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RESUMEN

E. curvula (Schrad.) Nees “pasto llorén”, es una graminea perenne que constituye un
importante recurso forrajero para regiones semiaridas. El objetivo general de este trabajo
de tesis fue contribuir al mejoramiento del pasto llorébn a partir de dos estrategias. La
primera consistié en la obtencion de nuevos materiales hibridos a partir de cruzamientos
entre materiales sexuales y apomicticos y evaluar sus caracteristicas moleculares y
agronémicas. Por otro lado, se intenté poner a punto un protocolo de transformacion
genética, basado en Agrobacterium tumefaciens, que permita contribuir al mejoramiento de
la calidad del forraje por regulacion negativa de la biosintesis de lignina y que sea una

herramienta para la validacion de genes relacionados con el modo reproductivo.

En este trabajo se realizaron 15 cruzamientos entre OTA-S USDA y Tanganyika USDA,
ambos tetraploides, siendo el primero sexual y el segundo apomictico. De estas cruzas se
obtuvo un total de 2063 semillas de las cuales solo germind el 39,31% y de este, solo se
obtuvo un 15,85% de plantas normales. Se extrajo ADN de las plantas normales a fin de
proceder a determinar la naturaleza hibrida de las mismas. Se utilizaron AFLPs y EST-
SSR. Se obtuvieron 691 marcadores de AFLP de los cuales 317 fueron polimérficos. Con
estos analisis se determiné que de las 232 plantas analizadas, solo seis resultaron de
origen hibrido, es decir que portaban bandas paternas. El resto de las plantas obtenidas
provenian de autofecundacion del progenitor femenino OTA USDA por efecto mentor del
polen del material apomictico. Esto fue un resultado inesperado, dada Ila

autoincompatibilidad de este genotipo.

El segundo andlisis con marcadores moleculares, fue realizado con el objetivo de buscar
variabilidad dentro del complejo de plantas no hibridas obtenidas. En este caso se
analizaron seis combinaciones de primers de marcadores de AFLPs, con los cuales se
obtuvieron 376 marcadores en total, de los cuales 46 resultaron ser polimérficos. Se
observé variabilidad a nivel molecular y en caracteres morfolégicos y agronomicos; el
progenitor masculino se diferencié a ambos niveles de las demas plantas; las plantas hijas
fueron mas similares a la madre aunque algunas la superaron en caracteres de interés.

La distancia genética observada entre el progenitor femenino y el masculino pudo haber

afectado la obtencion de plantas hibridas. El bajo porcentaje de germinacion (39%)



observado y la elevada mortalidad de plantulas, podria también atribuirse a este factor,

correspondiendo las semillas no germinadas y las plantas anémalas a hibridos no viables.

Por altimo, se realizaron 23 ensayos para la transformacion de pasto llorén utilizando dos
cepas de Agrobacterium tumefaciens que difieren en su capacidad de virulencia, AGLO y
AGL1, ambas conteniendo el vector binario (Ppzp201BUGI). Se inocul6 un total de 8428
semillas maduras bajo diferentes condiciones experimentales. Se obtuvo un protocolo de
transformacion transiente para pasto llorén a partir de semillas maduras. Deberan ajustarse

algunas variables a fin de obtener un protocolo de transformacion estable.



ABSTRACT

E. curvula (Schrad.) Nees "weeping lovegrass”, is a perennial grass that is an important
forage resource for semiarid regions. The overall objective of this thesis was to contribute to
the improvement of weeping lovegrass from two strategies. The first involved the
development of new hybrid materials from crosses between sexual and apomictic materials
and to assess its molecular and agronomic characteristics. On the other hand, we tried to
develop a protocol for genetic transformation, based on Agrobacterium tumefaciens, that
could contribute to improve forage quality through downregulation of lignin biosynthesis and

as a tool for validation of genes related to the reproductive mode.

In this work 15 crosses between OTA-S and Tanganyika, both apomictic tetraploid
materials, were perform and 2063 seeds were obtained. After two months only the 39.31%
of these seeds geminated and 15.85% of these seeds gave origin to viable plants. DNA of
these plants was isolated in order to assess the hybrid origin of these plants and also to
analyze the variability present in the obtained plant population. EST-SSR and AFLP
markers were used with this purpose and 691 AFLP markers were amplified, of which 317
were polymorphic. With these markers it could be established that from 232 analyzed
plants, only six were true hybrids. This would indicate that the remaining plants were
obtained by self-fertilization of the female parent OTA-S. This was an unexpected result,

given the self-incompatibility of this genotype.

The second analysis was performed in order to assess the variability within the obtained
plant population. Six AFLPs primer combinations allowed to amplify 376 markers of which

46 were polymorphic. A high level of variation was observed at molecular, morphological



and agronomic traits; the male parent differed significantly from the other plants at all levels
being the offspring plants very variable and similar to the maternal plant and, is some

instances superior to this plant in different interesting traits.

These results also allowed to assess that the genetic distance between the female and the
male parents may have affected the production of hybrid plants. The low percentage of

germination (39%) and the high seedlings mortality could also be attributed to this factor..

Finally, 23 transformation assays were performed in order to establish a plant
transformation protocol for weeping lovegrass using two Agrobacterium tumefaciens strains
differing in its virulence (AGL1 and AGLO) and containing the binary vector Ppzp201BUGI.
A total of 8428 mature seeds were inoculated and different treatments were performed
changing different parameters in order to establish the best conditions for inoculation and
plant regeneration. It was not possible to obtain a protocol for stable transformation but a
transient transformation protocol was obtained from mature seeds. Some variables should
be adjusted in order to obtain a stable and reliable transformation protocol for weeping

lovegrass.
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Figura 16. Correlacién entre matrices de distancia genética y morfolégica (Test de
Mantel, r=0,017 y P=0,338, programa estadistico GenAlEx 6.4, Peakall y Smouse,
2006).
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Figura 17. Distribucién de la frecuencia del coeficiente de correlacién “r’ obtenidas 109
por permutaciones aleatorias (999), se marca en rojo el valor de correlacion
observado a partir de las matrices originales. Usando del programa estadistico
GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse, 2006).
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INTRODUCCION

Las pasturas forrajeras contribuyen a sostener los sistemas agricolas que representan la
base de la mayoria de las economias mundiales. En este sentido, estas pasturas son
consideradas como commoditties, ya que su valor es medido en forma indirecta a través
del costo de la produccion ganadera. De esta forma, el mejoramiento de estas pasturas se
encuentra enfocado en la alimentacién del ganado e incluye como objetivos el aumento de
la produccion de biomasa y de diferentes parametros forrajeros (Wilkins y Humphreys,
2003; Wang et al., 2001). Muchas de estas pasturas se reproducen por apomixis, donde la
produccion de semillas ocurre sin fusibn de gametos, resultando por generaciones, en
descendencia que genéticamente, es copia fiel del progenitor materno. Este tipo de
propagacion asexual representa un interesante mecanismo para la explotacion directa de
la heterosis. La apomixis es relativamente comun entre las gramineas C4 de la subfamilia
Panicoideae, incluidas varias gramineas tropicales de importancia econémica como
forrajeras. Entre los géneros en que se encuentra este tipo de reproduccion podemos
mencionar a Bothriochloa, Bouteloua, Brachiaria, Callipedium, Cenchrus, Dischantium,
Eragrostis, Hyparrhenia, Melinis, Panicum, Paspalum, Pennisetum, Setaria, Tripsacum,
Chloris y Urochloa, entre otras (Quero Carrillo et al. 2010). Desde hace varias décadas, ha
habido interés en el mejoramiento genético de especies forrajeras apomicticas. Sin
embargo, la hibridacion y recombinacion genética se ha visto dificultada por la
reproduccion apomictica y por las diferencias de ploidia que normalmente se observan en
los complejos apomicticos. Casi todos los cultivares existentes en las especies
mencionadas son "lineas" apomicticas (clones) seleccionadas sin modificacion genética
alguna a partir de colecciones de germoplasma natural. Donde existe la reproduccion
sexual en una especie apomictica 0 en una especie cercana, el fitomejoramiento se vuelve
mas factible. Es comuUn encontrar en una especie 0 en un grupo de especies cercanas,
reproduccion sexual en biotipos diploides y reproduccién apomictica en los poliploides. El
control genético del tipo de reproduccion es monofactorial y, en principio, facil de
manipular, si bien en los ultimos afios se ha encontrado un componente epigenético que
podria, en cierta medida presentar algunas dificultades. Los esquemas convencionales de
fitomejoramiento, desarrollados para especies de reproduccién sexual, tienen que ser
modificados para aprovechar las ventajas naturales que ofrece la apomixis. Los esquemas

de fitomejoramiento para especies apomicticas tienen que lograr dos objetivos basicos: i)
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acumular ganancias genéticas a través de generaciones y ii) aumentar, con ciclos de

seleccion, la expresion de la heterosis en "lineas" apomicticas mejoradas.

La apomixis

A fin modo introductorio haremos una breve descripcion de este peculiar modo
reproductivo que incide en el mejoramiento de estas especies. Apomixis (Apo: sin; mixis:
mezcla), es la reproduccion clonal a partir de semillas que perpetia la composicion
genética de una planta o de grupos de individuos (Nogler, 1994). Este tipo de reproduccion
ha aparecido en la naturaleza de diferentes formas, cuyos mecanismos se comparan con

los involucrados en la reproducciéon sexual en la Fig. 1.

SEXUAL DIPLOSPORIA APOSPORIA EMBRIOGENESIS
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Figura 1. Comparacién de los mecanismos de reproduccion sexual y apomictica
(diplosporia, aposporia y embriogénesis adventicia en plantas, Adaptado de Koltunow,
1993).

La apomixis gametofitica se desencadena tempranamente en relacion al proceso de

desarrollo del 6vulo, formandose un saco embrionario sin reducir a partir del cual se origina
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el embrion (Nogler, 1984; Koltunov, 1993). La embrionia adventicia se inicia tardiamente
en relacion al desarrollo del évulo y el embrién se genera a partir de una célula externa al
gametofito. No hay en este caso alternancia de generaciones, por lo que a este tipo de
apomixis se la denomina esporofitica (Nogler, 1984; Asker y Jerling, 1992). En la apomixis
diplospdérica el saco embrionario se forma a partir de una célula madre de las megasporas,
no reducida, como ocurre en los géneros Paspalum, Tripsacum, Eragrostis, Elymus, etc., a
diferencia de la apomixis apospérica, donde el saco embrionario se forma a partir de una
célula somatica de la nucela, como ocurre en Panicum, Paspalum, Brachiaria, Bouteloua,

Cenchrus, Pennisetum, etc.

En ninguno de esos casos ocurre meiosis ni fecundacion, lo cual da origen a verdaderos
embriones somaticos, de manera que la progenie de una planta apomictica serd de
constitucién genética idéntica a la de la planta madre (Koltunow et al., 1995). Pese a que
en la apomixis la formacion del embrién ocurre sin fecundacion, el desarrollo del
endosperma puede ser autbnomo o0 no. La pseudogamia, es decir la necesidad de
polinizacion para el desarrollo del endosperma, es predominante entre las Poaceas,
mientras que el desarrollo autbnomo del endosperma lo es en las Compuestas (Richards,
1986).

La apomixis gametofitica esta relacionada con la poliploidia y aparece en complejos
agamicos, donde hay genotipos de bajos niveles de ploidia (usualmente diploides) que se
reproducen por sexualidad y otros, de mayores niveles de ploidia (tri, tetra, pentaploides,

etc.), que se reproducen por apomixis (Ortiz y Pessino, 2002; Ortiz et al., 2004).

El mejoramiento de especies apomicticas

La heterosis resulta de la interaccién positiva interalélica en un organismo hibrido
(heterocigoto), dando una productividad del hibrido mayor que la de los parentales. La
heterosis es un fendémeno biolégico que el ser humano ha explotado deliberadamente para
aumentar la productividad de sus actividades agricolas y pecuarias desde hace mas de un
siglo (Darwin, 1875; Shull 1909). Sin embargo, el vigor y la uniformidad de los hibridos se
pierde en las generaciones siguientes de reproduccion sexual. La reproduccion asexual en
cambio, da como resultado la propagacion sin modificacion de cualquier genotipo, aunque

sea altamente heterocigoto. Esta propiedad de la propagacién asexual sugiere que seria
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un mecanismo muy apropiado para la explotacion directa de la heterosis, resultado de
genotipos altamente heterocigotos, sin necesidad del mantenimiento de lineas parentales y
la formacion cada afio de semilla hibrida por polinizacion cruzada, como ocurre en

especies propagadas sexualmente [por €j., el maiz (Zea mays L.)].

