinarse cuales son los
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mecanismos que provocan su desregulacion (Hojsgaard et al., 2020, Grossniklaus, 2001).
Por estos motivos, la secuenciacion y ensamblado de un genotipo sexual diploide de E.
curvula es sumamente conveniente ya que la disminucion de su complejidad favorece la
obtencion de ensamblados de mayor calidad mientras que su naturaleza sexual ofrece una
referencia para luego ser contrastado con genotipos poliploides apomicticos los cuales

contienen los genes y/o regiones condicionantes de la apomixis.

Uno de los desarrollos tecnolégicos mas recientes para obtener genomas a escala
cromosomica es ligacién por proximidad utilizada por las técnicas de Chicago y Hi-C. La
combinacion de estas tecnologias con lecturas de gran longitud como las de PacBio
permitié obtener un ensamblado final de 602.432.814 pb distribuidas en 1.143 contigs. De
los 10 cromosomas de E. curvula, 7 han sido ensamblados en un solo fragmento mientras
gue los otros 3 se encuentran en dos fragmentos cada uno. EI N50 final conseguido con la
integracion de todas las tecnologias fue de 43 Mb lo cual indica el alto grado de contigliidad
del genoma obtenido. En el ensamblado del genoma de Durio zibethinus (~738 Mb),
especie en la que se ha recurrido a la misma estrategia de secuenciacion, se obtuvo un N50
de 22,7 Mb (Teh et al, 2017), aproximadamente la mitad que en Victoria, reflejando que aqui
se ha logrado optimizar el rendimiento de los programas de ensamblado disponibles. En
otros proyectos como el de Chenopodium quinoa (1.45Gb) (Jarvis et al., 2017), M.
truncatula (465 Mb) (Zou et al., 2018) y Arabis alpine (370 Mb) (Jiao et al., 2017) utilizando
otras metodologias de secuenciacion como mapeo 6ptico y Hi-C se obtuvieron valores de
N50 de 3,84 Mb, 12,5Mb y 31 Mb, respectivamente. Todos estos resultados reflejan la
complejidad de obtener un genoma de alta calidad, incluso combinando tecnologias y, como
guedo evidenciado en el ensamblado de E. curvula, lo poderoso que resulta la union de las

tecnologias PacBio, Chicago y Hi-C.

El ensamblado de Victoria cubrié alrededor del 97% de la longitud en pb estimada de
genoma y contiene 95,5% de los marcadores DArT, sugiriendo que el genoma esta
practicamente completo. Ademas, fueron anotados 56.469 genes, pudiéndose identificar el
96,4% de los genes BUSCO completos, de los cuales el 16,1% estuvieron duplicados. Este
namero de genes duplicados junto con la cantidad de genes, la cual pareciera estar
sobreestimada comparada con especies cercanas (E. tef 2n=4x=40, 68.255 genes), nos da
una idea de la redundancia de del genoma, es decir existen regiones que no pudieron ser
colapsadas para formar el genoma haploide. El principal motivo por el cual no se colapsaron
completamente los haplotipos del genoma diploide de Victoria es su nivel de
heterocigosidad. Victoria proviene de cultivo de inflorescencias in vitro de un genotipo
tetraploide muy poco domesticado (Cardone et al., 2006), por lo tanto se espera que el nivel

de heterocigosidad sea alto. Por otro lado, la autoincompatibilidad de este genotipo no
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permite obtener homocigosis por autocruzamiento. Las métricas cualitativas y cuantitativas
de este genoma permitieron que fuera seleccionado para estar en la plataforma ensembl

(https://plants.ensembl.org/Eragrostis_curvula) la cual solo publica genomas de alta calidad.

El tipo y cantidad de elementos repetitivos varia segun la especie, su nimero esta asociado
al tamafio de los genomas y a la complejidad intrinseca de cada especie (Dubin et al.,
2018). El 28% del ensamblado del genoma de Victoria estuvo cubierto por elementos
repetitivos un valor muy similar al reportado en E. tef (27.46%)(Vanburen et al., 2020). Por
otro lado este numero fue menor al obtenido en los genomas de S. italica (46%) (Zhang et
al., 2012), S. bicolor (62%) (Paterson et al., 2012) y Z. mays (66%) (Jiao et al., 2017)

Este ensamblado ademés permitié determinar la ubicacién evolutiva de E. curvula dentro de
la familia Chloridoideae y sirvié de referencia para el disefio de primers de SSR para poder
determinar la cercania evolutiva entre los diferentes genotipos de la especie. Ademas se
pudieron identificar 74 factores de trascripcion WRKY los cuales pudieron ser clasificados
en tres grupos principales y cinco subgrupos basados en la clasificacion propuesta por otros
autores (Eulgem et al., 2007). La identificacion, clasificacion y caracterizacion de esta
familia constituye un paso muy importante para poder dilucidar las bases moleculares de la
tolerancia al estres por sequia de esta especie ya que permitiran determinar en trabajos de

expresion su rol especifico en esta caracteristica tan importante.

Una de las principales limitantes de E. curvula como fuente de forraje es su baja
digestibilidad, una caracteristica que ha podido ser mejorada exitosamente modificando el
contenido relativo de lignina por medio de ingenieria genética en Paspalum dilatatum,
(Giordano et al., 2014). Las enzimas CSE | y CSE Il han sido estudiadas por su importancia
en las vias de sintesis de ligninas (Vanholme et al., 2013, Ha et al.,, 2016), ya que su
silenciamiento ha demostrado que disminuye el contenido de este polimero. La clase Il de
esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en todas las especies vegetales mientras
gue la clase | ha sido identificada solo en algunos grupos. De esta manera, se comprobd
gue E. curvula al igual que en E. tef y O. thomaeum contiene ambos tipos de enzimas

siendo un potencial blanco para programas de mejoramiento de la especie.

Utilizando trabajos de transcriptomica de la especie y de O. sativa se pudieron encontrar
genes candidatos para la regulacién de la apomixis. Los genes reprimidos en sexualidad
fueron principalmente investigados. Asi se encontré una variedad de genes de los cuales
algunos esta implicados directamente en procesos similares a los que acurren en genotipos
apomicticos, como por ejemplo, CHX15 relacionado la fecundacion de un solo nucleo
(Padmanaban et al., 2017).y RGF1 el cual regula directamente PLT1 y PLT2 que participan

en la organizacion celular del évulo (Ou et al., 2016). Este andlisis fue hecho solo sobre
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genes especificos de la ovocélula, la célula regenerativa y la célula vegetativa del polen, lo
gue no implica que algunos genes que actian en mdultiples estadios tengan funciones
importantes en apomixis. Por otro lado, solo se tuvieron en cuenta los genes reprimidos en
apomixis y con una condicién diferente en arroz (sobreexpresados o0 no expresados
diferencialmente) debido a que los genes sobreexpresados para la apomixis podran ser
analizados en genotipos apomicticos utilizando otras estrategias.

Finalmente, este genoma sera utilizado para su comparacion con genomas apomicticos
para poder determinar si existen regiones condicionantes de la apomixis que se encuentran
presentes solo en los genotipos con este caracter. En conclusion, utilizando diferentes
tecnologias para ensamblar y validar el genoma de E. curvula se ha hecho un notable
avance en su caracterizacion. Este ensamblado ademas constituye una valiosa herramienta
para la buasqueda, validacién y caracterizaciébn de genes para el estudio de diferentes

caracteristicas como la tolerancia a distintos estreses abi6ticos y la calidad forrajera.
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Capitulo 2: Secuenciaciéon y ensamblado de los genotipos
apomicticos de E. curvula Don Walter y Tanganyika INTA

Introduccion

La disminucién de los costos de secuenciacién debido al desarrollo de nuevas tecnologias
llevd en una revoluciéon en cuanto a la secuenciacion de especies vegetales, pasando de
solo estar secuenciada Arabidopsis thaliana en el 2000 (Kaul et al., 2000) a encontrarse en
la actualidad (Agosto 2020) 484 genomas secuenciados de los cuales 55 corresponden a

gramineas (https://www.plabipd.de). Los genomas de las especies vegetales representan

desafios mayores que otras especies, en primer lugar por el alto contenido de elementos
repetitivos y en segundo lugar porque muchas de ellas tienen varios juegos de
cromosomas, es decir son poliploides. Sin embargo, incluso con estas complicaciones se
han podido secuenciar genomas de alta calidad gigantescos como el de Triticum aestivum
(2n=6x=42, ~17 Gb) (Alonge et al., 2020) y con altos niveles de ploidia como el de
Fragaria x ananassa (2n=8x=56, ~805 Mb) (Edger et al., 2019). Aunque las primeras
versiones de algunos de estos genomas fueron construidos a partir de secuencias cortas
(Clavijo et al., 2017), el desarrollo de la secuenciacion de ADN por medio de lecturas largas
simplific6 mucho su ensamblado, especialmente debido a la mayor posibilidad de poder
abarcar en una Unica read regiones con largas repeticiones. A pesar de todos estos
avances, existen algunas especies, denominadas comdunmente huérfanas, que tienen un
gran interés biolégico pero todavia no han sido secuenciadas (Tadele et al., 2019).
Eragrostis curvula es parte de este grupo debido a que, aunque que existe un genoma de
alta calidad (Capitulo 1, Carballo et al., 2019), por tratarse de un cultivar diploide no esta

presente la region de la apomixis, la caracteristica de mayor interés en la especie

Eragrostis curvula es una especie forrajera graminea que forma un complejo agamico con
genotipos desde 2x hasta 8x, de estos, los diploides y tetraploides han sido los mas
estudiados (Cardone et al., 2006, Cervigni et al., 2008, Selva et al. 2017, Garbus et al.,
2017). Hasta 1971 se creia que todos los genotipos de E. curvula eran tetraploides y se
reproducian por apomixis diplosporicas, pero el hallazgo de genotipos diploides en Africa no
solo demostrdé que existe variabilidad cromosémica, si no también que estos individuos
diploides son siempre sexuales (Voigt et al., 1971, Voigt y Bashaw 1972). Dentro de los
genotipos diploides, el cultivar sexual Victoria es en el que centramos la atencion debido a
gue fue obtenido en nuestro laboratorio a partir del cultivar apomictico Tanganyika INTA por
medio de cultivo de inflorescencias in vitro (Cardone et al., 2006, Carballo et al., 2019). Un

poco mas adelante se descubriria que ademas existen genotipos tetraploides en los cuales
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conviven sacos apomicticos y sexuales en la misma planta, denominados apomicticos
facultativos (Voigt y Bashaw, 1976). Finalmente, con el registro del cultivar OTA (Voigt,
1976) se demostré la presencia de genotipos tetraploides con el 100% de los sacos
sexuales. Esta variabilidad de modos reproductivos fue recientemente evaluada con la
cruza del cultivar OTA con Don Walter, resultando la progenie en genotipos sexuales,
apomicticos obligados y apomicticos facultativos (Zappacosta et al., 2019). Es importante
remarcar que de los genotipos tetraploides, el cultivar apomictico facultativo Don Walter ha
sido el Unico capaz de poder polinizar a un genotipo 100% sexual, por lo que ultimamente
se le ha dado mayor importancia dentro de este complejo. Tanto el tipo de segregacion del
modo reproductivo como los marcadores ligados a la apomixis encontrados en este ultimo
trabajo indicarian que existe una region que controla la apomixis en E. curvula de la misma
manera que sucede con Pennisetum y Cechrus (Conner et al., 2008). Esta combinacion de
distintos modos reproductivos con la misma ploidia en una sola especie convierten a E.
curvula en un modelo ideal para estudiar la apomixis diplospérica. Todo indicaria que los
organismos tetraploides de E. curvula al igual E. tef serian alotetraploides, el Unico estudio
cromosOomico, aunque no es concluyente, lo clasifica como alotetraploide segmental
(Poverene 1988).