La apomixis representa una herramienta valiosa para la seleccion de individuos
ampliamente adaptados a condiciones ambientales dinamicas y como promotora de la
perpetuacion y dominancia de los genotipos hibridos de mayor aptitud a dichas
condiciones. La dinamica evolutiva es muy activa en los centros de origen de especie,
donde se ha demostrado un intenso flujo genético entre los diversos niveles de ploidia
(Savidan y Pernés, 1982; de Wet, 1968). En los centros de origen de las especies se
encuentran individuos diploides, euploides, siendo el tetraploide el de mayor abundancia, e
individuos aneuploides resultado de la dinamica del flujo genético. Esta dinamica
reproductiva ocurre mediante la presencia ciclica de cruzamientos entre individuos con
diferentes niveles de ploidia (Harlan y de Wet, 1975; de Wet, 1968; de Wet y Stalker ,
1974). Estas formas de recombinar de las plantas apomicticas, mediante ciclos diploide-
tetraploide-diploide, e identificados inicialmente en Botriochloa (de Wet , 1968) y
posteriormente en Panicum méaximum Jacq. (Savidan y Pernés, 1982), ha sido informada
en géneros como Brachiaria (de Wet, 1986). En los centros de origen también se produce
la conformacion de complejos agamicos (CA), muchas especies apomicticas consideradas
como diferentes y aisladas reproductivamente, se integran en un CA, en donde la Unica
barrera para lograr hibridacion es la presencia de apomixis y poliploidia. Al superar estas
barreras mediante estrategias reconocidas, es posible ampliar la base genética para la
produccion de hibridos que responden a las necesidades detectadas. En este sentido la
hibridacién intergenérica entre géneros de diversas especies es una alternativa viable dado

gue estos géneros funcionan como “puentes” para lograr la hibridacion.

En las especies apomicticas, las plantas sexuales se encuentran en baja frecuencia y
normalmente poseen menor vigor que los individuos apomicticos (Hanna y Bashaw, 1987).
Esta asociacion de poliploidia y vigor, confiere a estas especies mayor aptitud para

sobrevivir y producir en condiciones ambientales limitantes (Quero Carrillo et al., 2010).

La produccion de hibridos de especies apomicticas no es un proceso costoso, ni dificil y
permite la obtencién de recursos genéticos adecuados para la produccion de hibridos
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destacados para la produccidon en pastoreo respetuosa del ecosistema (Quero Carrillo et
al., 2010). Sin embargo, muchas veces sucede que cuando se encuentra sexualidad en
especies predominantemente apomicticas, hay por lo general una diferencia en ploidia
entre las plantas sexuales (normalmente diploides) y las apomicticas (poliploides), lo cual
hace imposible la generacion de hibridos fértiles (por ej. Hacker, 1988). De hecho, casi
todos los cultivares existentes en las especies apomicticas son “lineas" (clones)
apomicticas seleccionadas directamente y sin modificacion a partir de colecciones de
germoplasma natural. Sin embargo, la apomixis nunca es del todo obligada, alin en
especies donde predomina (Savidan, 2000). Un patron muy comun es encontrar en un
grupo de especies cercanas (el llamado "complejo agamico”) la reproduccion sexual en las
especies diploides y reproduccion apomictica en las poliploides. De hecho, en la naturaleza
hay fuertes evidencias de recombinacion genética entre los diferentes niveles de ploidia
(Savidan y Pernés 1982). La apomixis no es, como se creia anteriormente, "un callejon sin
salida de la evolucion” (Darlington, 1939). La tarea resultaba ser entonces, el descubrir — o
crear — plantas sexuales con el mismo namero cromosomico que las plantas apomicticas,

en la misma especie o0 en especies filogenéticamente cercanas.

Para los pastos bahia, guinea y las braquiarias, se crearon plantas sexuales
tetraploidizadas artificialmente a partir de germoplasma diploide sexual natural (Bahia:
Forbes y Burton 1961; guinea: Savidan, 1975; braquiaria: Swenne et al. 1981). Para el
bufel, el germoplasma tetraploide sexual probablemente derivé del clon B-1s, una planta
"fuera de tipo" originalmente estudiada por Bashaw y colaboradores (Bashaw, 1962).
Mediante inspeccidon citologica se identificaron cinco clones tetraploides y totalmente

sexuales (Sherwood et al. 1994).

Comenzando con las investigaciones de Savidan en los afos '70s, sobre la herencia de
apomixis en el pasto guinea se empezaron a aplicar metodologias citolégicas al estudio de
la genética de la apomixis en las gramineas forrajeras tropicales, lo que fue fundamental
para corregir algunos resultados erréneos publicados anteriormente, basados en la
determinacion del tipo de reproduccién por pruebas de progenie. Hasta la fecha, se puede
concluir que la apomixis en todas las gramineas forrajeras tropicales de mayor importancia
econdmica es controlada por un solo factor mendeliano dominante (bahia: Martinez et al.
2001; bufel: Sherwood et al. 1994; guinea: Savidan 1983; B. decumbens y B. brizantha:
Valle y Savidan, 1996; B. humidicola: Valle et al.,, 2008). Este resultado es de suma
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importancia en el planteo de trabajos de mejora genética en estas especies de gramineas
C4, ya que permite manipular, de manera ordenada y predecible, el modo reproductivo,
tanto la sexualidad (para lograr la recombinacion de caracteres) como la apomixis (para
fijarlos) (Miles y Valle,1996; Savidan, 2000; Miles, 2007). No obstante ello, el sistema de
apomixis parece ser mas complejo de lo que se creia, teniendo un fuerte componente

epigenético (Olmedo — Monfil et al., 2011).

Los pasos basicos de un programa de mejoramiento genético para especies apomicticas

son:

a) Recoleccion de materiales genéticos, preferentemente si se encuentran disponibles
en el centro de origen de especie.

b) Caracterizacion morfolégica y citoldgica de las poblaciones (identificacion de
individuos diploides y poliploides).

c) Determinacion del modo reproductivo de los individuos de la coleccion.

d) Identificacion de individuos sexuales poliploides.

e) Realizacion de cruzamientos con objetivos bien definidos.

f) Evaluacion agronémica de los materiales obtenidos.

Desarrollo de cultivares apomicticos

A través de la apomixis obligada es posible desarrollar cultivares clonales (por ej., como
con Cenchrus ciliaris) y en general suele haber una relacion positiva entre la productividad
de un clon y su nivel de heterocigosis. Por lo tanto, es deseable desarrollar fuentes de
variabilidad genética para maximizar la productividad dentro de la poblacion y este es un
desafio continuo para los mejoradores de cultivos apomicticos. Sin embargo, el medio mas
comun para producir variacion genética y/o aumento de la heterocigosis es a través de la
reproduccion sexual o hibridacion. En el desarrollo de cultivares apomicticos es importante
gue algunas semillas puedan ser producidas por via sexual para que este tipo de variacion

pueda ser explotado.

Hay basicamente dos métodos de produccion de cultivares apomicticos:
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1) La autofecundacion de un clon sexual puede producir un segregante S1 (altamente
heterocigético) y la progenie obtenida puede ser “sexual” o “apomictica”; si es

apomictico obligado tiene potencial para ser cultivar clonal.

2) Realizar un cruzamiento entre un clon sexual con un clon apomictico, que puede
producir una “F1”. La progenie segregante puede resultar en clones sexuales o
apomicticos; seleccionando los apomicticos obligados tendremos nuevos
potenciales cultivares.

En método se ilustra en la Fig. 2. Naturalmente un esquema de mejoramiento puede usar
una combinacion de ambos meétodos de autofecundacién y cruzamientos. En muchos
casos se han desarrollado clones por autofecundacién para lograr algin grado de
consanguinidad. Esto tiene como objetivo reducir la frecuencia de alelos deletéreos. A
continuacion el cruzamiento de lineas endogamicas parciales permite el desarrollo de

cultivares apomicticos.

- Sexual x -7 Apomictico

l

F1
Autopolinizacion

l V-

Materialessexuales
Autopolinizacion

Materialesapomicticos

Seleccionarlos mejores
materialesapomicticos

!

Figura 2. Esquema de un protocolo para el desarrollo de cultivares de especies

apomicticas (Adaptada de Brown et al., 2014).
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Una vez identificados los materiales apomicticos deben seleccionarse las lineas mas
adaptadas a través de repetidas rondas de evaluacion en diferentes afios y ambientes
(Brown et al., 2014).

El hallazgo de genotipos sexuales ha posibilitado el desarrollo de estrategias para la
manipulacion de la apomixis a través de la hibridacibn en especies apomicticas. En
Cenchrus ciliaris, el descubrimiento de una planta sexual hizo posible el desarrollo de un
programa de mejoramiento con cruzamientos y dilucidacion del tipo de herencia de la
apomixis en esta especie (Taliaferro y Bashaw, 1966). En el CA Cenchrus-Pennisetum el
vigor de los hibridos 2n+n recuperados fue muy bueno (Bashaw y Hignight, 1990; Hussey
et al., 1993). Otro ejemplo lo constituyen los hibridos 2n + n de Dischanthium annulatum
(Forssk.) Stapf. y Botriochloa (Harlan et al., 1975; Harlan et al., 1964). En Paspalum
notatum Flugge, la progenie de cruzas entre individuos sexuales y apomicticos obligados o
facultativos mostré una proporcién de 4:1 apomictico (facultativo + apomictico obligado) y
sexual, mientras que los cruzamientos entre materiales sexuales y apomicticos facultativos
solamente mostraron una proporcion de 8:1 (sexual + apomictico facultativo) y apomictico
obligado (Acufia et al, 2009). Los hibridos heteroticos tetraploides presentaron una
proporcion de 4,6:1 de hibridos apomicticos y sexuales. Solamente el 3% de la progenie

fue clasificada como altamente apomictica (Acufia et al., 2011).

En Panicum maximun Jacqg., el cruzamiento de hibridos apomictico x apomictico ambos
tetraploides facultativos (40%), segregaron en una proporcion 1:3 (siendo los hibridos

apomicticos 3 veces mas numerosos que los sexuales), (Savidan, 1985).

Aportes de la biotecnologia

Si bien las técnicas convencionales han contribuido sustancialmente al mejoramiento de
las especies forrajeras, la aplicacion de diferentes biotecnologias en los ultimos afios ha
redundado en importantes progresos, especialmente en lo que se refiere a calidad de
forraje (Diaz, 2006). Metodologias tales como el cultivo de tejidos per se, la variacion
somaclonal, la hibridacibn somatica y la transformacién han permitido ampliar la
variabilidad genética, los marcadores moleculares han demostrado ser de utilidad para
seleccionar caracteres agrondémicos complejos y, mas recientemente, la gendmica ha

significado un gran avance hacia la identificacion de genes de interés para los cultivos
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forrajeros. La conjuncion de estas biotecnologias, fundamentalmente la tecnologia génica,
los marcadores moleculares, la gendémica y la bioinformética han revolucionado el
mejoramiento genético vegetal dando origen a lo que se denomina mejoramiento
molecular, conduciendo al desarrollo de nuevos y promisorios cultivares (Spangenberg et
al., 2010).

Especialmente para especies apomicticas estas herramientas son muy atractivas,
pudiendo complementar las metodologias convencionales mencionadas mas arriba. En
especies forrajeras la biotecnologia ha complementado programas de mejoramiento,
especialmente en lo referido al incremento de la calidad del forraje, persistencia,
resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a estreses abidticos y manipulacion del

crecimiento y desarrollo.

Se han desarrollado sistemas eficientes de regeneracion de plantas a partir de 6rganos,
tejidos y células para un amplio rango de especies forrajeras. Esto brinda la posibilidad de
aplicacion a otros procesos biotecnoloégicos, como la micropropagacion, la obtencion de
variantes somaclonales, de plantas transgénicas y de plantas haploides duplicadas. En
general, los embriones, semillas e inflorescencias son muy utilizados para la induccion de
callo. Las dos primeras fuentes de explanto tienen la ventaja de encontrarse disponibles
durante todo el aflo, pero tanto estos como las inflorescencias de especies de reproduccion
sexual segregan y no son clones de individuos destacados. Las vias de regeneracion
informadas son la embriogénesis somatica y la organogénesis (Komatsuda et al., 1993;
Rios et al., 2001). La utilizacion de meristemas minimiza el riesgo de inestabilidad genética
gue representan los callos, por lo cual se los ha utilizado para la conservacion de
germoplasma y la micropropagacion de Lolium y Festuca (Dale y Dalton, 1983; Perez-
Vicente et al.,, 1993) y Dactylis glomerata (Dale y Dalton, 1983). En pasto lloron Diaz
(2006) analizé cuatro fuentes diferentes de explanto de pasto lloron (inflorescencias
inmaduras, embriones, semillas y base de hojas), en tres genotipos, dos cultivares
apomicticos obligados (Morpa y Don Pablo) y uno apomictico facultativo (Kromdraai). Se
pudo determinar que las inflorescencias representan el mejor explanto para inducir la
formacion de callos embriogénicos en los tres cultivares. A partir de callos del cv.
Kromdraai se iniciaron suspensiones celulares a las que se les analizd el potencial
morfogénico a lo largo de los subcultivos, observandose una disminucion del mismo luego

de los cuatro meses de comenzado el cultivo. Debido a esto y, considerando que el cultivo
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de suspensiones celulares resulta costoso, demanda mucho tiempo y que periodos
prolongados de cultivo in vitro pueden generar cambios genéticos se propuso al cultivo
inflorescencias y a los callos obtenidos a partir de las mismas como tejido blanco para los

experimentos de transformacion por el método biolistico.