Aunque se han hecho algunos avances para transferir la apomixis a plantas sexuales
(Khanday et al., 2019, Wang et al., 2020, D'Erfurth et al., 2009), no se conocen exactamente
ni los mecanismos ni las bases moleculares de ninguno de sus componentes (i.e.,
apomeiosis, partenogénesis, pseudogamia). Se cree que serian unos pocos los genes que
regulan la apomixis o desregulan la sexualidad (Voigt y Bashaw, 1976, Asker y Jerling,
1992, Koltunow et al.,, 1995), sin embargo ninguno de los genes/regiones candidatos
surgido de cientos de trabajos de investigacion ha sido la clave para poder distinguir las
diferencias entre las vias sexuales y apomicticas. La secuenciacion de organismos
apomicticos y su comparacidn con genotipos de la misma especie con modo de
reproduccidn sexual podria ser una nueva forma de abordar el problema. La secuenciaciéon
de el genotipo sexual del Capitulo 1, junto con el mapa de ligamiento previamente obtenido
(Zappacosta et al.,, 2019) seran utilizadas como complemento a secuenciaciones de
genomas de apomicticos de E. curvula para poder detectar los genes y/o regiones que

responsables de la regulacion del modo reproductivo.
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Materiales y métodos

Material Vegetal y extraccion

Los materiales utilizados para extraer el ADN fueron los genotipos apomicticos facultativos
Don Walter y Tanganyika INTA (2n=4x=40). Don Walter fue seleccionado porque es el
padre de una poblacién de mapeo recientemente obtenida en el laboratorio (Zappacosta et
al., 2019). Por otra parte, la eleccién de Tanganyika INTA se debié a que es el material que

le dio origen al genotipo diploide Victoria previamente secuenciado.

La extraccion de ADN del cultivar Tanganyika INTA se llevé a cabo con el método CTAB
(Meier et al 2011). Para el cultivar Don Walter se tomaron dos muestras que fueron
extraidas en distintos laboratorios, una en CERZOS-CONICET en Bahia Blanca, Argentina
y otra NIAB-EMR en Reino Unido. La primera se realizé también por el método de CTAB
teniendo en cuenta los pasos criticos para obtener fragmentos largos mientras que la
segunda utiliz6 un protocolo optimizado para la obtencion de fragmentos de ADN largos

(Schalamun y Schwessinger, 2016)

Secuenciacion

La secuenciacion del cultivar Don Walter se realizé por medio de dos bibliotecas, la primera
fue realizada en la Universidad de Liverpool en Reino Unido utilizando la plataforma
Chromium 10x genomics. De esta manera 1 ng de ADN fue introducido en “Chromium
controller Chip” junto con los reactivos siguiendo las instrucciones del fabricante

(https://support.10xgenomics.com/de-novo-assembly/library-prep/doc/user-guide-chromium-

genome-reagent-kit-vl-chemistry). Brevemente, a cada fragmento de ADN se le unieron

“barcodes” (secuencias Unicas de 16 bases) junto con adaptadores de secuenciacién que
son retenidos al fragmento en una emulsion denominada GEM (Gel Bead in Emulsion). A
cada fragmento que ingresé a una GEM se le une mas de un barcode con la misma
secuencia, gue luego son secuenciados con una plataforma lllumina HiSeq X pair end 2x150
pb. De esta forma esta tecnologia produce lecturas cortas pero los barcodes permiten

detectar de qué molécula proviene cada read.

La segunda libreria fue secuenciada en el instituto NIAB en East Malling en Reino Unido
con la tecnologia Oxford Nanopore. El tipo de libreria utilizada para esta secuenciacion fue

1D que a pesar de tener mayor tasa de error el rendimiento aumenta significativamente. La
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biblioteca se preparé sobre los 50ng de ADN extraidos que luego fue secuenciados en la
plataforma Gridlon (Schalamun et al., 2017).

La secuenciacion del cultivar Tanganyika INTA fue realizada en INDEAR (Rosario, Santa
Fe, Argentina) con la plataforma lllumina Hiseq 1500 pair-end 2x250. La cuantificacién de la
muestra de ADN para la preparacién de la libreria Nextera DNA se realiz6 con Quant-iT
PicoGreen® DNA Assay Kit (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones detalladas por el
fabricante. Para la preparacion de las bibliotecas se parti6 de 50 ng de ADN purificado,
normalizado a 2,5 ng/ul. Se realizaron las etapas de tagmentacién del ADN, purificacion,
ligacién de adaptadores y amplificacion de los fragmentos obtenidos y finalmente se realizo
una altima purificacion previa a la secuenciacion
(https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/nextera_dna_Kkit.html Nextera®
DNA Library Prep Reference Guide).

Citometria de Flujo

La determinacion del tamafio de los genomas estudiados se realizé por medio de un analisis
de citometria de flujo en el INTA Castelar. Para realizar este estudio se enviaron al
laboratorio semillas de cada cultivar que fueron germinadas para el aislamiento y tinciéon con
loduro de propidio de los nucleos de células de tejido de hoja fresco (Galbraith et al., 1983).
Esta solucion es introducida en el citometro de flujo el cual mide la fluorescencia que puede
ser extrapolada a pares de bases utilizando en la misma corrida un patrén con el tamafio de
genoma conocido, en este caso se utilizé el Secale cereale que tiene un genoma de 7.917
Mb.

Ensamblado

En el caso del genotipo Don Walter, las lecturas obtenidas de Chromium 10X fueron
ensambladas con el software supernova (Weisenfeld et al., 2017), Unica opcién para
ensamblar de novo secuencias conseguidas con esta tecnologia. Luego las lecturas
obtenidas a través de Oxford Nanopore fueron integradas al ensamblado de supernova con
el software DBG20OLC (Ye et al., 2016), explorando distintos parametros. Este ensamblado
fue pulido con una iteracion de racon (Vaser et al., 2017) utilizando las lecturas largas de
Oxford Nanopore y dos iteraciones de Pilon utilizando las lecturas de la secuenciacién de
Chromium 10X. Estos programas permiten alinear las lecturas al ensamblado y determinar

la base que se presenta con mayor frecuencia en cada posicion.
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Para el ensamblado de las lecturas cortas de Tanganyika INTA se probaron los programas
Masurca (Zimin et al., 2013) y Spades (Bankevich et al., 2012) encontrando mejores

resultados con el primero.

La calidad de ambos genomas ensamblados fue evaluada por medio de los siguientes
parametros: N50, numero de contigs, longitud final y nUmero de genes BUSCO completos
(Seppey et al., 2019).

Anotacion de elementos repetitivos

La anotacion de elementos repetitivos se realiz6 por medio de una combinacion de
programas. Para todos ellos la entrada fueron las secuencias de los distintos ensamblados
solo con los SSR enmascarados por el programa GMATA (Wang y Wang et al., 2016).
Luego para detectar los LTR se utiliz6 LTRharvest (Ellinghaus et al., 2008) y LTR_retriever
(Ou et al., 2018), para los helitrones HelitronScanner (Xiong et al., 2014) y para los MITE
mitehunter (Han et al., 2010). Finalmente, se construyé una biblioteca con todas estas
estructuras y, junto con los contigs de los ensamblados finales, se corrié el programa
RepeatMasker (Smit et al., 2013) para realizar una busqueda basada en homologia con la
base de datos repbase 23 (Bao et al., 2015).

Anotacion de genes

La anotacién de los genes de los genomas de Tanganyika INTA y Don Walter se hizo sobre
la salida del programa LTR_retriever. La busqueda de los genes se realizé con el software
MAKER (Campbell et al., 2014) al igual que en el genoma de Victoria (ver materiales y
métodos capitulo 1). A diferencia del genoma diploide, en este caso se contaron con
ensamblados transcriptdmicos de 17 cultivares de E. curvula provistos por el grupo de
investigacion de Dr. Matthew Moscou del laboratorio de Sainsbury en Norwich, Reino Unido
(Datos no publicados). Ademas se utilizaron transcriptomas previamente secuenciados de
distintos érganos y cultivares de E. curvula (Garbus et al., 2019, Cervigni et al., 2008) y
proteinas de E. tef (Cannarozzi et al., 2014), Setaria italica (Zhang et al., 2012), Sorghum
bicolor (Paterson et al., 2009) y Z. mays (Jiao et al., 2017). Para el modelado Ab initio se
utilizaron los programas Augustus (Stanke et al., 2006) y SNAP (Johnson et al., 2008)
entrenados con los genes BUSCO. Luego de las tres iteraciones de MAKER los genes
fueron alineados a la libreria de elementos repetitivos creada en el paso anterior mediante
el software Exonerate (Slater et al., 2005) y se descartaron aquellos genes con cobertura <

75% e identidad < 95%. Por dltimo, la los genes restantes fueron alineados con BLAST
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(Altschul et al., 1990) a la base de datos TREMBL (https://www.uniprot.org/) para asignarles

una funcion o descripcion.