Estos métodos de cultivo in vitro han permitido explotar la variacibn somaclonal como
método para generar variabilidad. La misma puede surgir de la variacion preexistente en
las células del explanto o inducirse durante el proceso de cultivo (Larkin y Scowcroft, 1981;
Kaeppler et al., 2000). Esta variacién se manifiesta a varios niveles, citolégico, bioguimico,
molecular, morfolégico y fenoldgico. Se observd variacibn cromosdmica en Festuca
arundinacea (Dahleen y Eizenga, 1990) y Eragrostis curvula (Frayssinet et al., 1999),
albinismo en Lolium perenne (Dale et al., 1981; Creemers-Molenaar et al., 1988) y Festuca
pratense (Vallés et al., 1993), cambios en la morfologia de planta, forma y tamafio de hoja
y espiga, desarrollo floral, vigor y supervivencia en somaclones de Lolium (Ahloowalia,
1983; Jackson y Dale, 1989) y Festuca arundinacea (Roylance et al., 1994) y disturbios
reproductivos en esta misma especie (Garcia et al., 1994). El desarrollo de nuevos
cultivares por esta técnica involucra un balance entre la cantidad de variacién inducida y el
mantenimiento de los caracteres agronémicos propios del cultivar. Como ejemplo puede
citarse el caso de somaclones de pasto bermuda, que dieron origen al cultivar Brazos-R3,
gue es resistente a la oruga militar (Croughan et al., 1994). A partir de esta técnica
pudieron registrarse tres materiales de pasto lloron descriptos por primera vez por Polci
(2000).

Los protocolos de cultivo de tejidos también dieron base a los primeros métodos de
transformacion. Las primeras gramineas forrajeras transgénicas se obtuvieron por
transformacion de protoplastos. Actualmente, el bombardeo de cultivos embriogénicos con
microproyectiles (Wang et al., 2001b) y Agrobacterium tumefaciens (Boisson-Dernier et al.,
2001; Kim et al., 2001) representan los métodos mas utilizados en gramineas y
leguminosas, respectivamente. Sin embargo, actualmente es posible transformar
establemente gramineas utilizando Agrobacterium tumefaciens como Festuca (Gao et al.,
2009; Gao et al. 2008; Wang y Ge, 2005; Dong y Qu, 2005; Bettany et al., 2003); Hordeum
vulgare (Holme et al., 2008; Barlett et al., 2008; Fang et al., 2002; Trifonova et al., 2001,
Matthews et al., 2001; Wang et al., 2001; Wu et al., 1998; Tingay et al., 1997); Lolium (Ge
et al., 2007; Wu et al., 2007; Bajaj et al., 2006; Sato y Takamizo, 2006; Wu et al., 2005;
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Bettany et al., 2003); Sorgo (Kumar et al. 2011; Nguyen et al., 2007; Howe et al., 2006;
Gao et al., 2005; Zhao et al., 2000); Poa (Zhang et al., 2010); Trigo (He et al., 2010; Ding et
al., 2009; Zale et al., 2009; Wu et al., 2008; Cheng et al., 2003; Wu et al., 2003; Hu et al.,
2003; Sparks et al., 2003; Khanna y Daggard 2003; Sawahel y Hassan 2002; Weir et al.,
2001; Cheng et al., 1997); Panicum virgatum (Xi et al., 2009; Someleva, 2002); Maiz (Du et
al., 2010; Huang y Wei, 2005; Frame et al., 2002; Gordon-Kamm et al., 2002; Zhao et al.,
2001; Cheng y Fry 2000; Negrotto et al., 2000; Ishida et al., 1996); Secale cereale (Popelka
y Alpeter, 2003); Cynodon (Li et al., 2005; Hu et al., 2005; Salehi et al., 2005; Wang y Ge
2005); Zoysiagrass ( Ge et al., 2006; Toyama et al., 2003); Agrostis (Fu et al., 2005; Han et
al., 2005; Wang y Ge 2005; Chai et al., 2004; Luo et al., 2004; Yu et al., 2000).

Entre los caracteres “blanco” para el mejoramiento a través de esta tecnologia se incluyen
la calidad de forraje, la resistencia a plagas, enfermedades y estreses abioticos y la

manipulacion del crecimiento y desarrollo.

En cuanto a los marcadores moleculares, los polimorfismos amplificados al azar (RAPDs)
fueron los primeros utilizados en forrajeras (Williams et al., 1990). Hace aproximadamente
20 afos los mas usados fueron los polimorfismos basados en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLPs) y los polimorfismos en las secuencias simples repetidas (SSRPs)
(Vos et al.,, 1995). Sin embargo, en la actualidad, han adquirido gran difusion los
marcadores basados en el polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs). Entre los objetivos
para su utilizacion se encuentran la diferenciacion de cultivares, la certificacion de pureza
varietal, la seleccion de parentales divergentes en caracteres especificos para obtener
poblaciones de mapeo, el monitoreo de la estabilidad genética de especies que se
propagan vegetativamente y por apomixis, la evaluacion de la estructura poblacional de
pasturas naturales y artificiales y la discriminacion entre especies (Forster et al., 2001). Se
han utilizado para establecer relaciones genéticas entre accesiones de Bromus spp. de los
Andes (Zuhiga-Rebolledo et al., 2000), para presentar evidencias de la expansion de la
agricultura en Europa (Balfourier et al., 2000), para establecer relaciones filogenéticas en
alfalfa (Campbell, 2000) y para estudiar la diversidad genética en poblaciones de trébol
blanco (Gustine y Sanderson, 2001) y de Lolium perenne (Posselt y Bolaric, 2000).
También han sido y son empleados para mapeo y seleccion asistida (SAMM). Debido a
gue muchos cultivos forrajeros son complejos poliploides con genomas derivados de varios

progenitores o con herencia polisémica, el desarrollo de mapas de ligamiento es mas
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complicado y mas costoso que en especies diploides. Entre las gramineas, los mapas de
ligamiento méas desarrollados son los de las Poaceas, donde el mapeo comparativo ha
revelado una extensa conservacion en genes y marcadores entre los distintos géneros
(Taylor et al., 2001). Se estan desarrollando mapas genéticos de raigras perenne, festuca
alta y alfalfa (Forster et al., 2001), siendo este ultimo el mas avanzado (Brouwer y Osborn,
1999; Brummer et al., 2000; Kalo et al., 2000). Se mapearon varios genes y loci de
caracteres cuantitativos (QTLs), incluyendo hojas unifoliadas, tolerancia a aluminio,
embriogénesis somética, color de la flor, enanismo, rendimiento y resistencia a frio. En
algunas gramineas el mapeo se ha orientado a la localizacion de genes de la apomixis
(Pessino et al., 1999), respecto al mapeo comparativo especifico de las especies
apomicticas, los estudios de sintenia demostraron que la region determinante de la
aposporia muestra homologia en Cenchrus ciliaris con una regién del grupo de ligamiento
D de sorgo (Burrow et al., 2001), en Brachiaria sp. con el brazo corto del cromosoma 5 de
maiz y 2 de arroz (Pessino et al., 1997 y 1998) y en Paspalum simplex con la region
telomérica de los brazos largos de los cromosomas 2 y 12 de arroz (Pupilli et al., 2001 y
2004). Asimismo, por mapeo comparativo usando marcadores de RFLP se determing la
conservacion de la region determinante de la aposporia en tres especies apomicticas de
Paspalum (P. simplex, P. notatum y P. malacophyllium) (Pupilli et al., 2004). Un mapa
genético completo a nivel diploide (citotipos sexuales), que comprende los 10 grupos de
ligamiento béasicos de Paspalum notatum ha sido generado con marcadores de RAPD,
RFLP y AFLP (Ortiz et al., 2001). Asimismo, en Cenchrus ciliaris tetraploide aposporico se
desarroll6 una mapa genético preliminar basado en marcadores de RFLP (utilizando
sondas homodlogas y heterélogas) (Burrow et al., 2001), en Panicum maximum tetraploide
aposporico se desarroll6 un mapa en base a marcadores de RAPD y AFLP (Ebina et al.,
2005).

Siendo la apomixis un tipo de reproduccién agamica caracteristico de muchas forrajeras
como Bothriochloa, Cenchrus, Chloris, Digitaria, Eriochloa, Heteropogon, Panicum,
Paspalum, Pennisetum, Sorghum, Themeda, Urochloa, Setaria y Eragrostis, el estudio de
estos genes se realiza a través del uso de marcadores moleculares, andlisis de ADN
complementario (ADNc) y de sintenia gendmica en hibridos intra e interespecificos. El
objetivo seria transferirlos a especies de interés agronomico. También se intenta obtener

un sistema funcional de apomixis en alfalfa (Rossellini y Veronesi, 2002).
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Actualmente, las nuevas herramientas de gendmica de gramineas con la secuenciacion de
varias especies a través del genoma y transcriptoma. En Paspalum dilatatum Poir, se
secuencié el transcriptoma utilizando plataformas de de secuenciacién de segunda
generacion, se obtuvieron un total de 324.695 secuencias correspondientes a c. 102Mbp.
Las secuencias fueron ensambladas generando 20.169 contigs con una longitud
combinada de 9.336.138 nucleotidos. Estos estudios son importantes ya que el desarrollo
de recursos genéticos y gendmicos contribuirdn al descubrimiento de genes y a estudios
de expresion de los mismos; la asociacién de genes con caracteristicas agronémicas

contribuira significativamente al mejoramiento molecular (Giordano et al., 2014).

En Eragrostis curvula, de un total de 8.884 unigenes secuenciados a partir de bibliotecas
derivados de inflorescencias , 112 (1,26%) mostraron expresion diferencial significativa en
individuos con niveles de ploidia diferentes y/o modo reproductivo variable (Cervigni,
2008a); un total de 12.295 EST de elevada calidad se agruparon y ensamblaron, haciendo
8.864 unigenes, de los analisis realizados resultaron 254 EST-SSRs, 190 SNPs siendo
recursos valiosos para la identificacion de genes, mapeo genético, identificacion de
cultivares, andlisis de diversidad genética, mapeo fenotipico y seleccion asistida por
marcadores moleculares (Cervigni et al., 2008b). Estos SSR fueron adaptados para

estudios de diversidad en Panicum coloratum (Armando, 2014).

Actualmente se utilizé la plataforma 454 de Roche para realizar un transcriptoma floral de
referencia de pasto lloron. Las muestras fueron secuenciadas en el INDEAR (Instituto de
Agrobiotecnologia de Rosario, Rosario, Argentina). EI numero total de lecturas (reads) fue
de 2.617.197, con un numero total de 952.693.285 bp. La longitud promedio de las lecturas
fue de 364,01 bp y se obtuvo un total de 49,568 contigs y 133.782 singletons. (Garbus et
al., 2014). Se continta trabajando con estos genes a fin de buscar diferencias por modo
reproductivo y también buscar genes asociados a distintas vias metabdlicas involucradas

en calidad de forraje.

En otros aspectos el grupo de trabajo del CERZOS/UNS, en 1996 se establecidé un
protocolo de cultivo in vitro de pasto lloron a partir de inflorescencias (Echenique et al.,
1996; Echenique et al., 2001). Utilizando este sistema se propuso incrementar la
variabilidad genética del germoplasma de pasto lloron, lograndose avances mediante la
obtencién de variantes somaclonales Polci (2000). Se trabajé con varios cultivares de esta
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graminea apomictica y luego de la evaluacion de gran numero de plantas (mas de 600) se

seleccionaron los siguientes materiales vegetales registrados:

1. Registro de Cultivares INASE. Pasto lloron (Eragrostis curvula (Schrad.) Nees). Material:
UNST1122 (Victoria) Establecimiento Creador: UNS — ACA. Investigadores creadores:
Echenique, Viviana; Polci, Pablo; Cardone, Susana; Selva, Juan Pablo. RC9192. 2006-
2026

2. Registro de Cultivares INASE. Pasto lloron (Eragrostis curvula (Schrad.) Nees). Material:
UNST1131 (Bahiense). Establecimiento Creador: UNS — ACA. Investigadores creadores:
Echenique, Viviana; Polci, Pablo; Cardone, Susana; Selva, Juan Pablo. RC9193. 2006-
2026

3. Registro de Cultivares. INASE. Pasto lloron (Eragrostis curvula (Schrad.) Nees).
Material: UNST9446 (cv. Don Luis). Establecimiento Creador: UNS — ACA. Investigadores
creadores: Polci, Pablo; Echenique, Viviana; Cardone, Susana; Selva, Juan Pablo,
Zappacosta, Diego.