Analisis filogenético de la subfamilia Chloridoideae

Utilizando el programa OrthoFinder (Emms et al., 2015) se detectaron los grupos de genes
ortélogos presentes en los genomas disponibles de la subfamilia de las Chloridoideae. De
esta manera los cultivares de E. curvula secuenciados en esta Tesis, Victoria, Don Walter y
Tanganyika INTA junto con E. tef (VanBuren et al., 2020), E. nindensis (Pardo et al., 2020),
O. thomaeum (VanBuren et al., 2015), Zoysia japonica (Tanaka et al., 2016) y Z. mays (Jiao
et al., 2017) como outgroup fueron analizados para construir el arbol filogenético. Con el fin
de incorporar otros cultivares de E. curvula se ensamblaron por separado los transcriptomas
de OTA (100% sexual) y Tanganyika USDA (100% apomictico) previamente secuenciados
(Garbus et al., 2017) utilizando el programa Trinity (Haas et al., 2013) con los parametros
por default. Los transcriptos de cada uno de los cultivares fueron traducidos a proteinas por
medio del protocolo por homologia del programa TransDecoder (Haas et al., 2013) y se
agregaron al analisis de OrthoFinder. Por ultimo, se construyd un arbol filogenético
mediante el método de Maximum likelihood con el alineamiento provisto por OrthoFinder y

se analizé la distancia filogenética entre todas las especies y cultivares.

Andlisis comparativo de los cultivares de E. curvula y la region ligada a la

apomixis

El mapa de ligamiento de la especie E. curvula (Zappacosta et al., 2019) surgié del
cruzamiento de el genotipo Don Walter y OTA, es decir, un genotipo apomictico facultativo y
un genotipo sexual. En el mapa de ligamiento de Don Walter se descubrié dentro del grupo
de ligamiento 3 una region ligada a apomixis sin recombinacion. Esta regién esta
determinada por cuatro marcadores de 60 pb, los cuales fueron alineados con el programa
BLAST (Altschul et al., 1990) a todos los genomas. Utilizando como referencia el genoma
de Victoria el cual tiene mayor contigliidad se realiz6 un andlisis comparativo de sintenia
dentro de la regién utilizando el software jcvi (Tang et al., 2008). Asi, se alinearon los
genomas de Don Walter y Tanganyika INTA con Victoria, identificando bloques sinténicos
con mas de dos genes por medio del programa LAST (Kietbasa et al., 2011). Luego se
filtraron los contigs que alinearon en la regiébn donde se encuentran los marcadores en

Victoria y se determinaron todos los contigs sinténicos entre los tres genomas en la region.
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Finalmente dentro de estos contigs se analizaron los genes sinténicos y no sinténicos, ya
gue en muchos casos una parte del contig fue sinténica y la otra no.

Para determinar la relacién de estos genes con el modo reproductivo se llevo a cabo, al
igual que en el Capitulo 1, un analisis de expresion diferencial de los genes anotados en
Don Walter y en Tanganyika INTA. Para ello se tomaron las lecturas previamente
secuenciadas de un cultivar 100% apomictico y un cultivar 100% sexual (Garbus et al.,
2017) y se mapearon a cada uno de los genomas con el software Hisat2 (Kim et al., 2016).
Luego se filtraron con los paquetes de R “GenomicFeatures” y "GenomicAlignments"
(Lawrence et al. 2013) tomando en cuenta solo aquellas lecturas que alinearon con genes.
Finalmente por medio del programa EdgeR (Robinson et al., 2011) se normalizé la matriz
con las cuentas de lecturas mapeadas por gen y se realiz6 un andlisis de expresion
diferencial tomando como criterio para sobreexpresado y reprimido un fold change mayor y
menor a 2, respectivamente (equivalente a log fold change mayor y menor que 1) y un FDR

(tasa de falsos positivos) menor a 0,05 (Benjamini et al., 2000).

Los genes sobreexpresados y reprimidos para apomixis presentes dentro de la region
delimitada por los marcadores se alinearon con el programa BLAST (Altschul et al., 1990)
utilizando como referencia la base de datos UniProt. Aquellos genes con anotacion
funcional fueron investigados individualmente en la literatura para determinar su posible

funcién dentro de las vias reproductivas.
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Resultados

Tamafio gendémico y ploidia

Para la medicion del tamafio y la ploidia de los genomas de los cultivares Tanganyika INTA
y Don Walter se realiz6 un analisis de citometria de flujo. Esta técnica mide la fluorescencia
del loduro de propidio para estimar el contenido de ADN de los nucleos (mayor cantidad de
ADN mayor fluorescencia) de cada cultivar que al ser contrastados con Secale cereal, la
cual tiene un tamafio de genoma conocido (7.917 Mb), se puede determinar el tamafio del
genoma en pb de cada cultivar. Ademas, se incluyd en el andlisis a Victoria como
referencia, ya que es un genotipo diploide. De esta forma, se estim6 que el tamafio del
haploide de Victoria es de 604,3 Mb mientras que el tamafio haploide de los genomas
tetraploides fue 1.195,18 y 1.247,57 Mb para Don Walter y Tanganyika INTA
respectivamente. Ademas, la fluorescencia de los materiales tetraploides fue
aproximadamente el doble que el material diploide (Figura 3.1) dando ain mas evidencia

gue los cultivares Don Walter y Tanganyika INTA tienen el doble de ploidia que Victoria.
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Figura 3.1: Histogramas obtenidos del clitbmetro de flujo. El eje Y representa el nimero de ndcleos y
el eje X la fluorescencia del loduro de propidio para los nicleos. Se puede observar un mayor
fluorescencia de S. cereale lo cual era esperado ya que su genoma tiene 7.917 Mb. En el caso de los
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cultivares de E. curvula el tamafio se determind sobre el pico azul ya que el resto de los picos
corresponden a nicleos en activa division celular.

Secuenciacién y ensamblado

Don Walter

La extraccibn de ADN del cultivar apomictico facultativo Don Walter realizada en el
laboratorio de CERZOS-CONICET para la secuenciacién con Chromium 10x resulté en una
concentracion de 0,27 pg/ul y un tamafo de fragmento promedio de 34.368 pb (Figura 3.2).
Por otro lado, en la extraccién llevada a cabo en el laboratorio de NIAB EMR en Reino unido
se obtuvo una concentracion de 0,86 pg/pl y un tamafio de fragmento promedio superior a
60.000 pb, ideal para la secuenciacion de lecturas largas de Oxford Nanopore (Figura 3.3).
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Figura 3.2: Andlisis de calidad de la muestra ADN extraido para la secuenciacién con Chromium 10X
del cultivar Don Walter. En el eje y se encuentran las unidades de fluorescencia relativa (FU) y en el

x el tamafio de fragmento de ADN. LM (lower marker) y UM (upper marker) corresponden a
marcadores de 1 y 200.000 pb respectivamente.
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Figura 3.3: Andlisis de calidad de la muestra de ADN extraido para la secuenciacién con Oxford
Nanopore del cultivar Don Walter. En el eje y se encuentran las unidades de fluorescencia relativa
(FU) y en el x el tamafo de fragmento de ADN. Lower (lower marker) corresponde al marcador de

100 pb.

La secuenciacién del ADN obtenido del cultivar Don Walter por medio de la plataforma 10X
genomics resulté en 424.370.442 lecturas 2x150 pb, lo que corresponde a 106,09X de
cobertura del genoma haploide. Estas lecturas fueron ensambladas de novo con el software
supernova, que arroja como salida 3 archivos, llamados pseudohap, megabubbles y raw.
Estos archivos se diferencian en el grado de “haploidizacién”, es decir en el grado de
colapsado de los genomas halpoides, siendo mayor en pseudohap y menor en raw (Tabla
3.1). El ensamblado con mayor contigiidad fue, como era esperado, la version de
pseudohap con un N50 de 9.198 pb y 137.814 secuencias. Sin embargo, el resultado de
megabubbles fue muy parecido con un N50 de 8.480 pb y 153.492 secuencias y
superandolo en longitud con 833.56 Mb ensambladas. A pesar de tener una contigtidad
aceptable para el tipo de tecnologia utilizada, el porcentaje de genes BUSCO fue muy

pobre, llegando 67,4% de genes completos en el mejor de los casos (Tabla 3.1).

Raw Megabubbles | Pseudohap | Nanopore

770.857.453| 1.147.811.592

Longitud pb |3.210.254.314 | 833.562.730

N50 pb 2.994 8.480 0.198 224.390
Nro. contigs | 11.652.730 153.492 137.814 7542
Promedio pb 275.49 5430.65 5593.46 152189,28

BUSCO C:20% C:65,7% C:67,4 96,9%

Tabla 3.1: Métricas del ensamblado de Don Walter con el software Supernova y el ensamblado final
incorporando las lecturas de Nanopore con el software DBG20OLC. Longitud en pares de bases, N50
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en pares de bases, nimero final de contigs en cada ensamblado, longitud promedio de los contigs y
genes (C) completos BUSCO.

Para mejorar estos resultados, se secuencié una celda de Oxford Nanopore, resultando
1.864.546 lecturas equivalente a una cobertura de 9X. Estas secuencias se incorporaron al
ensamblado megabubbles de supernova con el software DBG20OLC (parametros:
AdaptiveTh=0.01 y MinOverlap = 40) resultando un N50 de 224.390 pb, 1.147,8 Mb de
longitud total y 7.542 contigs. Este ensamblado después de las rondas de pulido de racon
paso a tener el 80,7% de los genes completos BUSCO y luego de dos iteraciones de Pilon
(Walker et al., 2014) se obtuvo un 96,9%, de los de los cuales 60.8%, estan presentes en
una sola copia y 36.1% en mas de una. De esta manera todos los parametros evaluados
mejoraron notablemente con el agregado de solo una celda de Oxford Nanopore al

ensamblado de las lecturas de Chromium 10x.

Tanganyika INTA

La extraccion de ADN del cultivar apomictico Tanganyika INTA se realizé en el laboratorio
de CERZOS-CONICET. Para la preparacion de las bibliotecas se partido de 50 ng de ADN
purificado, normalizado a 2.5 ng/ul. Luego se llevé a cabo la tagmentacion, purificacion,
ligacién de adaptadores y amplificacion de los fragmentos ADN. Finalmente, para chequear
la calidad de la libreria final se corrid 1ul de la muestra en el 2100 Bioanalyzer (Agilent

Technologies), obteniendo un tamafio promedio de la genoteca de 767 bp (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Analisis de calidad de la muestra ADN extraido para la secuenciacion con lllumina del
cultivar Tanganyika INTA. En el eje y se encuentran las unidades de fluorescencia relativa (FU) y en
el x el tamafio de fragmento de ADN. Los dos marcadores en verde y violeta corresponden a 35 pb y
10380 pb, respectivamente.
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Este ADN fue secuenciado mediante la plataforma lllumina 2x250 pb, resultando
266.042.616 lecturas lo que representa 110,85X de cobertura del genoma haploide. El
ensamblado se realiz6 con el programa Masurca con la opcion AUTO k-mer activada
obteniendo 293.300 contigs con un N50 de 4.715 pb y una longitud total de 892.919.326 pb.
El porcentaje de genes BUSCO completo para este ensamblado fue 83.2% (46% en una
sola copia y 37,2% duplicados) mientras que el de fragmentados y perdidos fue de 7,8% y
9%, respectivamente. El porcentaje de genes BUSCO completos fue aceptable para un

genoma poliploide ensamblado solo con lecturas cortas.

Anotacion de elementos repetitivos

La anotacién de los elementos repetitivos en Don Walter a través de los distintos software
cubri6 en total 54,07% del genoma (Figura 3.4 A). Como era de esperarse los LTR-RT
resultaron mayoritarios con un 26,53%, de los cuales 20,27% fueron Gypsy y 6,1% Copia,
siendo la relacion Gypsy:Copia 3,32:1, menor que la relacion 4,3:1 encontrada en el
genoma de Victoria (Capitulo 1). Por otro lado, el genoma de Tanganyika INTA presenté un
54,96 % de elementos repetitivos (Figura 3.4 B) encontrandose una relacién entre los
elementos Gypsy:Copia de 3,06:1, similar al reportado en Don Walter. Este cambio en la
relacion Gypsy:Copia entre el genoma diploide y los tetraploides podria estar relacionado
con el aumento del contenido de elementos repetitivos cominmente observado en genomas
poliploides. Ademas en el genoma de Tanganyika INTA se encontré6 un 31,11% de
elementos sin clasificar, posiblemente debido a que grado de fragmentacién que presenta
este ensamblado no le permite determinar a los softwares a que clase pertenece cada

elemento.
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Figura 3.4: Distribucién porcentual de los principales elementos repetitivos encontrados en el genoma
de Don Walter (A) y de Tanganyika INTA (B). Los porcentajes representan la proporciéon de cada tipo
de elemento respecto del total cubierto en cada genoma, que es del 54,02% en Don Walter y 54,96%
en Tanganyika INTA.

Anotacion de genes

La anotacion de los genomas ensamblados de los cultivares tetraploides representa un
desafio tanto por su longitud, contenido de elementos repetitivos y grado de fragmentacion.
Sin embargo, los nuevos transcriptomas de E .curvula facilitados por el laboratorio
Sainsbury de Reino Unido, obtenidos a partir de 17 cultivares distintos, ayudaron en gran
medida a modelar los genes y obtener una anotaciéon de alta calidad. Al igual que en el
genoma de Victoria, se realizaron tres iteraciones por medio del programa MAKER, la
primera utilizando toda la informacién transcriptdmica disponible para la especie sumada a
proteinas de especies cercanas mientras que la segunda y la tercera se realizaron a través
de entrenamientos ab Initio para el modelado de genes. Como data set de entrenamiento
para este modelado se utilizaron las secuencias de los genes BUSCO identificadas en cada
genoma. Asi, en el genoma de Don Walter se anotaron 103.808 genes, aproximadamente el
doble que en el diploide Victoria. Se identificaron el 96,1% de los genes BUSCO, de los
cuales 56% estan en una sola copia y 40,1% en copias multiples, demostrando el efecto de
la ploidia sobre la anotacion. Ademas, el porcentaje de genes BUSCO fragmentados fue
2,2% y el de no encontrados 1,7% (Tabla 3.2). El genoma de Tanganyika INTA fue anotado
con el mismo método encontrdndose 142.275 genes. Este aumento en el nimero de genes
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respecto a Don Walter se debe principalmente al grado de fragmentacion de este genoma
donde se identific6 un porcentaje genes BUSCO fragmentados de 8,7%, superior a los
genes no encontrados que fue del 5,2%. Por otro lado los genes BUSCO completos fueron
86,1%, representando 46,9% los de copia unica y 39,2% los de mdltiple copia.

Numero de Longltu'd BUSCO
genes promedio
Victoria 56.469 1.424,03 pb | C:93.4%[S:65.3%,D:28.1%],F:1.7%,M:4.9%
Don Walter |  103.961 1.337,71 pb | C:96.1%[S:56.0%,D:40.1%],F:2.2%,M:1.7%
Tanl?\fi‘r”Awka 142.275 999,87 pb | C:86.1%[S:46.9%,D:39.2%],F:8.7%,M:5.2%

Tabla 3.2: Resultado de la anotacion de los genes de los cultivares de E. curvula secuenciados. La
longitud promedio de genes se encuentra en pares de bases (pb). Los genes BUSCO completos (C),
simple copia (S), multiple copia (D), fraccionados (F) y no encontrados (M) se expresan como
porcentaje respecto de los 1440 genes de referencia.

A continuacién, se utilizé el software OrthoFinder para determinar los genes ortélogos entre
los tres cultivares analizados, tomando como datos de entrada las proteinas anotadas en
cada genoma. De esta manera, se realizdé un analisis comparativo en el cual se graficaron
en un diagrama de Venn todos los genes comunes a los tres cultivares y aquellos
especificos de cada -cultivar (Figura 3.5). En este analisis se observé que el
aproximadamente el 90% de los genes de Victoria se encuentran en los demas cultivares, y
por otro lado que existe un alto nimero de genes especificos de los materiales tetraploides,
llegando a 30.085 en Don Walter y 41.602 en Tanganyika INTA, probablemente por el grado
de fraccionamiento de estos genomas. Finalmente se determiné que el namero total de
genes compartido entre todos los genomas fue de 132.956 representando el 43% del total

de genes anotados.
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Figura 3.5: Diagrama de Venn de los cultivares, Victoria, Don Walter y Tanganyika INTA con los
genes ortologos identificados en con el programa OrthoFinder. Los circulos laterales representan los
56.469, 103.961 y 142.275 genes compartidos y especificos de Victoria, Don Walter y Tanganyika
INTA respectivamente, mientras que el esquema central muestra las intersecciones considerada.

Analisis filogenético de la subfamilia Chloridoideae

Dentro de la subfamilia chloridoideae, en las familias poaceae hasta el momento fueron
secuenciados los genomas de las especies E. tef, E. nindensis, Z japonica, O. thomaeum y
los tres cultivares de E. curvula descriptos en esta Tesis: Victoria, Tanganyika INTA y Don
Walter. La anotacién de estas especies sumada a las 16.503 y 17.808 proteinas completas
identificadas en el ensamblado transcriptomico de Tanganyika USDA y OTA fueron
utilizadas como entrada del programa OrthoFinder. Asi se encontraron genes y grupos de
genes ortélogos (ortogrupos) entre las especies (Tabla 4 ANEXO). Los genes del cultivar
Victoria fueron mayormente encontrados en otras especies quedando sin asignar solo 6,4%
del total de los genes anotados. Por otro lado, los cultivares tetraploides Don Walter y
Tanganyika INTA tuvieron un alto porcentaje de genes sin asignar representando un 21%y
19,8%, respectivamente. Este alto porcentaje podria ser por la falta de clasificacion o la no

identificacion de proteinas asociadas elementos repetitivos (i.e., proteinas repetitivas



93

anotadas como genes) debido a la falta de contigtiidad de los genomas. Por otro lado se
espera que una parte de estos porcentajes sea real, ya que ambas especies tienen
caracteristicas que ninguno de los otros genomas anotados tiene.

Una de las ventajas de utilizar el software OrthoFinder es que en resultado final se puede
estimar los genes con baja cantidad de copias en todos los genomas y realizar un arbol
filogenético. De esta manera alineando 1.920 genes y utilizando Z. mays como outgroup se
construy6 el arbol filogenético de la subfamilia Chloridoideae con el método maximum
likelihood (Figura 3.6). Como era de esperarse, las especies de los géneros Oropetium y
Zoysia se agruparon en un clado separado del género Eragrostis. E. nindensis fue la
especie mas alejada del género Eragrostis separandose del clado donde se encuentran
todo el resto de las especies. Dentro de la especie E. curvula, los cultivares Victoria y
Tanganyika INTA se agruparon por el hecho de tener el mismo background genético. Luego
los mas cercanos a este grupo fueron Don Walter y OTA, los progenitores de la poblacion
de mapeo recientemente obtenida en nuestro laboratorio mientras que Tanganyika USDA
fue el mas alejado.
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Figura 3.6: Arbol filogenético realizado con el modelo maximum likelihood sobre las chloridoideae
incluyendo a Z. mays como outgroup. El &rbol fue realizado sobre 1920 genes presentes en todas las
especies. En verde se resaltan los cultivares pertenecientes a la especie E .curvula.

Analisis comparativo de los cultivares de E. curvula y la region ligada a la

apomixis

Para poder identificar genes condicionantes y/o regulatorios de la apomixis se compararon
los genomas de E. curvula secuenciados hasta el momento en la region especifica ligada a

la apomixis (Zappacosta et al., 2019). Esta region surgié del analisis la poblacion de 61
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individuos hibridos productos del cruzamiento de Don Walter, como dador de polen, y OTA
como receptor. Esta poblacion junto a sus padres fue genotipada por secuenciacion (GBS) y
sus marcadores de 60 pb fueron utilizados para realizar el mapa de ligamiento de Don
Walter y OTA. Dentro del grupo de ligamiento 3 en el mapa de ligamiento de Don Walter se
encontraron cuatro marcadores ligados al caracter de la apomixis los cuales fueron
mapeados en todos los genomas. Los cuatro marcadores llamados TP79423, TP107627,
TP135456 y TP95591 alinearon en las bases 18.720.221, 24.698.616, 26.219.968 y
29.212.634 del Contig28, respectivamente, formando una Unica region delimitada por
10.492.089 pb en el genoma de Victoria respaldando el agrupamiento del mapa de
ligamiento. Los primeros tres marcadores alinearon con los genes EJBO05 34569,
EJBO5_35038 y EJBO5_35146 (nomenclatura de la base de datos NCBI) mientras que el

marcador TP95591 alined con una region integénica.