RC9191. 2006-2026.

Los primeros dos fueron descriptos por Cardone et al (2006) y utilizados para la
identificacion y caracterizacion de genes relacionados con la apomixis y los cambios de
plodia (Mecchia et al., 2007; Cervigni et al., 2008 a y b; Ochogavia et al., 2009; Meier et al.,
2011; Selva et al., 2012 y Zappacosta et al., 2014). A partir de las genotecas de cDNA de
estas plantas se aislaron genes relacionados con calidad del forraje que podran ser

utilizados para manipular la cantidad o calidad de lignina en la especie (Diaz et al., 2010).

La especie objeto de este estudio, Eragrostis curvula (Schra.) Nees o pasto llorén

Eragrostis fue fundado como género por Wolf, siendo el mas representado en las
Eragrostideae, una tribu compuesta por 80 géneros y alrededor de 1000 especies
distribuidas principalmente en regiones tropicales y templado-célidas de todo el mundo. El
género Eragrostis, consta de méas de 350 especies distribuidas especialmente en Africa, lo
cual sugiere gue ha tenido su origen en dicho continente, se tratan de plantas anuales o
perennes, cespitosas, rara vez estoloniferas. La tribu no posee una agrupacion natural sino

gue fue armada por conveniencia y Eragrostis en si mismo es un grupo polifilético. La
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naturaleza polifilética de Eragrostis fue confirmada por andlisis de secuencias
conservadas, ITS y trnL-F (Roodt-Wilding y Spies, 2006).

Entre las caracteristicas del género se encuentra la presencia de inflorescencias en
panojas amplias o contraidas, con espiguillas multifloras, rara vez unifloras, basitonas, con
compresion lateral neta o poco evidente, cuyas glumas son caducas 0 persistentes,
menores que el antecio basal, uninervadas (excepcionalmente trinervadas); la raquilla es
articulada o tenaz y las lemmas son mduticas, trinervadas; las flores tienen 1, 2, 0 mas
frecuentemente 3 estambres y el pistilo posee 2 estilos con estigmas plumosos; el cariopse
tiene o no surco ventral y el escudete (relieve del embrién) es mayor que el tercio del largo

de aquél, en tanto que el hilo es punctiforme.

Todas las especies de Eragrostis, excepto E. walteri (Voigt et al., 2004), poseen anatomia
foliar con estructura Kranz caracteristicas de las plantas con proceso fotosintético tipo
Carbono 4, que es caracteristica de varias especies de plantas herbaceas tropicales. La
mayor concentracion de especies se produce en Sudafrica, de donde proviene el pasto
llorén.

Existen varias especies de interés economico entre las que cabe mencionar a E. tef
(Zucc.) Trotter “teff” especie originaria de Etiopia donde se la cultiva como cereal para la
alimentacion humana y forrajera. Su rapido crecimiento provee forraje mas temprano.
Otras especies que integran pastizales son E. chloromelas Steud. (“krulblaar o boer
lovegrass”) y E. lehmanniana Nees. (“knietjiesgras o lehmann lovegrass”). Estas Ultimas
son dificiles de separar de E. curvula debido a la existencia de hibridos con caracteristicas
intermedias. E. curvula (Schrad.) Nees. “pasto llorén o weeping lovegrass” es una especie
forrajera que se destaca por su extraordinaria rusticidad, su capacidad para prosperar en
suelos pobres en fertilidad y su aptitud para consolidar suelos erosionables, ain medanos
(Covas, 1991).

La posicion taxondmica del pasto llorén de acuerdo a la clasificacion de Cronquist (1981)
es la siguiente (Departamento de Agronomia de los Estados Unidos (http://www.usda.gov):

Reino Plantae (plantas)
Subreino Tracheobionta (plantas vasculares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con semilla)
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Filo Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Liliopsida (monocotileddneas)
Subclase Commelinidae

Orden Cyperales

Familia Poaceae

Subfamilia Chloridoideae

Tribu Eragrostideae

Género Eragrostis von Wolf

Especie Eragrostis curvula (Schrader) Nees (weeping lovegrass) Fig. 3.

Figura 3. Detalles de la planta e inflorescencia de E. curvula. A, parte basal de la planta, B,
inflorescencias; C, espiguilla; D, gluma inferior; E, gluma superior, F, antecio, G, lemma
vista ventral; H-1, palea; J, cariopsis, vista dorsal; K, cariopses, vista lateral (Nicora, 1998).

En Argentina se utiliza la clasificacion de Engler y Diels (1936), donde la posicion
Taxondmica del pasto lloron es la siguiente:

Division Spermatophyta

Subdivisién Angiospermae

Clase Monocotiledonae

Orden Glumiflorales
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Familia Poaceae (Gramineae)

Tribu Eragrostideae

Género Eragrostis von Wolf

Especie Eragrostis curvula (Schrad.) Nees (pasto llorén).

Tipos morfolbgicos

Cuando se piensa en E. curvula generalmente se lo asocia a cultivares tipo curvula

“‘Ermelo” “Morpa” y “Tanganyika” (aludiendo a su caracter “llorén”). El tipo curvula es solo
una de las formas reconocibles dentro de un vasto conjunto de variantes morfologicas.
Leigh (1961) fue el primero en proponer que E. curvula fuese agrupado en cinco tipos
principales. Desde entonces se han sugerido tipos adicionales. En este trabajo se
consideraran los tipos conferta y curvula, dado que se trabajard con materiales
pertenecientes a estos tipos. Otros tipos que se describen y no han sido discutidos en este

trabajo son robusta, lehman y chloromelas.

Conferta: se trata de plantas relativamente bajas (generalmente de 0,7 a 1 m de altura) con
predominancia de hojas basales y panojas relativamente pequefias y compactas. El tipo
esta representado por cultivares tales como A-84 y Catalina, en EE. UU. y Consol, en
Australia. El tipo conferta ha sido reconocido como una variedad botanica, E. curvula var.
Conferta Nees, y contiene tanto formas diploides (2n=2x=20) como tetraploides
(2n=4X=40). Asumiendo que el mayormente poliploide complejo E. curvula deriva de
progenitores diploides, pareciera que E. curvula var. Conferta representa uno de los
fundadores del complejo. De esta forma, el tipo conferta parece tener cierta validez
biologica. Los pastos tipo conferta pueden constituir una excelente fuente de persistencia y
tolerancia a sequia, tanto en plantula como en planta adulta. La falta de adecuada

resistencia a frio es un problema potencial del germoplasma conferta (Voigt, 1991).

Curvula: esta constituido por plantas mas altas que las del tipo conferta (1 a 1,5 m de
altura), que poseen mayor cantidad de hojas que tallos. Las hojas son largas y angostas,
dando a las plantas maduras la tipica apariencia “llorona”. El tipo esta representando por
cultivares tales como Ermelo, Morpa y A-67. Los recuentos cromosOmicos sugieren que el
tipo curvula tipico es tetraploide (2n=4X=40). Tanganyika es el genotipo mas vigoroso y
resistente a frio. Sin embargo, es menos resistente a sequia (Voigt, 1991).
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Distribucion geogréfica

El pasto llorén se ha distribuido en todo el mundo por sus caracteristicas como forrajera,
fijadora de médanos en ambientes aridos y con suelos arenosos. A pesar de que es una
forrajera originaria de Sudafrica, las primeras introducciones en la Argentina tuvieron lugar
desde los E.E. U.U., entre los afios 1930 y 1941, cultivdndose en las regiones semiaridas
del centro de nuestro pais. De acuerdo a Covas (1991) el area potencial de expansioén del
cultivo estimada para Argentina es de no menos de 5.000.000 de has., predominando los
cultivares Tanganyika, Ermelo y, en menor medida, Don Pablo INTA. Si bien existen
parcelas cultivadas con pasto llorén en las regiones semiaridas del pais, que se extienden
desde Jujuy hasta Rio Negro, el area de mayor concentracion del cultivo corresponde al
sector sombreado en el mapa de la Fig. 4, abarcando la casi totalidad de la provincia de
San Luis, sur de la provincia de Cérdoba, este de la provincia de La Pampa, y oeste de la
provincia de Buenos Aires, correspondiendo a la Region 3 Centro Sur de Argentina; de
acuerdo al Censo Nacional Agropecuario (INDEC; 2002) el area implantada en la Argentina
es de 786.749 hectéareas, siendo cinco provincias las que presentaron mayor superficie
implantada, La Pampa (300.708,5 Has), San Luis (274.401,3 Has), Buenos Aires
(136.571,2 Has), Cérdoba (71.503,5 Has), Jujuy (2.448,2 Has) y las provincias que
presentaron menor superficie Chubut, La Rioja, Neuquen, Santiago del Estero, Tucuman,
Catamarca, Salta, Santa Fé, Rio Negro y Mendoza la superficie oscilo entre 0,5 - 425 Has
implantadas de pasto llorébn. Su adaptacion y distribuciébn junto con otras pasturas
tropicales como Digitaria eriantha, Panicum coloratum y Anthephora pubecens se muestra
en la Fig. 5. Corresponde a la Regién 3, la pampa subhimeda/semidrida que se
caracteriza por el clima templado, suelos arenosos y sueltos, y una precipitacion inferior a
los 800 mm (Fig. 6). Cabe sefialar, asimismo, que el pasto lloron se ha naturalizado en el
centro de la Argentina, siendo frecuente a la vera de caminos y en las adyacencias de
cultivos (Covas, 1991; Stritzler et al., 1996; Gargano et al., 2001).
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Figura 4. El &rea sombreada agregada al mapa de Burgos (1963), que representa el clima
de las Regiones Aridas en la Republica Argentina, corresponde a la regién de mayor

difusion del pasto llorén en el pais (Tomado de Covas, 1991).

1 Norte y Noroeste
Panicum maximun, Cenchrus ciliaris,
Chloris gayana, Panicum coloratum,

Brachiaria brizantha.
1\ 2 Oeste

Cenchrus ciliaris, Antephora
pubescens, Panicum maximun.

3 Centro-sur
Digitaria eriantha, Panicum coloratum,

Antephora pubescens, Eragrostis curvula.

4 Centro-este
Brachiaria spp, Chloris gayana,
Setaria spp, Panicum maximum,
Dicanthium aristatum, D. cariosum.

5 NEA
Setaria spp, Chloris gayana, Panicum
coloratum, Panicum maximum,

Brachiaria spp.
Nacional de T

A ia, 2006.

i

Adaptado de Luna Pinto, Terenti y Canosa, I

Figura 5. Regiones de Argentina donde se muestran las zonas de

distribucion de las principales especies megatérmicas.

adaptacion y
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Figura 6. Isohietas (mm de lluvias promedio anual) e Isotermas (°C promedio del mes mas

frio y anual) de la Republica Argentina

Importancia

Es una pastura eficiente en la fotosintesis y fijacion de dioxido de carbono gracias a su
metabolismo C4, lo cual se traduce en un uso mas eficiente de los recursos si se compara
con las especies C3 (Tabla 1). Se ha demostrado que incorpora considerable cantidad de
materia organica y mejora la estructura del suelo. Es esencialmente estival y crece
vigorosamente en forma cespitosa, aun con escasa humedad. Debido a su mayor
eficiencia en el uso del agua le permite un mayor crecimiento y produccion de biomasa
durante su ciclo vegetativo, que duplica por lo menos la produccién de una buena pastura
natural, aumentando de esa forma la receptividad del campo, de manera que se podria
afirmar que hay una relacion directamente proporcional entre la superficie de pasto llorén
de un campo y el incremento de la carga animal. Ademas, posee una rapida respuesta a la
fertilizacion con nitr6geno, principalmente en las etapas tempranas del crecimiento
vegetativo, adaptacion a un amplio rango de suelos poco fértiles con un amplio rango de
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pH, tolerancia a condiciones de sequia y temperaturas extremas, dada por una
combinacion de adaptaciones morfologicas y respuestas fisiolégicas sumado a que soporta
muy bien el pastoreo. Representa, por lo tanto, un aporte econémico de magnitud para la
produccion agropecuaria. Puede sostener la produccion del ganado en la region semiéarida
pampeana, ya que puede usarse como forraje no sélo en el verano sino también durante el
invierno, gracias a su eficiente produccion de biomasa. Si bien su crecimiento se reduce
durante el invierno, su tolerancia a las bajas temperaturas y su habito erecto de
crecimiento sigue permitiendo su aprovechamiento por parte del ganado. Estas principales
cualidades ha inducido a numerosos productores agropecuarios a utilizarlo en sus
explotaciones, habiendo demostrado su valor no sélo para vacas de cria sino también para
recria e invernada. Se lo utiliza para encierre nocturno de novillos que pastorean verdeos
invernales y se corta para enfardar, especialmente en Estados Unidos de América y
Sudafrica. Es de buen valor nutritivo durante el rebrote y receptividad alta comparada con
campos haturales de la regiébn semiarida pampeana. Su gran agresividad le permite
competir y controlar importantes malezas, como cebollin, sunchillo, gramén, abrepufio
amarillo, roseta y flor amarilla. Siendo realmente importante el control de malezas durante
la implantaciéon debido a que el pasto llorbn es de lento crecimiento inicial, en

contraposicion a las malezas anuales (Gargano, 1991).
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en el uso del agua y de nitrogeno.