La fragmentacion y la ploidia del genoma de Don Walter no permitié ubicar todos los
marcadores en una sola secuencia estando los marcadores TP79423, TP107627 y
TP135456 en dos secuencias cada uno en regiones génicas mientras que el marcador
TP95591 alined con un sola secuencia en una regién intergénica. Por otro lado, el mayor
grado de fragmentacién en el genoma de Tanganyika INTA impidié adin mas determinar una
sola region alineando los marcadores TP79423 y TP107627 con dos secuencias en
regiones génicas, el marcador TP135456 con un gen y al igual que en el resto de los

genomas el marcador TP95591 aline6 en una region intergenica.

Con el fin de explorar los genes que en todos los genomas se ubican dentro de la region, se
realizé un andlisis de sintenia por bloques utilizando como referencia el genoma de Victoria
debido a que contiene los cuatro marcadores ligados a la apomixis en el mismo contig. Para
evitar errores en los alineamientos y asegurar que las secuencias de cada uno de los
genomas correspondan a regiones ortolégas se tuvieron en cuenta los bloques con mas de
dos genes sinténicos. La regién delimitada entre las bases 18.720.221 y 29.212.634 del
contig28 de Victoria tiene anotados 767 genes, los cuales resultaron sinténicos con genes
presentes en 59 contigs de Don Walter y 169 de Tanganyika INTA, que contienen en total
1.880 y 478 genes, respectivamente (Figura 3.7 y Tabla 3.3). Como puede observarse, en el
ensamblado de Tanganyika INTA se obtuvieron mayor cantidad de contigs sinténicos que
en el de Don Walter, sin embargo, es necesario tener presente que la longitud promedio de
cada contig de Tanganyika INTA es de 12.019,90 pb, mientras que en Don Walter la
longitud promedio de los contigs es de 292.842,67 pb. De los 1.880 genes anotados en los
59 contigs de Don Walter, 974 fueron ortélogos a Victoria, es decir, dentro de un mismo

contig de Don Walter existen genes ortélogos al contig28 y genes que no lo son. De la
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misma manera de los 478 genes presentes en 169 contigs de Tanganyika INTA, 398 fueron
ortdlogos al contig28 de Victoria (Tabla 3.3).

De los 767 genes de Victoria en la region, 156 no fueron detectados en ningun bloque
sinténico, lo cual no significa que no estan en otros genomas, sino que probablemente la
corta longitud de los contigs de los genomas tetraploides no permita encontrar genes
adyacentes para formar un bloque, o podria deberse a cambios estructurales reales dentro
del genoma. Para investigar este comportamiento se buscaron especificamente en el
andlisis de OrthoFinder los 156 genes de la region de Victoria no encontrados en los
blogues sinténicos de Tanganyika INTA y Don Walter. Con esta estrategia pudieron
identificarse 95 de estos genes, apoyando la idea de que la ausencia de genes adyacentes
es debida a la corta longitud de los contigs obtenidos en estos ensamblados.

Otro factor a tener en cuenta en este andlisis es el mayor grado de redundancia que existe
en los genomas tetraploides con respecto a los diploides. De esta manera se encontraron
gue los 974 genes de Don Walter son ort6logos a 578 genes de Victoria lo que indica que
en muchos casos hay mas de un gen de Don Walter cubriendo un Unico gen de Victoria. En
Tanganyika INTA sucede algo similar, encontrando 398 genes ortdlogos a 359 genes de
Victoria, en este caso el nimero de genes duplicados por gen de Victoria es menor por la

menor cantidad de genes sinténicos entre estos genomas.
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Figura 3.7: Contigs sinténicos a la region delimitada en amarillo en Victoria delimitada por los cuatro
marcadores en verde, azul, rojo y naranja. En la parte superior se encuentran los 59 contigs de Don
Walter donde alinearon los cuatro marcadores y en la inferior los 169 contigs de Tanganyika INTA
donde alinearon tres marcadores.

Don Walter | Tanganyika INTA
Contigs en regioén 59 169
Longitud promedio de contigs 292.842,67 12.019.9
Genes en contig 1880 478
Genes ortélogos en la regién 974 398
Genes no ortdlogos en laregion 906 80

Tabla 3.3: Numero de contigs que alinean a la regién delimitada en la figura 3.7 y cantidad de genes
ortélogos y no ortélogos presente en esos contigs.

Para evaluar in silico la expresion de los genes de la region delimitada por los marcadores,
se utilizaron las lecturas de trabajos transcriptomicos previos (Garbus et al., 2017) de los
cultivares Tanganyika USDA (100% apomictico) y OTA (100% sexual) y se hizo un analisis
de expresion diferencial. Utilizando esta informacién se evaluaron todos los genes
presentes en la region de Victoria y todos los genes (otologos y no ortdlogos) presentes en
los 59 y 169 contigs de Don Walter y Tanganyika INTA en la regién (Tabla 3.4). De esta
manera se encontraron genes de la region que estuvieron tanto sobreexpresados como
reprimidos en Tanganyika USDA, es decir, genes con alta expresidbn en el genotipo
apomictico y baja en el sexual, y viceversa. Asi de los genes de la regién en Don Walter, 39
resultaron diferenciales (22 sobreexpresados y 17 reprimidos) en el genotipo apomictico,
mientras que en Tanganyika INTA se encontraron 15 genes (11 sobreexpresados y 4
reprimidos) y finalmente 11 de los genes encontrados en Victoria estuvieron reprimidos en
Tanganyika USDA.

Sobreexpresados | Reprimidos
Don Walter Ortolog':]os 16 13
No ortélogo 6 4
Tanganyika INTA OrtOIOQ}O 9 4
No ortélogo 2 0
Victoria Ort6logos 0 11

Tabla 3.4: Genes sobreexpresados y reprimidos para apomixis que se encuentran en los contigs
sinténicos a la regién delimitada por los marcadores de la Figura 3.7. EL analisis se realiz6 tanto
sobre los genes ortdlogos a la region como los no ortélogos en los genomas de Tanganyika INTA y
Don Walter.
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Todos los genes presentes en la tabla 3.4 fueron anotados funcionalmente con la base de
datos UniProt. El subconjunto de 11 genes encontrados en Victoria que fueron reprimidos
en el transcriptoma del genotipo apomictico fue especialmente analizado ya que podria
estar relacionado a la pérdida de alguna funcién en la via sexual. De los 11 genes, siete no
tuvieron alineamiento en UniProt mientras que los restantes tuvieron alineamientos con
Cation/H(+) antiporter 19 (CHX19), Serine carboxypeptidase (SCPL27), Receptor-like
protein kinase FERONIA (FER) y Histone-lysine N-methyltransferase (H3-K9-HMTase 4).

La familia de CHX esta muy ligada al desarrollo reproductivo y CHX15 también fue
encontrado reprimido en el analisis comparativo con arroz en el Capitulo 1. Particularmente
la pérdida de funcion de los genes CHX19 junto con CHX17 y CHX18 produce la
fertilizacién de los nucleos polares o la ovocélula, pero no los dos, es decir, uno de los
nacleos del polen no llega a su objetivo. De estos tres genes solo CHX19 se encuentra
expresado en la ovocélula y en el tubo polinico, mientras que el resto se expresa en el
endosperma y tubo polinico. La mutacién de CHX18 y CHX19 produce algunos genotipos
gue son polinizados pero la formacion del embrién es retardada, lo cual puede provocar un
asincronismo al momento de la fertilizacion (Padmanaban et al 2017). SCPL27 no ha sido
caracterizado funcionalmente, pero se ha comprobado su expresion durante el desarrollo
reproductivo (Fraser et al., 2005). El tercer gen encontrado reprimido en Victoria, FER, tiene
doble rol, asegura la entrega del nucleo germinativo del polen y previene la llegada de otros
nucleos. En el 80% de los genotipos con el gen FER mutado no se induce la rotura del tubo
polinico y en el 50% se obtuvieron la entrada de mudltiples tubos (Duan et al., 2020).
Finalmente H3-K9-HMTase 4 es responsable de la metilacién de la citosina de muchos
genes especialmente en sitios distintos a CG. Varios estudios (Jackson et al., 2002,
Lippman et al., 2003, Malagnac et al., 2002) han demostrado que la mutacién de este gen
trae aparejado la expresion de otros genes, por lo tanto en vez de cambiar o reprimir una
funcién, como generalmente ocurre cuando se silencia un gen, desmetila genes permitiendo
gue se expresen activamente. Si bien no ha sido relacionado especificamente a genes
vinculados a la reproduccion no se podria descartar que sea un regulador epigenético de

algun gen relacionado a las vias reproductivas.

Dentro de los genes de los genomas tetraploides ortdlogos y no ortélogos a la region,
también se analiz6 la anotacién funcional de los genes reprimidos (Tabla 3.4). De los 17
genes hallados en la regibn en Don Walter que se encontraron reprimidos en el
transcriptoma de Tanganyika USDA (13 ortélogos + 4 no ortdlogos), 9 tuvieron anotacion.
Del mismo modo, de los 4 genes reprimidos en Tanganyika INTA solo uno no aline6 con la
base de datos UniProt. Una vez, mas dentro de estos genes reprimidos identificados tanto

en los contigs de la regién de Don Walter como en la de Tanganyika INTA, se encontré
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reprimido el gen CHX19 previamente mencionado por lo cual se ha convertido en un
candidato de gran importancia por su expresion y funcién. Ademas, al igual que en Victoria,
también se encontrdé reprimido en la regiébn en Don Walter el gen responsable de la
metilacion H3-K9-HMTase 4. El resto de los genes reprimidos en Tanganyika USDA y
encontrados en los genotipos tetraploides no han sido relacionados al modo reproductivo
debido a que no han sido estudiados o su funcion no ha sido vinculada a las vias
reproductivas.

Dentro de los genes que se encontraron sobreexpresados en Tanganyika USDA tanto en
los ortélogos como no ortélogos se investigaron aquellos que de acuerdo a su anotacion
funcional y la literatura tendrian relacién directa con las vias reproductivas. Asi de los 16
genes encontrados ortélogos en Don Walter, 4 no tuvieron anotacion y solo los siguientes 4

de los anotados se encontraron relacionados a las vias reproductivas:

EMBRYONIC FACTOR 1 (FAC1) es esencial para el pasaje de ovocélula a embrion y en su
mutacion se observaron ovocélulas letales las cuales no pueden formar semillas viables (Xu
et al 2005).

PROLIFERA (PRL) es un gen preferentemente expresado en el alelo materno durante el
desarrollo gametofitico que fue encontrado expresado en los nucleos polares y en la
ovocélula pero no en los nudcleos del polen en A. thaliana (Springer et al., 2000). La
mutacién de este gen en ocasiones produce genotipos con sacos embrionarios sin fertilizar
pero con un endosperma formado en forma auténoma lo que significa que este gen podria
ser esencial para mantener el equilibrio de nucleos del endosperma y embrién (Springer et
al., 2000).

PATELLING (PATL6) se expresa en la embriogénesis temprana y su principal funcién es
estd asociada la divisibn mitdtica. La mutacion de este gen produce division celular y
cambios en la division celular en el ovulo lo que lleva a una desorganizacion de los nucleos
(Tejos et al., 2018).

EMBRYO-DEFECTIVE 1006 (EMB) pertenece a una familia de proteinas de cloroplastos
indispensables para el desarrollo embrionario. Si bien este gen no se ha caracterizado
individualmente se ha comprobado que participa en el desarrollo embrionario y

pigmentacion del grano (Meinke et al., 2019).

De los genes sobreexpresados para la apomixis y sin ortélogos en Don Walter el Gnico gen
vinculado a la reproduccion fue Serine/threonine-protein kinase (MPS1) previamente

descripto E. curvula asociado a la regulacion de la megagametogénesis. (Selva et al., 2020)
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De los genes que se sobreexpresaron en Tanganyika INTA el que tiene mayor relacién con
la reproduccion es ANAPHASE-PROMOTING COMPLEX/CYCLOSOME SUBUNIT 1
(APC1). Este gen es parte de una familia que a través de la degradacion por medio de la
ubiquitinacion actia como regulador y cuya funcion esta vinculada a la especificacion
celular, la morfogénesis y la divisién celular (Dante et al 2014). APC1 esta expresada
activamente durante la gametogénesis y embriogénesis y su mutacién provoca defectos
como arresto de embriones, desorganizacion celular, degradacién del embrién o el nucleo
polar entre otros. Dentro de estos fenotipos el mas frecuente el arresto de embriones (40%)
por lo que pareciera que este gen es fundamental para el desarrollo reproductivo (Wang et
gal., 2013). El otro gen de interés en este conjunto es FAR-RED- IMPAIRED RESPONSE1
(FAR1) quien junto con ED ELONGATED HYPOCOTYL3 (FHY3) y miR156-SPL regulan la
floracion (Xie et al., 2020). EI miRNA miR156-SPL fue encontrado diferencialmente
expresado en genotipos apomicticos en trabajos previos (Garbus et al. 2019) dando aun
mas evidencia de que este conjunto de genes y miRNA estaria regulando conjuntamente el

desarrollo reproductivo.
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Discusion

Los avances tecnolégicos en términos de secuenciacién y ensamblado de genomas han
llevado a una revolucién que cambié el modo de abordar y resolver enigmas bioldgicos.
Tomando como referencia el reino vegetal, en los dltimos 10 afios se han ingresado 1549
nuevos genomas a la base de datos NCBI

(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/genbank/plant/) y su crecimiento continua siendo

exponencial, como ejemplo, los genomas ingresados entre el afio 2019 y septiembre del
2020 ya superaron el nimero de genomas disponibles en la historia previa de la base de
datos. El aumento de la cantidad de genomas secuenciados esta muy correlacionado con la
disminucion de los costos de secuenciacion, sin embargo, esta caida de costos no fue a
través de la optimizacion de técnicas antiguas si no por el desarrollo de nuevas tecnologias
gue ademas aumentan significativamente la calidad final de los ensamblados (Wetterstrand,

2019 www.genome.gov/sequencingcostsdata).

Utilizando distintas tecnologias se han podido secuenciar y ensamblar los genomas
tetraploides de dos cultivares apomicticos de E. curvula. De esta manera, a través del
trabajo realizado en esta Tesis se ha logrado reportar tres genomas de la especie, el del
genotipo diploide sexual Victoria (2n=2x=20) (Carballo et al.,, 2019) y los genotipos
tetraploides apomicticos (2n=4x=40) Don Walter y Tanganyika INTA. En particular estos dos
ultimos genomas constituyen el primer registro en la literatura de la secuenciacién y

ensamblado de genomas de una especie apomictica.

Utilizando un enfoque novedoso, se secuencié con la tecnologia Chromium 10X y Oxford
Nanopore el genoma de Don Walter. En el ensamblado final se obtuvieron 7.542 contigs
distribuidos en 1.147,8 Mb con un N50 de 224.390 pb y 96% de los genes BUSCO. Este
ensamblado hibrido representa una alternativa muy ventajosa en términos econdémicos
significando menos de la mitad del costo de secuenciar el genoma diploide utilizando
Unicamente la tecnologia PacBio. Para el segundo genoma secuenciado, Tanganyika INTA,
se utilizé la tecnologia lllumina con una longitud de lecturas pair-end de 250 pb. El
ensamblado de estas lecturas dio como resultado un genoma con poca contiglidad,
obteniéndose 892,9 Mb distribuidas en 293.300 contigs con un N50 de 4.725 pb. Estas
métricas son debidas a que los ensamblados realizados a partir de lecturas cortas no
permiten cubrir extensivamente a los elementos repetitivos (Treangen et al., 2012). La
decision de secuenciar el genoma de Tanganyika INTA estuvo fundamentada en el hecho
de que este cultivar dio origen, a través del cultivo in vitro de inflorescencias inmaduras, al

genotipo diploide sexual Victoria (Cardone et al., 2006) por lo que, teniendo distinto modo
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reproductivo, comparten el mismo background genético. De esta manera se podrian asociar
las diferencias con genes o regiones génicas involucradas en la apomixis. Por lo tanto, el
ensamblado logrado ha cumplido con las expectativas a pesar de no poseer una alta
contiglidad.

La anotacién de los elementos repetitivos en estos genomas representa un desafio ya que
en la medida que baja la contigiidad, su descubrimiento por medio de programas
bioinformatico es mas complejo, ya sea porque la alta fragmentacion de su estructura no
permite una clasificacion precisa o a que directamente algunas de las secuencias repetitivas
son anotadas como codificantes. Para los genomas tetraploides se adopté una estrategia
novedosa respecto de la utilizada en el capitulo anterior, basicamente debido a las
diferentes caracteristicas de los ensamblados. El porcentaje de nucleétidos cubiertos por
repeticiones en Don Walter y Tanganyika INTA fue muy similar, 54,02% y 54,96%,
respectivamente. A pesar de ello, la baja contigliidad de cada uno de estos genomas y la
diferencia entre ellos en este parametro, se vio reflejada en la cantidad de elementos no
clasificados que representaron un 31,11% en Tanganyika INTA y 16,9% en Don Walter. Por
otro lado, la proporcién de elementos repetitivos fue aproximadamente el doble que en el
genotipo diploide. En otras gramineas como por ejemplo el trigo hexaploide T. aestivum
(AABBDD; 2n=6x=42), que tiene 85% de elementos repetitivos (Appels et al., 2018) y su
antecesor tetraploide T. dicoccoides (AABB; 2n=4x=28) un 82,2% (Avni et al.,, 2017),
mientras que en los genomas diploides que le dieron su origen, T. urartu (AA, 2n=2x=14) y
Ae. tauschii (DD, 2n=2x=14), el contenido de elementos repetitivos es de 66.8% (Ling et al .,
2013) y 84.4% (Luo et al., 2017), respectivamente. Ademas, tomando como referencia lo
observado en el genoma diploide, en el que la cuantificacién de elementos repetitivos del
ensamblado de las lecturas de PacBio cubri6 37,05% mientras que en el ensamblado final
con el agregado de las lecturas de Chicago y Hi-C el porcentaje disminuyé al 28,7% vy
aumenté notablemente la contiglidad, se puede inferir que probablemente el elevado
porcentaje de elementos repetitivos de las especies tetraploides sea un artefacto dado por

la escasa contiguidad de sus ensamblados y por factores inherentes a la especie.

La anotacién de genes de los genotipos tetraploides, al igual que en Victoria, parece estar
sobreestimada principalmente en el cultivar Tanganyika INTA en el que, teniendo
ensambladas menor cantidad de bases que Don Walter, se anotaron 38.314 genes mas.
Esto puede ser porgue algunas regiones no pudieron colapsarse para formar el haplotipo en
el ensamblado y por lo tanto algunos genes pudieron ser anotados dos o mas veces. Por
otro lado, como se dijo anteriormente, puede ser que algunos de los genes anotados en

realidad correspondan a elementos repetitivos.
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El andlisis de genes ortélogos de los tres genomas indica que hay solo 5.527 genes
especificos de Victoria y este numero se eleva significativamente en Don Walter y
Tanganyika INTA, con 36.201y 42.461 genes especificos, respectivamente. Nuevamente, el
factor contiguidad afecta estos numeros. De todos modos, el total de genes indispensables
dentro de una especie, llamados “genes core”, varia segun la especie. Por ejemplo, en un
andlisis de distintos cultivares de O. sativa se encontré6 que el 92,17% de los genes
pertenecen al core y 7,83% son dispensables, es decir, generan variaciones especificas
(Schatz et al., 2014). En B. distachyon y Brassica oleracea el porcentaje de genes core fue
de 55% y 81,29%, respectivamente (Gordon et al., 2017, Golicz et al., 2016b). En el caso
particular de E. curvula, ademas de la influencia en el nimero de genes especificos de la
sobreestimacion de genes anotados, puede pensarse que entre estos genes especificos de
cada cultivar se encontrarian aquellos responsables de las caracteristicas particulares

distintivas, dentro de las cuales se encuentra el modo reproductivo.

Las nuevas facilidades de secuenciacién también han permitido que se secuencien y anoten
otras especies del género Eragrostis y de la subfamilia Chloridoideae. Gracias a esto se
realiz6 un analisis filogenético de la subfamilia y se incorporaron genes de otros cultivares
extraidos de analisis transcriptomicos previos (Garbus et al.,, 2017). Con este analisis se
corroboré que Victoria es el cultivar mas cercano a Tanganyika INTA y que los padres de la
poblacion de mapeo, Don Walter y OTA, serian mas parecidos entre si que lo que lo es
Tanganyika USDA con respecto a ellos, pudiendo esta observacion explicar el motivo por el

cual este ultimo no pudo ser cruzado en trabajos previos (Zappacosta et al., 2019).