Tabla 1. Comparacion entre especies C3 y C4en cuanto a eficiencia fotosintética, eficiencia

Primer producto de la carboxiliacién
Enzima
Saturacion de la luz (w.m™)

Fotosintesis

Apertura de estomas a la luz
Tasa de respiracion
Fotorrespiracion

Efectos del O,

Cs
Acido fosfoglicérico
RUBISCO
50-150
Se satura al 50% de
la radiacion solar
Grande
Alta
15 - 30% del C fijado

Inhibe la fijacién de CO;

Ca
Acido oxalacético
PEP-carboxilasa
>500
No muestra
saturacion
Pequefia
Baja
Ausente

No hay inhibicion

Temperatura éptima (°C) 15-20 30 - 47
Fotosintesis maxima (mgCO,.dmy.h) 10-30 50-70
Punto de compensacion fotosintética (ppm COy) 30-70 0-10
Produccién fotosintética (g/m?.dia) 20-30 40 -50
Produccion de MS (kg/ha) 22+3 3817
Eficiencia en el uso del agua (kgH202/kgN) 20 50

Eficiencia en el uso del agua (kgH202/kgMS) 600 300

Entre las principales limitaciones del pasto lloron se encuentra su inaptitud como fuente de
forraje invernal y su mediana calidad forrajera. Alun asi hay variedades que se destacan
por su resistencia al frio, conservando buena parte de sus cualidades durante en invierno,
Sin embargo, la calidad forrajera al ser baja no cubre los requerimientos minimos para el
desarrollo normal del ganado (Covas, 1979; Covas, 1991; Stritzler et al., 1996; Gargano et
al., 2001), ya que provee solo el 50% del requerimiento diario para asegurar un desarrollo
normal tanto en ganado de invernada como de cria. Por lo tanto, es necesario incorporar
suplementos proteicos para asegurar los niveles necesarios para el desarrollo normal del

ganado durante el invierno.
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Antecedentes acerca del mejoramiento

El género Eragrostis se caracteriza por un numero basico de X=10 cromosomas (Carnahan
y Hill, 1961; Gould, 1968; Streetman, 1970; Christopher y Abraham, 1974; Jones et al.,
1978). En el complejo E. curvula se han encontrado complementos cromosémicos que van
desde el nivel diploide (2n=2X=20) hasta el octaploide (2n=8X=80) (Poverene y Curvetto,
1991). También se ha encontrado aneuploidia en el complejo, es decir, nimeros
cromosOmicos que no son multiples del nimero basico, nimeros anémalos: 2n= 41, 42,
62, 63, 69 (De Winter, 1955; Pienaar, 1955; Leigh, 1960; Voigt y Burson, 1983).

Los diploides son infrecuentes y no se encuentran en todas los tipos de Eragrostis curvula.
(Poverene y Voigt, 1997). Los diploides son siempre sexuales y auto-incompatibles
(necesitan de polinizacion cruzada), mientras que los poliploides se reproducen por
apomixis diplospérica y son auto-compatibles. Aunque muchas de las colecciones de
Sudafrica son totalmente apomicticas, algunas de las ultimas colecciones fueron descriptas
como facultativas (Vorster y Liebenberg, 1977). El uUnico informe de triploidia en el
complejo de E. curvula proviene de Leigh (1960), para una planta que pertenece al tipo
robusta. Luego, Vorster y Liebenberg (1977) informaron la existencia de una planta
pentaploide. Mientras que el nivel heptaploide (2n = 7x = 70) es mas frecuente, los
nameros pares de poliploidia parecen ser mas abundantes que los tipos de polipliodia
impares en el complejo (Poverene, 1988). Es evidente que la persistencia de los
poliploides debe ser debido a la reproduccién apomictica, pero la inestabilidad meidtica
gue les caracteriza representa necesariamente una desventaja adaptativa (Poverene y
Curvetto, 1991). Varios estudios han encontrado aneuploides y la propagacion de tales
citotipos también es posible debido a la apomixis (De Winter, 1955; Leigh, 1960; Jones et
al., 1978).

Poverene (1988) y Cardone et al., (2006) informaron la presencia de cromosomas sub-
metacéntricos y metacéntricos con un tamafio promedio de 2 a 3 um en E. curvula.
Cromosomas meidticos examinados en anteras muestran principalmente bivalentes, pero
polivalentes y univalentes también son comunes. Dentro de los polivalentes, tetravalentes
eran las configuraciones mas comunes. Plantas del cv. Tanganyika (tipo curvula 2n = 4x =

40) mostraron una frecuencia alta de configuraciones multiples. Las irregularidades fueron
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mayores en las accesiones de niveles de ploidia mas altos (Streetman, 1970; Vorster y
Liebenberg, 1977). Poverene, (1988), en base a sus observaciones en el cv. Tanganyika
(elevada frecuencia de configuraciones multiples, presencia de puentes cromatrinicos y
frecuencia de cuadrivalentes en forma de anillo) postula la hipétesis de que se trata de un
autopoliploide. Mas recientemente, Cardone et al., (2006) analizando la meiosis de una
planta tetraploide obtenida por duplicacibn cromosémica de un diploide -derivado de
Tanganyika por cultivo in vitro de inflorescencias-, obtuvieron un promedio de 12.2
bivalentes, 3.1 cuadrivalentes, 0.8 trivalentes y 0.8 univalentes. Estos resultados apoyarian
la hipétesis del origen autopoliploide del cv. Tanganyika. En especies de Paspalum, una
baja frecuencia de tetravalentes en citotipos tetraploides ha sido considerado como el
resultado de alopoliploidia segmentada (Quarin et al., 1996). Las alteraciones estructurales
gue se encuentran en Eragrostis también se consideran ser una indicacion de

alopoliploidia segmentada (Vorster y Liebenberg, 1977).

La viabilidad del polen evaluado en diferentes materiales vegetales y niveles de ploidia es
elevada, con al menos 50% de granos de polen viables (Poverene 1988; Echenique y Polci
1994; Polci 2000). Este valor es tipico de pastos pseudogamos y garantiza una produccion
de semillas normal. Las estimaciones de la viabilidad del polen confimaron que ninguna de
las accesiones fueron altamente estériles, a pesar de la alta frecuencia de anomalias
meioticas observadas. Varios autores han intentado relacionar el nimero de cromosomas y
las especies o tipos morfolégicos que componentes del complejo, pero los datos no son
concluyentes. Cada una de las especies 0 tipos morfolégicos incluye un numero de
diferentes citotipos. La variacion intraespecifica en el nUmero de cromosomas es muy

comun en pasturas (Quarin et al., 1982; Poverene, 1988; Keeler, 2004).

Todas las caracteristicas mencionadas, fundamentalmente la apomixis y la poliploidia han
determinado que el mejoramiento genético del pasto lloron se viera limitado, hasta hace
poco afios, a una seleccion dentro de ecotipos que aparecen espontaneamente en la
naturaleza, ya que el tipo de reproduccion representa una barrera para los métodos que
involucran cruzamientos y obtencién de descendencia por via sexual. Sin embargo, estos
cruzamientos ocurren naturalmente, aunque con baja frecuencia, lo cual explica los

numerosos tipos intermedios encontrados dentro del complejo.
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En consecuencia, la clasificacion botanica de los materiales que componen el grupo ha
sido dificultosa, lo que ha derivado en una considerable confusion entre cultivares y lineas
gue se hallan actualmente a disposicién de productores, técnicos y mejoradores de pasto
llorén. La apomixis puede conservar la variabilidad genética siempre y cuando se
preserven las fuentes de germoplasma. Esta variacion genética puede ser liberada a través
de la utilizacién de formas sexuales y de la hibridacién (Voigt, 1991). Como mencionara
mas arriba, el mayor potencial agronémico de la apomixis es la posibilidad de perpetuacion
y multiplicacion de combinaciones hibridas por semillas, asi como la fijacion vy
mantenimiento de hibridos intergenéricos y/o interespecificos que no sobrevivirian por
esterilidad (Ortiz et al, 2005). El desarrollo de esquemas de hibridacion entre plantas
sexuales y algunos genotipos apomicticos fue un paso importante en el mejoramiento
tradicional de caracteristicas tales como produccion, resistencia a sequia y frio,
establecimiento, digestibilidad y otros rasgos agrondmicamente deseables (Voigt et al.,
1977).

Como mencionara mas arriba, el grupo del CERZOS ha desarrollado tres materiales
vegetales de pasto llorén utilizando variacion somaclonal. Esto indica que es posible
generar nuevos materiales utilizando herramientas biotecnolégicas y también utilizando
cruzas convencionales. La conjuncion de ambas metodologias se presenta como una

alternativa valida para el mejoramiento de especies apomicticas.

Actualmente, los materiales disponibles en Argentina para mejoramiento se encuentran
representados en una coleccion disponible en el CERZOS. La Tabla 2 muestra los
materiales disponibles actualmente, asi como sus principales caracteristicas. El banco de
germoplasma de pasto llorén de INTA, ubicado en la localidad de Anguil, no se encuentra

activo actualmente, ni tampoco el programa de mejoramiento.
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Tabla 2. Genotipos de pasto lloron disponibles en la coleccién del CERZOS (2014).

Cultivar Tipo Agronémico  Nivel de Ploidia Modo Reproductivo
Tanganyika (2) curvula tetraploide apomictico facultativo
Tanganyika (1, 4)  curvula tetraploide apomitico obligado
Ermelo (1, 5) curvula tetraploide apomictico

Ermelo (2) curvula tetraploide apomictico

Morpa (1, 7) curvula tetraploide apomictico

Morpa (2) curvula tetraploide apomictico
UNST1131 (3) curvula tetraploide sexual

UNST1112 (3) curvula tetraploide sexual

OTA-S (1, 6) conferta tetraploide sexual

UNST1122 (3) conferta (*) diploide sexual

Catalina conferta diploide, tetraploide apomictico
Kromdraai variable variable (8) apomictico

Don Walter (2) conferta tetraploide apomictico

Don Pablo (2) robusta azul heptaploide apomictico

Don Eduardo (2) robusta verde hexaploide apomictico

Don Juan (2) variable (9) octoploide apomictico

(*) El genotipo UNST1122 posee caracteristicas morfologicas de tipo robusta y moleculares de tipo conferta (Zappacosta
et al., 2011). (1) Enviado por USDA. (2) Enviado por INTA. (3) Del CERZOS-CONICET. (4) P1 234217. (5) Pl 234217. (6)
P1 57 4506. (7) P1 591632. (8) Nivel de ploidia variable tetraploide, hexaploide, heptaploide, octoploide (Poverene M.

1988). (9) Tipo Agronémico variable chloromelas, robusta o pilosa.

Como se mencionara previamente, el pasto llorbn es un importante recurso para
conservacion de suelos y forraje en regiones semiaridas, ya que presenta estrategias de
conservacion de agua, tales como cera epicuticular y enrollamiento foliar, en respuesta a la
sequia (Echenique et al., 1986a y b; Colom y Vazzana, 2002), mostrando buena capacidad
de producir forraje en estas condiciones (Ruiz et al., 2008). Por otro lado, su capacidad de
crecimiento foliar es relativamente insensible al desecamiento del suelo (Puliga et al.,
1996). Sin embargo, las diferentes respuestas de estrés hidrico se han detectado entre
otros tipos dentro del complejo incluyendo boer lovegrass (cv. Consol) y robusta, que son
mas resistentes que el tipo curvula (cv. Ermelo) (Colom y Vazzana, 2003). Estos autores
informaron que durante la sequia el contenido relative de agua (RWC) disminuyd un 65%
en el cv. Ermelo y que el estrés causado por la sequia produjo disminuciones severas en
las tasas fotosintéticas, mientras que el cv. Consol mostr6 baja variacibn de estos
parametros en las mismas condiciones. Echenique y Curvetto, (1986) encontraron
resultados similares en materiales procedentes de Argentina. Por otro lado, Balsamo et al.,
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(2006) informaron una correlacion entre tolerancia a la sequia de tres species de Eragrostis
y las propiedades de extensibilidad de las hojas (comportamiento durante el estrés
mecanico). E. curvula (tolerante a la sequia) tuvo valores de resistencia a la traccion
superiores a E. tef (moderadamente tolerante a la sequia) y E. capensis (no tolerante a la
sequia). E. curvula tolera varias condiciones de suelo que son perjudiciales para otras
especies, incluyendo pH extremos. Crece bien en suelos acidos y lodos de minas a pH 4.0,
asi como en los suelos calcareos con pH cercanos a 8.0. Se ha utlizado para la
consolidacion de suelos erosionables a través de la incorporacién de materia organica
(Taliaferro et al., 1975; Busso y Brevedan, 1991).