Con toda la informacién surgida de todos los genomas, junto con el mapa de ligamiento de
la especie fue posible delimitar una regién sobre el genoma de Victoria en la que alinearon
todos los marcadores ligados a la apomixis dandole otra fuente de validacién al mapa
(Zappacosta et al., 2019). Este andlisis se realiz6 sobre el genoma de Victoria dado que es
el que presenta mayor contigtiidad correspondiendo los 7 contigs mas largos a cromosomas
completos. También valida una de las hipétesis de partida, en la que se proponia que este
primer genoma diploide de la especie podria utilizarse como esqueleto para guiar el analisis
de genomas mas complejos de la especie. Luego se extrajeron los contigs sinténicos a esta
region de Don Walter y Tanganyika INTA y se analizaron los genes ortélogos y no ortélogos
de estos con los genes de la regién en Victoria. Pudo observarse que existe un alto grado
de sintenia entre los cultivares y que existen contigs en los individuos tetraploides con
regiones sinténicas y regiones no sinténicas, es decir, hay contigs que tienen una fracciéon
con genes ortdlogos a la region delimitada por los marcadores en Victoria y otra fraccion
dentro del mismo contig que no es ortdloga. En otras especies apomicticas se ha

encontrado una region vinculada a la apomixis que no tendria recombinacion y que no
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estaria en genotipos sexuales (Ozias-Akins et al., 1993, Sherwood et al., 1994, Ozias-Akins
et al., 1998, Goel et al., 2003, Conner et al., 2008). Lamentablemente, no es posible analizar
exhaustivamente y realizar comparaciones entre las regiones definidas en E. curvula y las
establecidas en estas especies apomicticas, ya que sus genomas aun no se encuentran
secuenciados. Los resultados obtenidos hasta aqui en Eragrostis indican que dentro de la
regién hay zona comunes entre los genotipos apomicticos y sexuales y zonas particulares
de los individuos apomicticos, por lo que la regién podria ser mas reducida que la
encontrada a través del mapa de ligamiento o, alternativamente, dentro de la region
coexistan zonas recombinantes y no recombinantes. El hecho de que hayan encontrado los
marcadores en el genoma de Victoria indica que la resolucion del mapa deberia ser
incrementada para identificar mas precisamente las regiones especificas de los genomas
tetraploides a través de la de la incorporacion de mayor cantidad de hibridos al mapa de

ligamiento.

Dentro de la region se realiz6 un analisis de expresion diferencial tomando informacién
transcriptomica previamente secuenciada de individuos full apomicticos y full sexuales
donde se encontraron genes sobreexpresados y reprimidos (Garbus et al., 2017). Por un
lado se analizaron los genes reprimidos que podrian estar desregulando las vias sexuales
donde se encontraron CHX19, FER, H3-K9-HMTase 4. La represion de estos genes podria
tener un rol fundamental en el desarrollo reproductivo ya que la pérdida de funcién de
CHX19, FER produce la fertilizacion de solo un nucleo polar y regulan la entrega del nacleo
germinativos del polen y H3-K9-HMTase 4 es responsable del inicio de la metilacién de
otros genes por lo que podria estar liberando su expresion. Dentro de los genes
sobreexpresados los que se encontraron vinculados a la reproducciéon fueron FAC1, PRL,
EMB, PATL6, APCL1 y FARL1. Este ultimo actda junto con un miRNA-159 el cual también fue

encontrado diferencial para la apomixis en trabajos previos (Garbus et al., 2019).

Los resultados encontrados en este Capitulo de la Tesis, sustentan muchas de las hipotesis
y lineas de investigacion delineadas para la especie actualmente. El alto grado de heterosis
de los tetraploides y el diploide, indica claramente que al igual que en otras especies (Paun
et al., 2006, Sarhanova et al., 2017, Weber 2016), en E. curvula la apomixis esta
relacionada con la heterosis, probablemente como resultado de hibridaciones y mutaciones.
Por otra parte, la identificacién de una regiéon en el mapa de ligamiento que coincide con el
orden gendémico en los genomas secuenciados da indicios de que alguno de los
componentes de la apomixis estaria regulado por los genes dentro de la regién delimitada al
igual que ocurre en Pennisetum y Cenchrus (Conner et al., 2008). Ademas en esta region
se encontraron genes involucrados en el control epigenético como H3-K9-HMTase 4 y

FAR1 que respaldan los resultados encontrados en trabajos previos sobre microARN en E.
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curvula y el rol importante que tiene la metilacion en la regulacion de la apomixis (Garbus et
al., 2019, Podio et al., 2014, Garcia-Aguilar et al., 2010). Todos estos hallazgos no solo
respaldan las hipétesis formuladas previamente, sino que ademas representan un avance
en términos del conocimiento de la regulacién a través de la region, genes candidato, y
posibles funciones de estos genes.
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Conclusion general

Por medio del trabajo que se presenta en esta Tesis se han podido secuenciar y ensamblar
los genomas de tres cultivares de E. curvula, dos tetraploides apomicticos facultativos, Don
Walter y Tanganyika INTA, y el cultivar diploide sexual Victoria, utilizando un abanico
importante de tecnologias de secuenciacion de Ultima generacion. Como postulamos en el
comienzo, la disponibilidad de un ensamblado de alta calidad del genotipo diploide
constituyd un andamiaje clave para el ensamblado de los genotipos tetraploides, logrados
con menor contiglidad. A partir de estos tres ensamblados se pudieron anotar los genes y
los elementos repetitivos de cada genotipo. Si bien los mecanismos de la apomixis estan
aun inconclusos, gracias a la secuenciacion gendmica se pudieron obtener una serie de
candidatos que a priori parecen estar vinculados en su regulacion, lo que constituye uno de
los aportes mas relevantes de este trabajo. Quedan abiertas incégnitas respecto a la region
apomictica que podrian cerrarse a través de la secuenciaciéon de los genomas tetraploides
presentados aqui con tecnologias complementarias, para mejorar sus N50 y sus
contiguidades. Por otro lado la secuenciacién de un genotipo tetraploide 100% sexual

aportaria mas precision al mapa de ligamiento y a los andlisis comparativos.

La disponibilidad de estos genomas representa una herramienta en si misma, ya que a
través de ellos se pueden identificar otros genes de interés agronémico ademas de los aqui
reportados para ser utlizados en programas de mejoramiento, disefiar marcadores
moleculares para su analisis, realizar estudios filogenéticos y evolutivos, constituyendo una

contribucién muy importante para la comunidad cientifica
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Nombre

Primer Forward

Primer Reverse

Motivo SSR

Contig

Amplicon en Victoria (bp)

% identidad

% Cobertura

Victoria-N1 | GTCCCTGCAGTCAGAGTAGC | ACGAAGGGGAGGATGAAAGC (CTG)5 Contig10 145 140 100 100 100 100
Victoria-N2 | TTCCTTTGTTGTGGGGCCAT | TGAGTATCCACACGCAGCTG (TGT)5 Contig10 235 240 100 100 100 100
Victoria-N3 | TGCTATTGGACGGTGCAGTT | GAGCAATTCGGAGGGGAGAG (TGT)5 Contig30 276 270 100 100 100 100
Victoria-N4 | ATCCCTACGTCAACGATGGC | GGCTTTTGGCACTCGTCAAT (TCT)12 Contig30 242 260 100 100 100 100
Victoria-N5 | CCCATCTCCAAGACCAAGCA | TGCCGTAGTAGGGAGAAGGA | (CCTTT)5 Contig30 263 260 100 100 100 100
Victoria-N6 | CCACACTGAAGACAAGACAGC | ACCCTGGGTGTGAATTAGCG | (GT)9(AT)31 Contig936 142 No especifico 100 100 100 100
Victoria-N7 | AGCATGGTCGAACGGTGAAT | AACTGAGGATGCCTAGCTGC (CTGG)5 Contig38 227 230 100 100 100 100
Victoria-N8 | GTCACAGCGCCAAAGAAAGG | TGGGATCAGGATGGGTAGGG (AGAC)5 Contig38 159 150 100 100 100 100
Victoria-N9 | CGTGAAAGAGAAGGCGCAAC | CAGCAGCGGTGAGAAGAAGA (GCCT)5 Contig28 251 250 100 100 100 100
Victoria-N10 [ CTTCACCAAGCTCCGGAAGT | ACCCCCTAAGAGATCCAGCA | (TTTCCT)5 Contig28 270 270 100 100 100 100
Victoria-N11 [ GCATGTTGACCTCCACTCCA | ATCTCAGTGACCCATGTGCC (TTTTC)6 Contig8 260 260 100 100 100 100
Victoria-N12 [ CTCGAGCTAGAGCCAGATGC | TGGAATCGGCATCGGTGTAG | (GAGCCG)5 Contig38 270 270 100 100 100 100
Victoria-N13 [ GCCAACCCCAGCACTCTTAT | GGAGAGGTGGAAAAGGTGGG | (ATCTCT)5 Contig3 244 240 100 100 100 100
Victoria-N14 | GGTGGTGGGGGTGAGTAAAG | AGAGTCAAAAGCGTTCCCGT (GGCAC)5 Contig190 136 No amplifico 100 100 100 100
Victoria-N15 [ AGACACCATCTCCAACAGCG | GTTCCCCTAAGTCACGGCAA | (GCTCG)5 Contig4 218 230 100 100 100 100
isotig01946* | TCCATATCCATCTACGAACC | GTTCGTTGTGAATTTTTGCT (TCT)5 enc o'\r'ft’r ado | Noamplifico i i ) )
isotig06745* | GTGAAGGAGGAGAAGTCGAG GGAGAGCGAGTCGTCC (CCG)5 Contig30 291 300 100 100 100 100
isotig07764* CCTGCTTCTTGCTCCC AAAGAAGACGTCGTAAGCAG (CCG)6 Contigl 186 170 100 100 100 85
isotig09593* | TGACATGTGACAGACTCCAT | CGTATATTGGCATCTCGTCT (T)108 enc 0’}']‘;’ rado | No amplifico i i ) )
isotig10159* TAGCCAGATGACCTCCAC CCTGCTCTCCTCCGAC (GGA)8 Contig50 244 310 100 100 100 100