Gherbin et al., (2007) compararon 23 pasturas no-nativas junto con festuca alta (Festuca
arundinacea, un pasto nativo en ambientes mediterraneos) por su capacidad de adaptacion
a las llanuras costeras del sur de lItalia en términos de su productividad y la calidad
nutricional. En el segundo afio después del establecimiento, E. curvula, pastura perenne de
clima calido mostr6 los valores mas elevados de produccion de materia seca anual
(21.1tha™ MS). En Argentina, E. curvula es la pastura perenne que presenta mayor
superficie cultivada (més de 700.000 hs), con un area potencial de cultivo estimada en mas
de 5 millones de hectareas (Covas y Cairnie, 1985). El pasto lloron tiene una notable
capacidad para la produccion de forraje en ambientes no adecuados para la mayoria de las
otras especies usadas para la alimentacion de ganado. Esto podria atribuirse a las
caracteristicas mencionadas anteriormente, como su resistencia a la sequia, su capacidad
para producir en suelos sueltos de baja fertilidad y su tolerancia al manejo escaso.
Ademas, tiene excelente longevidad potencial que permite a la pastura ser considerada

permanente (Covas, 1991).
En funcion de todo lo expuesto surge que los estreses abidticos ni los bidticos son la

principal limitante para este pasto, sino que lo es la calidad de su forraje. Por ello este es el

blanco que se deberia considerar en programas de mejora.
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Calidad del forraje

La calidad del forraje puede definirse en términos del rendimiento relativo que logran los
animales cuando lo consumen ad libitum y depende de factores tales como su contenido
de nutrientes, su consumo o tasa de consumo, su digestibilidad y de la distribucion de los
productos metabolizados dentro del animal (Buxton y Mertens, 1995). La digestibilidad de
la materia seca representa la fraccion del alimento ingerido que no se recobra en heces y
gue se asume utilizado por el animal para el mantenimiento de sus funciones vitales y
productivas. Se estima in vitro por métodos quimicos por la limitante, en costo y tiempo,
gue significa la utilizacién de animales. Varia entre especies y entre las distintas partes de
la planta y esta afectada por la edad de la misma y su estado fisiologico, por la fertilidad del

suelo y por el ambiente en que la planta crece.

Las forrajeras de crecimiento estival, como Eragrostis curvula, son plantas de alta
produccion de pasto si se las compara con las forrajeras de clima templado. No obstante,
la produccion animal resulta inferior a lo esperado, debido a que, en general, las forrajeras
de crecimiento estival presentan altos contenidos de fibra y bajos contenidos de proteina
en sus tejidos cuando se las compara con forrajeras de clima templado. Esto se traduce en
una disminucién de la digestibilidad y en un rendimiento animal bajo (Wilson y Minson,
1980). En particular, en pasto lloron, se produce una brusca declinacion de la digestibilidad
a medida que se alcanza el estado reproductivo (encafiazén), tendencia que no se
modifica en rebrotes posteriores (Laborde, 1991). Del 35 al 80 % de la materia organica de
los tejidos vegetales esta contenida en las paredes celulares. Sin embargo, los rumiantes
gue dependen exclusivamente de las plantas consumidas en libre pastoreo obtienen sdlo
de un 30 a un 40 % de la energia disponible en la porcion digestible de las mismas (Jung y
Allen, 1995).

Las paredes celulares estan compuestas principalmente por hemicelulosa, pectina,
celulosa y lignina. Representan la fuente de energia para mas de 1,4 billones de rumiantes.
Estos producen el 70% de la proteina animal total consumida en el mundo y el 10% de las
fibras naturales utilizadas por el hombre (Minson, 1990). Maximizar la energia obtenida de
las paredes celulares de los forrajes resulta esencial para lograr una elevada produccion

animal.
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La ganancia de peso o la produccion de leche requieren de un elevado consumo de forraje
y de una alta digestibilidad del mismo. A esto se suma la necesidad de una efectiva
trituracion por masticado y ruminacién de las fibras y de una rapida digestion de las
paredes celulares por parte de los microorganismos del rumen para dar pequeiias
particulas que pasen rapidamente a través del mismo y sean efectivamente absorbidas. La
pared celular estd compuesta principalmente por polisacaridos de estructura y composicion
variable como xilosa, celulosa y hemicelulosa, lignina y proteina. Las ligninas de diferentes
plantas, y aun aquellas provenientes de diferentes tejidos de una misma planta, pueden
diferir en gran medida en el contenido y composicion de los monolignoles que la
constituyen (Halpin et al., 1994). Esta variabilidad estd determinada y regulada,
probablemente, por las diferentes actividades y afinidades de sustrato de las enzimas
involucradas en la biosintesis de lignina de diferente origen (Higuchi, 1985), por las
proporciones relativas de los tres constituyentes monoméricos, por los distintos tipos de
uniones y por la ocurrencia de unidades fendlicas no convencionales dentro del polimero
(Lapierre, 1993; Monties, 1985).

La organizacion estructural de los tejidos de las plantas o la anatomia de los érganos de
las mismas afectan la absorcion de los nutrientes debido a la mayor o menor facilidad con
gue permiten su ruptura en pequefas particulas, a la naturaleza de estas y a la velocidad a
la cual pasan a través del rumen. La anatomia foliar del pasto llorén (Eragrostis curvula
(Schrad.) Nees) corresponde a la de las forrajeras de origen subtropical (Leigh, 1960).
Como tal presenta una baja proporciéon de mesofilo (tejido facilmente digestible) y una
elevada proporcién de tejido vascular y epidérmico. Esta proporcion aumenta a medida que
la planta madura. Las vainas que envuelven a los haces, caracteristicas de las plantas con

alta tasa de fotosintesis, son numerosas y altamente indigestibles en esta graminea.

Desde los afios 1950, se sabe que existen mutaciones que afectan la digestibilidad de
ciertas especies vegetales. Las mas conocidas son las brown midrib (bmr), que provocan
reducciones en el contenido y/o la calidad de la lignina en maiz, sorgo y mijo perla
(Cherney et al., 1991). Se ha demostrado que una de estas mutaciones (bm3) se produce
en el gen que codifica para la o-metil-transferasa (OMT), enzima involucrada en la via
biosintética de la lignina (Vignols et al., 1995). Por ello, una mayor digestibilidad ha sido
asociada con un menor contenido de lignina. No obstante ello, existen evidencias de que la

composicion quimica de la lignina puede ser mas importante que la cantidad en la
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determinacién de la digestibilidad de un forraje y que las diferencias en la composiciéon
guimica pueden explicar por qué la concentracion de lignina no esta correlacionada
estrechamente con la digestibilidad en algunas especies (Gordon, 1975; Reeves, 1985 a 'y
b). Por ello, en algunos casos, la concentracion total de lignina no ha resultado ser un

predictor muy confiable de la digestibilidad de la materia seca (Wilson, 1994).

Estudios previos en el laboratorio del CERZOS estuvieron dirigidos a aportar elementos
para mejorar la calidad del forraje del pasto lloron, para lo cual inicialmente se abordé el
estudio de algunos de los factores que se seflalan como importantes para la digestibilidad
de las forrajeras, como son la lignina y la silice (Diaz, 2006). Este estudio permitié observar
gue, si bien ambos resultan relevantes, ninguno puede explicar por si solo las diferencias
en la digestibilidad de los genotipos analizados. A partir de los antecedentes existentes en
la manipulacion de la lignina en otras especies de forrajeras como Lolium perenne, Festuca
arundinacea y Medicago sativa, se construyeron y analizaron genotecas de cDNA en las
gue se pudieron identificar tres de las enzimas involucradas en la biosintesis de este

polimero.

Dos de estas enzimas, la O-metiltransferasa del acido cafeico (COMT) y la cafeoil CoA O-
metiltransferasa (CCOMT), son consideradas clave para la manipulacion tanto de la
cantidad como de la calidad de la lignina. Los clones que portaban los fragmentos
correspondientes a los genes para estas enzimas fueron separados y los fragmentos
secuenciados completamente (Diaz et al.,, 2010). Estas secuencias se utilizaron para
compararlas y establecer su homologia con otras depositadas en la base de datos del
GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Las mismas se utilizaran en el futuro en
experimentos tendientes a manipular la via de biosintesis de lignina. Por ello, poner a
punto un sistema de transformacion de pasto lloron es clave para poder manipular el

contenido o la calidad de la lignina del pasto lloron y mejorar asi la calidad de su forraje.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo de tesis fue contribuir al mejoramiento del pasto llorén a
partir de dos estrategias. La primera consisti6 en la obtencion de nuevos materiales
hibridos a partir de cruzamientos entre materiales sexuales y apomicticos y evaluar sus
caracteristicas moleculares y agrondémicas. Por otro lado, se intentd6 poner a punto un
protocolo de transformaciéon genética, basado en Agrobacterium tumefaciens, que permita
contribuir al mejoramiento de la calidad del forraje por regulacion negativa de la biosintesis
de lignina y que sea una herramienta para la validacién de genes relacionados con el modo

reproductivo.

HIPOTESIS 1

El cruzamiento entre materiales sexuales y apomicticos de pasto lloron permitira la
obtencion de hibridos con caracteristicas interesantes desde el punto de vista del
mejoramiento genético y permitird la construccion de poblaciones de mapeo destinadas a

la localizacién de genes y regiones genomicas que controlan la apomixis.

OBJETIVO 1.1

Obtener hibridos de pasto llorén a partir de cruzamientos entre progenitores sexuales y

apomicticos a nivel tetraploide.

OBJETIVO 1.2

Evaluar caracteres morfoldégicos de importancia agronOmica para seleccionar nuevos

materiales a introducir en programas de mejora.

OBJETIVO 1.3

Determinar el nivel de variabilidad presente en la poblacion de nuevas plantas generadas,
se analiz6 utilizando marcadores moleculares de tipo AFLP.
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HIPOTESIS 2

Es posible transformar pasto lloron utilizando Agrobacterium tumefaciens a fin de

incorporar nuevos caracteres, suprimir funciones o validar genes de interés.
OBJETIVO 2
Desarrollar un protocolo de transformacion de pasto lloron mediado por Agrobacterium

tumefaciens para disponer de una herramienta para introducir o reprimir genes y también

para validar genes, especificamente los relacionados con modo reproductivo.
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CAPITULO 1

Obtencidén de nuevos materiales de pasto lloron por

cruzamientos entre genotipos sexuales y apomicticos
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INTRODUCCION

El hombre ha manipulado los recursos genéticos de plantas y animales por miles de afios,
pero la ciencia de la genética y el mejoramiento de especies forrajeras por hibridacion se
desarrollaron recién a partir del siglo XX. En este contexto, y a fin buscar soluciones para
problemas relacionados con la produccion, se han ido obteniendo nuevas variantes
genéticas mediante cruzas, dando origen a las variedades actuales. En el campo de las
especies forrajeras, estos esfuerzos iniciales resultaron en el desarrollo de cultivares muy
exitosos, tanto de leguminosas como de gramineas para distintas regiones (Vogel y Sleper,
1994).

Si bien el mejoramiento genético convencional ha tenido un gran impacto en el incremento
del rendimiento, la calidad y la resistencia a plagas y enfermedades en cereales y
oleaginosas, en las especies forrajeras los progresos han sido significativamente menores,
especialmente en lo referido al rendimiento. Esto obedece a varios factores como un
proceso mas reciente de domesticacion, la complejidad de objetivos, problemas
reproductivos, de mercado y las menores inversiones realizadas en el area. Las
herramientas biotecnoldgicas desarrolladas en los ultimos 20 afios ofrecen interesantes

alternativas que pueden contribuir a mejorar esta situacion (Spangenberg et al., 2010).

A comienzos de 2009, en un informe que present6 el Secretario General de las Naciones
Unidas a la Comisién de Poblacién y Desarrollo durante su 42° periodo de sesiones, se
expresa una opinién pormenorizada acerca de la relacion entre poblacion, desarrollo,
emisiones de gases de efecto invernadero y cambio climatico. El informe, preparado por la
Division de Poblacion, vincula el rdpido crecimiento de la poblacion mundial en el siglo XX
con un crecimiento aun mas rapido de las poblaciones urbanas, la produccién, las tierras
cultivadas, el uso de agua y el consumo de energia. El informe indica que esas tendencias,
‘en su conjunto, estan teniendo efectos sin precedentes sobre el medio ambiente,
causando el cambio climético, la degradacion de los suelos y la pérdida de diversidad
biolégica”. La poblacion de individuos que conforman una especie vegetal estd bajo una
continua interaccion dindmica de adaptacion con los factores bidticos y abioticos en los que
crece. Ante esta situacion, contar con nuevas variantes dentro de una especie es crucial,
dado que se pueden dar soluciones a problemas generados por estos cambios a los que

estan sujetos los ecosistemas. Diferentes escenarios se han obtenido del modelado de
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datos existentes acerca del cambio climético. El peor escenario predice incrementos de
temperatura y cambios en las precipitaciones para el 2030. En este contexto se prevee un
cambio en las pasturas de C3 a C4 y por lo tanto las gramineas que poseen este tipo de
morfologia se veran beneficiadas e incrementaran la superficie sembrada. Contar con

variabilidad en la misma es importante.

Existen diferentes fuentes de variabilidad, como son la variabilidad producida durante los
procesos evolutivos de especiacion, la producida por la dispersién artificial ejercida por el
hombre y aquella que es producto de la dinamica de induccidon-seleccion de nuevas
variantes por medio de la hibridacion (Hernandez Villarreal, 2013). Contar con variantes es
de suma importancia para el mejoramiento genético, brindando alternativas para obtener

forrajeras para los nuevos escenarios climaticos mundiales.

En términos generales, los objetivos primarios de la mayoria de los programas de
mejoramiento de especies forrajeras han sido el incremento de la productividad, ya sea en
términos de produccion total y/o distribucion estacional y de la persistencia. Mas
recientemente se han dedicado mayores esfuerzos al mejoramiento de la calidad del
forraje y a la resistencia a factores bibticos y abidticos (Andrés, 2005). En el futuro, es
probable que estos Ultimos aspectos reciban aun mayor atencion, pero adicionalmente
existira una demanda por generar cultivares forrajeros como fuente de nuevos productos y

procesos.

En Argentina, el INTA ha sido la principal fuente de cultivares forrajeros nacionales. Las
actividades realizadas por diversas Estaciones Experimentales desde 1945 hasta la
actualidad permitieron la incorporacion de mas de 10.000 accesiones, entre géneros,
especies y cultivares de todo el mundo, ademas de ecotipos y poblaciones locales. Muchos
de estos materiales fueron la base del germoplasma de numerosos programas de
mejoramiento que contemplaron la obtencion de cultivares adaptados a las zonas templada
humeda y subhumeda de la region. Entre 1960 y 2004 el INTA obtuvo y difundié mas de 50
cultivares de 28 especies, consideradas muchas de ellas, entre las mas exitosas en el
mercado nacional de semillas forrajeras hasta la actualidad.

Si bien la evolucion del mercado de variedades forrajeras en los ultimos afios fue afectado
por la disminucion de la demanda de semillas debido a los procesos de expansion agricola

y a las crisis econdmicas de nivel nacional y sectorial, en la actualidad la introduccion de
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variedades desarrolladas en el exterior se ha incrementado notablemente. Las tendencias
a futuro contemplan un aumento de la actividad fitomejoradora nacional, una mayor
proporcion de variedades protegidas en el mercado y también una mejora sustancial en la
produccion de semilla forrajera de mayor calidad (Andrés, 2005).

La medida final del éxito del mejoramiento de especies forrajeras debe ser expresado en
términos de cantidad y calidad de leche y carne. La produccion animal puede relacionarse
con diferencias en la digestibilidad del forraje en términos de requerimientos de energia
metabolizable (EM). Una diferencia del 13 % en la digestibilidad de la materia seca
organica de gramineas puede producir una diferencia de 2 MJ EM kg-1. Se estima que
esto puede resultar en una diferencia de hasta 9 kg (45 %) en rendimiento de leche diaria,
0.5 kg (67 %) en ganancia diaria de carne vacuna y 100 g (50 %) en ganancia diaria de
corderos. Si bien la digestibilidad es de importancia central, no es el Unico factor de calidad
gue gobierna el producto animal. El valor nutritivo del forraje depende de sus
constituyentes quimicos y la implementacion de estrategias de seleccion para mejorar la
calidad solo se logra si se comprende el rol de cada constituyente celular en la nutricion
animal. Existen numerosas evidencias que indican que hay suficiente variacién genética
como para realizar progresos significativos utilizando técnicas convencionales o
moleculares de mejoramiento genético. La modificacion del momento de madurez o fecha
de floracion, la modificacion de la relacion hoja/tallo, alterar las tasas de digestion de la
pared celular, incrementar el flujo de proteina pasante y mejorar el balance de amino&cidos
para maximizar la sintesis de proteina bacteriana, son algunos de los ejemplos del

potencial genético para lograr dicho objetivo.

El mejoramiento de forrajes para mayor digestibilidad utilizando métodos indirectos se ha
basado en la seleccion de plantas con alta proporcién de hojas con relacion a tallos, lo cual
se fundamenta en que las hojas tienen una mayor digestibilidad y consumo que los tallos
debido a una tasa de pasaje mas rapida (Poppi et al, 1980).

El progreso realizado por el mejoramiento genético de gramineas y leguminosas forrajeras,
principalmente para &areas templado himeda de nuestro pais ha sido importante. Sin
embargo en los ultimos afios, en esta region se produjo una importante expansion agricola,
basada en la utilizacién de tecnologias de cultivos como la siembra directa, que permitid
ocupar los suelos de mayor valor en la regién. Este aumento de la superficie agricola

determind la coexistencia de escenarios productivos contrastantes, que exigen por un lado
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la intensificacién en la utilizacidon de los recursos forrajeros, y por otro lado, la necesidad de

ofrecer tecnologias especificas para la produccion de pasturas en condiciones marginales.

Estos nuevos escenarios han determinado nuevos desafios por abordar desde la genética,
tales como el mejoramiento de la calidad nutricional del forraje para sistemas de alta
produccion de carne y leche y el desarrollo de cultivares genéticamente diversos para

areas marginales de la Argentina.

Si bien en Argentina ha habido numerosos estudios relacionados con distintos aspectos de
la botanica, fisiologia, ecologia, manejo y genética del pasto llorén, desde los primeros de
Covas en La Pampa hasta los de los grupos de la UNS y el CERZQOS, el mejoramiento
tradicional no ha sido priorizado y no se han realizado avances desde la época en que
trabajaba el Ing. Guillermo Covas en Anguil. Si bien el INTA lo ha mencionado en
numerosas oportunidades como prioritario, no ha habido acciones en este sentido. En el
afio 2006 el grupo del CERZOS registr6 tres materiales, como se mencionara

anteriormente en esta tesis, pero se obtuvieron por cultivo in vitro.

Hasta principios de los anos 60’ (1960) poco era conocido acerca del modo reproductivo
del pasto llorén y la posibilidad de obtener hibridos era remota. En ese tiempo ni siquiera
estaban en claro los problemas que podian presentarse. Se habia informado acerca de la
naturaleza apomictica de la reproduccién en E. curvula (Streetman, 1963) pero no era algo
ampliamente conocido, dado que el informe se publicé en una revista botanica de escasa
difusién. En esos afios, Paul Voigt describio el primer germoplasma diploide sexual,
perteneciente a la var. conferta (Voigt, 1971). Posteriormente, este mismo investigador
encontrd plantas tetraploides sexuales en la linea P1299929 (E. curvula var. conferta). La
mayoria de las plantas de P1299929 producian progenies uniformes, sin embargo, plantas
ocasionales produjeron progenie variable. El analisis citoldgico de tales plantas no mostro
indicios de apomixis (Voigt y Bashaw, 1976; Voigt, 1976). Es dificil de asegurar si esas
plantas se originaron por mutacion o por una ocasional reproduccién sexual entre plantas
de PI1299929. Esto ultimo parece mas probable, ya que la reproduccion sexual se encontrd
en mas de una planta. En contraste, solamente se ha encontrado una unica planta sexual

de buffelgrass (Cenchrus ciliaris L.) y se cree que resulté de una mutacién (Bashaw, 1969).
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La planta 40-9-69FQ, una seleccion de pasto llorén tetraploide sexual, fue identificada
como un ejemplar fuera de tipo en una hilera de progenie uniforme de P1299929. En 1969
se recolectd semilla obtenida por polinizacion abierta de esa planta y en 1970 la progenie
fue transplantada a una parcela en el campo. Hacia fines del verano de 1970 la variabilidad
de la progenie era evidente. Los diversos tipos de plantas que rodeaban a la 40-9-69FQ
habian aportado aparentemente el polen para la produccion de estos “primeros” hibridos.
La variacion entre la progenie de 40-9-69FQ presentaba un dramético contraste con la
uniformidad que se habia observado en las anteriores evaluaciones de progenie. Esto
proporcion6 el primer indicio de la gran cantidad de variacion que podia ser obtenida a

través de la hibridacion.

Los primeros hibridos artificiales obtenidos, utilizando polinizacion controlada, fueron
sembrados en 1971. La semilla fue producida en 1970 por el procedimiento de cafias
cortadas. Cafias de plantas sexuales se colocaron en botellas de agua junto con cafias de
pasto lloron comun (A-67) como proveedoras de polen. Las plantas sexuales eran de E.
curvula var. conferta y tenian la pequefa panoja contraida y la base del tallo verde, tipicas
de ese tipo. Los hibridos se identificaron por sus panojas intermedias a grandes, base del

tallo rojo y crecimiento mas vigoroso que sus progenitores femeninos.

Originalmente se habia asumido que la apomixis en E. curvula era obligada (Voigt y
Bashaw, 1972). Sin embargo, pruebas de progenie de los hibridos de pasto llorén,
iniciadas en 1972 (Voigt y Bashaw, 1976) y los trabajos de otros (Brix, 1974) demostraron
gue esta presuncion era incorrecta. A pesar de la uniformidad observada en la mayor parte
de las colecciones, E. curvula es una especie apomictica facultativa. Los recientes estudios
de Rodrigo (2014) indican que existe una gran plasticidad en este caracter, incrementando
el nivel de sexualidad cuando las plantas se encuentran sometidas a condiciones de
estreses exdgenos (como la sequia y el cultivo de tejidos) y endégenos (cambios de plodia
e hibridacion). No obstante ello, existe al menos un material donde nunca fue posible
observar sacos sexuales, por lo cual la apomixis obligada dentro de la especie también

existe.

Estudios posteriores del grupo norteamericano indicaron claramente que, a pesar de las
mayores dificultades asociadas con el mejoramiento de una especie apomictica facultativa,

era posible desarrollar un esquema de trabajo para el mejoramiento de E. curvula (Voigt y
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Burson, 1983; Voigt, 1991). Este mismo autor (Voigt, 1991) sefiala que el potencial hibrido
de E. curvula depende de la variacion encontrada entre los progenitores, de los problemas
que surgen en la hibridacién, de la heredabilidad de -caracteristicas importantes,
interrelaciones entre caracteres, fertilidad de los hibridos, etc.

Ya que se conoce poco acerca de los hibridos de E. curvula y su valor para la agricultura,
vale la pena estudiar el germoplasma existente de modo que los progenitores para
hibridaciéon puedan ser elegidos cuidadosamente. Afortunadamente, la reproduccion
apomictica ha mantenido la diversidad genética en las colecciones. Si la semilla de E.
curvula se formara sexualmente luego de polinizacion cruzada (en lugar de hacerlo por
apomixis) gran parte del valor genético de las colecciones actuales se habria perdido a
través de intercruzamientos, mientras las plantas se mantienen en viveros o en campos de

multiplicacion de semilla. De esta forma, la apomixis ha preservado la diversidad genética.

En pasto llordn, la progenie de cruzas entre tetraploides sexuales y apomicticos obligados
o facultativos produjo una proporcion de 1.1 de genotipos sexuales y apomicticos
respectivamente, asi como algunos apomicticos facultativos (Voigt y Burson, 1983). El
desarrollo de esquemas de hibridacion entre plantas sexuales y apomicticas de pasto
lloron es un paso importante en el mejoramientode la especie, ya que conduciria a la
recombinacion de caracteristicas deseables de los diferentes tipos de esta graminea
(Poverene y Voigt, 1995; Voigt et al., 1977). Un programa de mejoramiento desarrollado en
el Grassland, Soil and Water Reserch Laboratory (USDA, ARS, Temple, Texas, EEUU),
basado en el cruzamiento entre genotipos sexuales x apomicticos tetraploides gener6 una
progenie hibrida donde los hibridos apomicticos mas promisorios fueron evaluados como
potenciales nuevos cultivares, mientras que las plantas sexuales se utilizaron para nuevas

hibridaciones (Poverene y Voigt, 1995).