GCTCGACTCCGTCTCC

GAAACCGTCCAAGAAGAAG
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187

isotig13242* (CTT)5 Contig25 No amplifico 100 100 100 100
isotigl3665* | TGCGCTGGACCTCTACTA ACTGCTTCAGCCTCATCTT (CGG)6 Contig25 352 300 100 100 94.44 100
isotigl3699* | GTTCAGCATGAGTAACCACA | CTCCTTCCTCTCCTCATTCT | (AGAAGG)6 Contig12 321 300 100 100 100 95
isotigl3776* | TCCAACTCATCAACCAGTAA GTAGCTCTTGCCGAACC (CCT)5 ggr?ttlgffs 227 230 100 100 100 100
isotigl5838* | AGTGGAGGAAGATGTAGCC | ACAGAGTTGAAGGAGCAGAG (C)10 cOnt(i:;fzti,ggghtigcs 241 250 100 100 100 100
isotigl8079* |  GACAGGACCCCTCTTCC AGGACTCCCAGCTCAGAT (GGC)5 Contig705 153 150 100 100 100 100
isotig18488* | ACAGAAACCAACAGTGGAAC | GATGGTTCCGTAGATCGTAG (CA)6 Contig685 233 260 100 100 100 100
isotig20053* | CCACCAACCAATTATCCTAA GATCTCGCGACAACCC (CAC)7 Contig38 236 250 100 100 100 100
isotig20164* | GAACTACCTGCAGATCAAGG | TGCACTTTGTTGTCATCTTC (GAT)7 Contig38 184 200 100 100 100 100
isotig23517* | CTGCATCCAGTGGTTTTC ATGTACTCAAGGCACGACA (GCC)6 Contig50 171 160 100 100 100 100
isotig23773* | ACCGCATTCTTTGATTTAGA | TGTGATTTCTTCGGTTCTTT (GAG)5 Contig25 211 200 100 100 100 100
isotig24162* | TCATCTTCCTCTTGATCTGC | ATGGAAGCAGAGCACTACC (TCG)5 enc o’\r'ft’r ado | No amplifico ) ) ) )

isotig25156* | ACCACAGTACGGACACTCTC | CGTACTCCTTGTAACGCTG (GAG)6 Contig28 771 800 100 100 100 100
isotig25372* | GATGACAACCACAATAAGCC | ATTTCTTCCACGACGAAGTT (CCG)5 Contig50 163 160 100 100 100 100
isotig25706* | GGTGAGGAAGTCGAGGAT ACTTCAAGGTGGCGTACA (GTT)8 Contig28 245 Inespecifico 100 100 100 100
isotig27380* GTTCGGCGTCTCCATC GTATATGGGCCAGTGGTTC | (TCGCCG)5 Contig38 193 200 100 100 100 100
isotig27968* | ACTTGCAGAAATCACAAAGG | GGATCGTGTTGATTGAAGTT (A)12 Contig38 158 160 100 100 100 100
isotig28255* | GTCGTTGAACATGATCCCT | GAGCAGGAGAACATCAAGAG (CGC)5 Contig30 340 300 100 100 100 100
isotig28834* | GCGTAGCTCTTCTCCATGA CACTTCTTCGGGGTGTTC (CGG)5 Cocrc‘)t:]%sa& 306 300 100 100 100 100
isotig29328* AGCATCATCACCAATTCCT GTAACGTAGGGTGGGAATC (GCA)5 Contig30 370 No amplifico 100 100 73.68 100
isotig30246* TCTTCTTCAGCCCCTTG ACGTCGTCGTCATCCTC (GTC)5 | Contig3, Contigl0o | 113-249 160 100 100 100 100
isotig32396* CGCCATGAAGCATCTC CAACTTTGTTTTTCCTCGTC (GCC)5 enc 0’}‘% ado | No amplifico ) ) ] ]

isotig33661* | ATGGCATCTTCTCCTGTGAT GAACCCCTTCGCAGC (CGC)5 Contig12 152 150 100 100 100 100
isotig33732* | ATCCTGTTTTTGTGCTTGTT | GGGAAAAAGCTCCAGTAATC (CCT)7 enc 0’}‘% ado | No amplifico ) ) ) )

isotig33734* GTCCATCCGATCCCAG AACTCATCTTTGCACGACTT (CGC)5 Contig3 666 250 100 100 100 100
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isotig34134* | TACTCATCGTCGTACCTCCT | GGCTGAGTACTTGGTCTCTC (GCG)5 Contig10 168 170 100 100 100 100
isotig35118* | CATCATCATCCCCATTTATC | TGATCACAAGATGACCAAGA (GAA)5 Contigl 284 300 100 100 100 95
isotig35144* ACAAGTCATCGGACTCCTC AGGGAGAGAGACGAGAAACT (TCC)5 encol\rlﬁra do 300 ) ) ) )
isotig38544* |  AAAAAGCGGAAGCAGAAC CGCTTGAATCAGCATAGG (GGC)7 %‘(’)’::%g%% 244 No amplifico 100 100 100 100
isotigd2614* GATTCAACCGTACTTCAGGA AAAAACCTCATCTCCCCC (AG)7 encol\r|1ct)ra do No amplifico ) ) ) )
Tabla 1: Primers de SSR evaluados en los diferentes genotipos de E. curvula. Los primer indicados con un asterisco “*” fueron disefiados en base a trabajos
transcriptomicos previos (Garbus et al., 2019) y los primers que comienzan con “Victoria” fueron disefiados sobre el genoma. La prediccion de los
amplicones esperado fue determinada in silico y la obtenida mediante corrida electroforética en geles utilizando marcadores de peso molecular.
Especie Query ID Target ID % Ident % Cob | Longitud | Mm Gap | Query start | Query end | Target start | Target end E-val
E curvula
E. curvula Class Il Contig6 100 100 1014 0 0 1 1,014 10,797,008 10,798,021 0
E. curvula Class | Contig10 100 100 1023 0 0 1 1,023 52,957,363 52,956,341 0

E. c
transcriptome

E. curvula Class II isotig39171 98.915 100 1,014 11 0 1 1,014 1,079 66 0
E. curvula Class | isotiga0238 96.752 84 862| 20 6 165 1,023 1,023 167 0
E. curvula Class II gil7 88.889 100 1,017 100 4 1 1,014| 4574595 4,575,601 0
E. curvula Class | gil4 88.583 96 762| 80 4 223 977|  4,063,536| 4,064,297 0
E. curvula Class | gil4 87.946 96 24| 27 0 1 224|  4,058,612| 4,058835|  1.98E-74
E. tef
E. curvula Class II CL3332Contig4 94.655 | 100 102 37| 5| 1 1,014 210 1,235 0
P. halli
E. curvula Class II refNC_038042.1] 88.287 100 1,033 98 6 1 1,023 5724226 5723207 0
E. curvula Class | refNC_038043.1] 91.735 96 980| 66 3 37 1,013 52,404,597| 52,403,630 0
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Especie Query ID Target ID % ldent | % Cob | Longitud | Mm | Gap | Query start | Query end | Target start | Target end E-val
. sativa
E. curvula Class Il 2 87.087 95 968 125 0 19 986 6,039,452 6,,038,485 0
E. curvula Class | 7 87.29 93 952 98 7 52 999 22,694,322 22,693,390
Especies solo con CSE Il
. mays
E. curvula Class Il 2 89.98 96 978 80 11 26 998 | 212,556,872 212,555,908 0
. bicolor
E. curvula Class Il gb|CM000761.3| 90.419 98 1,002 75 11 21 1,013 70,832,179 70,831,190 0
. italica
E. curvula Class Il I 91.179 96 975 71 7 26 997 43,454,946 43,453,984 0
. distachyon
E. curvula Class Ii 1 87.187 98 | 999 106| 9| 19 1,007| 19,776,425 19,777,411 0
. aestivum
E. curvula Class Il 2D 86.735 95 980 109 5 47 1,014 | 163,020,312| 163,019,342 0
E. curvula Class Il 2A 85.944 97 996 113 6 34 1,014 176670726 | 176,671,709
E. curvula Class Il 2B 86.27 95 976 110 6 47 1,007 | 224,649,275| 224,650,241 0
Tabla 2: Especies que contienen ambas CSE y especies que contienen solo CSE |l
Primer Primer forward Primer reverse Contig Fosrtv;/?trd Re(;/r(]-:-(;se Amplicon | Coding
E.curvula-CSE- .
Class-| GAACATCGACTGCACCGAAC AGGGGCACTGTGCTGATTTA Contig10 52,957,431 | 52,956,315 1,116 1,014
E.curvula-CSE- .
Class-II AACCCAAGTCTGATCCCCCG |GATAGACTTGTTGGTCAGGTTTAC Contig6 10,758,145 | 10,759,319 1,174 1,023
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E.tef-CSE-Class-I TCTTCACCCACTCCTTCCA GACTTGCCCACCATCTTCTT Contig10 52,957,233 | 52,956,732 501

Tabla 3: primers utilizados para la validacién de CSE disefiados a partir del genoma de E. curvula.
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Figura 1: Alineamineto multiple los motivos endontrados en los factores de transcriptcion WRKY.
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Victoria | Don Walter TanlgNzi\rrR/ika OTA Tarbgsagxika E.tef A | E.tef B | E.nindensis | O.thomaeum | Z.japonica Z. mays
Genes 56.469 | 103.961 142.275 | 17.808 16.503 34.032 | 32.255 22.340 28.446 59.271 131.496
Genes en ortogrupos 52.881 | 82.129 114.105 | 16.957 15.583 31.632 | 30.199 19.563 23.489 35.85 106.508
Genes no asignados 3.588 21.832 28.170 851 920 2.400 | 2.056 2.777 4.957 23.421 24.988
Porcentaje de genes en
Ortogrupos 93,6 79,00 80,20 95,2 94,4 92,9 93,6 87,6 82,6 60,5 81
Porcentaje de genes no
asignados 6,4 21,00 19,80 4.8 5,6 7,1 6,4 12,4 17,4 39,5 19
O”Og'r“p"zscggéfen'd"s enla | 53439 | 32551 | 33430 | 8430 | 7.874 |18.683|18.454| 10.720 15.826 1699 | 17.001
Porcentaje de ortogrupos
contenido en la especie 60,9 84,6 86,9 21,9 20,5 48,6 48 27,9 41,1 442 442
Especie especifico ortogrupos 15 15 40 4 8 1 3 15 26 41 124
Genes en ortogrupos especie
especifico 36 34 421 8 21 2 8 46 72 1.077 1.383
Porcentaje de genes especie
especificos 0,06 0,03 0,30 0,04 0,13 0,01 0,02 0,21 0,25 1,82 1,05

Tabla 4: resultados obtenidos con el software OrthoFinder sobre la anotacién de las especies chloridoideae secuenciadas hasta el momento y los
transcriptos traducidos a proteinas de Tanganyika USDA y OTA. El andlisis se hizo sobre el total de los genes incluidos en la primer fila los cuales se
agruparon en ortogrupos.