Como mencionara mas arriba, no existen actualmente programas de mejoramiento
enfocados en el aumento del rendimiento y/o de la calidad forrajera del pasto lloron en
Argentina. Sin embargo, se observd que algunos parametros vegetativos asociados al
rendimiento tales como diametro de corona, largo de hoja y materia seca mostraron altos
valores de repetibilidad (Di Renzo et al., 2000). Estudios posteriores indicaron que estas
caracteristicas mostraban gran variabilidad al ser evaluadas en tres localidades diferentes

durante dos afios sucesivos Y la interaccién genotipo x ambiente era significativa (Ibafiez et
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al.,, 2001). Esta interaccion afecta directamente las respuestas de los genotipos y el
rendimiento. Por lo tanto, trabajos mas recientes se enfocaron en evaluar la eficiencia de la
seleccion indirecta de 18 hibridos que fueron escogidos al azar provenientes del
cruzamiento entre el 4x sexual (?) y 4x apomictico (), en la cual se midieron produccion
de biomasa aérea, longitud de hojas, diAmetro de corona, nimero y longitud de panojas (Di
Renzo et al., 2003).

Tradicionalmente, el progreso en el mejoramiento se ha basado exclusivamente en el
analisis de fenotipos. El éxito de este analisis, entre otros factores, depende de la
heredabilidad del caracter. Asi por ejemplo, las herencias poligénicas, dominancias
parciales o incompletas, la influencia del ambiente y el tiempo necesario para la evaluacion
fenotipica en cultivos perennes, son factores que frecuentemente limitan la eficacia de este

analisis.

Muchas de las complicaciones del andlisis fenotipico pueden ser mitigadas a través de la
identificacion directa del genotipo. Para este fin, puede utilizarse un sistema de diagnostico
basado en marcadores moleculares para el analisis de diversidad y relaciones filogenéticas
en germoplasma. Las tecnologias de analisis molecular de la variabilidad del ADN permiten
determinar puntos de referencia en los cromosomas, técnicamente denominados
“marcadores moleculares”. Se define como marcador molecular a todo y cualquier fenotipo
molecular oriundo de la expresion de un gen o de segmentos especificos de ADN
(correspondientes a a regiones expresadas o no del genoma). La secuencia de nucleétidos
y la funcion de un marcador molecular pueden o no ser conocidas, y por lo general, son
desconocidas. Cuando se verifica su comportamiento de acuerdo a las leyes basicas de la
herencia Mendeliana, se define a un marcador molecular como marcador genético. Esto se
comprueba, por ej.,, mediante el estudio del comportamiento del marcador de una
poblacién segregante. Diversas técnicas de biologia molecular estan disponibles hoy para
la deteccién de la variabilidad del polimorfismo genético. Estas técnicas permiten la
obtencion de un ndmero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares cubriendo todo
el genoma del organismo. Tales marcadores pueden ser utilizados para las mas diversas

aplicaciones, como se indica en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales aplicaciones de los marcadores moleculares en el mejoramiento

vegetal (Beckmann, 1991, modificada y ampliada).

MEJORAMIENTO CLASICO
Aplicaciones a corto plazo
e Determinacién de origen y tests de paternidad.
e Identificacién y proteccion de variedades y/o clones patentados.
e Atribucién de lineas a grupos heteréticos.
e Certificacion de pureza genética de lineas e hibridos.
e Control de fecundacion cruzada y autofecundacion de plantaciones forestales obtenidas
de semillas.
e Evaluacion de germoplasma y poblaciones de mejoramiento (variabilidad, diversidad,
clasificacion, distancia genética y filogenia).
e Construccién de colecciones nicleo (“core colections”) en bancos de germoplasma a partir
de estudios sobre diversidad y distancia genética.
Aplicaciones a medio y largo plazo
e Construccién de mapas genéticos.
e Mapeo de QTL y/o ELT (Quantitative y Economic Trait Loci).
e Andlisis de la arquitectura de caracteristicas cuantitativas (numero, posicién, accion
genética, magnitud de efecto e interacciones de QTLS).
e Deteccién de loci homélogos en otras especies o0 géneros a través de mapas comparativos
(“Comparative” o Synteny mapping”).
e Introgresion de caracteristicas por retrocruzamiento asistido por marcadores.
e Seleccién y recombinacién de genotipos superiores.
e Seleccion de lineas endégamas.
e Prediccién de fenotipos esperados.
e Seleccidn indirecta para caracteristicas de dificil evaluacién (resistencia a factores biéticos
y abidticos, o para caracteristicas industriales)
e  Seleccion precoz en cultivos perennes.
MEJORAMIENTO POR TRANSGENESIS

e Clonado posicional, mapas fisicos (“Positional cloning” o “Map-based cloning”).

A corto plazo incluyen, basicamente, la identificacion y discriminacion de genotipos. En las
aplicaciones analiticas de medio y largo plazo, los marcadores permiten cuantificar la
variabilidad genética existente a nivel de secuencia de ADN y correlacionarla con la
expresion fenotipica en procedimientos de mapeo genético. La informacidon generada por

estos marcadores puede ser integrada a las metodologias de seleccion y recombinacién de
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genotipos como una herramienta adicional para promover el avance genético. Los
marcadores moleculares se han tornado herramientas fundamentales en la construccion de
mapas genéticos de genomas eucariotas, y han permitido la clonacién de genes que
pueden ser utilizados en el mejoramiento mediante transformacion genética (Ferreira y
Gratrapaglia, 1998). También son de gran utilidad para el analisis de la variabilidad en

poblaciones de plantas.

El objetivo del mejoramiento vegetal es seleccionar genotipos superiores a partir de la
identificacion de fenotipos superiores. El grado de éxito en este proceso depende de: i) el
namero de genes involucrados en el control genético del caracter (herencia monogénica o
poligénica) y las relaciones interalélicas (dominancia o aditividad) y ii) la influencia del
ambiente, que se mide normalmente a través del pardmetro heredabilidad. El proceso de
caracterizacion y/o seleccion se vuelve mas eficiente a través del uso de marcadores
genéticos, definidos como caracteres que presentan polimorfismo o variabilidad
experimentalmente detectable en individuos de una poblacién segregante y un tipo de
herencia predecible segun las leyes de Mendel. Esta variacion puede considerarse a
diferentes niveles biologicos, desde cambios fenotipicos heredables significativos
(marcador morfolégico) hasta la variacion de un solo nucleétido de ADN (marcador
molecular). EI marcador ideal deberia ser altamente polimorfico (dentro y entre especies),
de herencia mendeliana no epistatica, insensible a los efectos ambientales, codominante
(capaz de diferenciar individuos heterocigotas de homocigotas), de rapida identificacion y
simple andlisis, y de deteccion en los estadios tempranos del desarrollo de la planta
(Martinez et al., 2010). En la actualidad existe una gran variedad de marcadores genéticos
gue han sido desarrollados y estan siendo utilizados en analisis gendmicos, tales como
morfologicos, isoenzimas, proteinas, Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de
Restriccion -RFLPs (Beckmann y Soller, 1986), Polimorfismos de ADN Amplificado
Aleatoriamente - RAPDs (Williams et al., 1990), Polimorfismos en la Longitud de
Fragmentos Amplificados - AFLPs (Vos et al., 1995), Numero Variable de Repeticiones en
Tandem - VNTRs o minisatélites (Jeffreys et al., 1985), Secuencias Simples Repetidas -
SSRs o microsatélites (McCouch et al.,, 1997), Polimorfismos de Secuencias Cortadas
Amplificadas - CAPS (Konieczny y Ausubel, 1993), Secuencia de Regiones Amplificadas
Caracterizadas - SCARs (Paran y Michelmore, 1993), Etiquetas de Secuencias

Expresadas - ESTs (Adams et al.,, 1991), Secuencias Ortologas Conservadas - COS
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(Fulton et al.,, 2002), Polimorfismos de Nucleotido Simple - SNPs y Marcadores de

Insercidén-Delecidn - InDels (Landegren et al., 1998).

En este trabajo se utlizaron AFLP (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos
Amplificados) y SSR (Secuencias Simples Repetidas o microsatelites), por lo cual en la
Tabla 2 solo se hace referencia a los mismos y se indican las diferencias entre ellos. Los
microsatélites se localizan tanto en secuencias que se expresan como en intergénicas. Los
denominados SSRs génicos (EST-SSRs) presentan un nivel menor de polimorfismo que
los microsatélites de regiones no codificantes, pero por otro lado tienen una mayor
probabilidad de transferencia entre especies 0 materiales distantes genéticamente
(Varshney et al., 2005).
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Tabla 2. Andlisis comparativo entre de los marcadores moleculares utilizados en esta tesis,
AFLPs y SSRs (Ferreira y Gratrapaglia, 1998).

Variable

Modo de observacion del polimorfismo

Expresion genética

Numero de alelos/locus

Disponibilidad de marcadores en el genoma
Distribucion en el genoma

Transferencia de ocurrencia de marcadores

Pasos para la deteccion

Informacion y/o desarrollo previo necesario

Eficiencia de obtencibn de datos puntos

genotipicos

Accesibilidad tecnolégica en el ambito de

mejoramiento

Costo de establecimiento/costo de operacion

rutinaria

Microsatélites

Amplificacion especifica via PCR previa
digestion del ADN con enzimas
Codominante

Altamente multialélico
practicamente ilimitada

+/- al azar

intraespecifica; baja para especies
proximas

extraccion de ADN (centena de
nanogramos); amplificacién especifica via
PCR; electroforesis en poliacrilamida o
agarosa; autorradiografia o coloraciéon con

EtBr

construccion de biblioteca; seleccion de
clones con microsatélites adecuados;
secuenciacion de ADN; ingenieria de
primers; construccion de primers; test de
polimorfismos adecuado

baja en la produccion de bateria de
marcadores; alta en rutina

muy baja

muy alto/medio

Adecuacion para diferentes aplicaciones en analisis genético

Identificacion de genotipos

Evaluacién de germoplasma

Mapeo genético

Mapeo direccionado a regiones especificas
Mapeo comparativo

Genética de autbgamas

Genética de albgamas

Andlisis filogenética

muy alta
Alta
muy alta
Media
Alta
muy alta
muy alta
Alta

AFLP

Segmento amplificado via PCR previa
digestion del ADN con enzimas
Dominante

Dos alelos, binario

practicamente ilimitada

+/- al azar

intrapoblacional y media
intraespecifica

extraccion de ADN (centena de
nanogramos); digestion con
endonucleasas; ligacion de
adaptadores; amplificacion via PCR;
electroforesis (alta resolucién);
autorradiografia

Seleccibn de combinaciones de
enzimas y primers con bases

arbitrarias adecuadas

muy alta en rutina

media

bajo/bajo

muy alta
muy alta
alta

muy alta
baja

muy alta
muy alta

media

Los microsatélites son regiones hipervariables del genoma que contienen arreglos de

secuencias simples en tandem de mono, di, tri, tetra o pentanucle6tidos que se repiten

entre 10 y 100 veces. Los marcadores microsatélites, también denominados Simple
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Sequence Length Polymorphism (SSLP), SimpleSequence Repeat Polymorphism (SSRP),
Simple Sequence Repeats (SSR) o SequenceTagged Microsatellite Sites (STMS) se
encuentran distribuidos por todo el genoma de la mayoria de las especies eucariotas (Litt y
Luty, 1989; Martinez et al., 2010).

Las secuencias sencillas repetidas (SSR), consisten en pequefias secuencias (“Sequence
motif’) de 1 a 4 nucledtidos adyacentes repetidos lado a lado; son amplificadas
individualmente a través de PCR a partir de un par de “primers” especificos (de 20 a 30
bases) complementarias a las secuencias Unicas que flanquean al microsatélite. Los
segmentos amplificados a partir de estos sitios, casi invariablemente presentan un extenso
polimorfismo resultante de la presencia de diferentes niumeros de elementos simples
repetidos. Asi, cada microsatélite, independiente del elemento repetido (CA, TG, ATG, etc.)
constituye un locus genético altamente variable, miultialélico, de gran contenido

informativo.

Cada segmento amplificado de tamafo diferente (generalmente de varias decenas hasta
algunas centenas de pares de bases) representa un alelo diferente del mismo locus. La
deteccidn de secuencias SSR via PCR se realiza en geles de poliacrilamida o agarosa de
alta resolucion, ya que es necesario un gel adecuado para la separacion de segmentos
gue difieren en pocos pares de bases, dependiendo del nimero de nucleétidos del
elemento repetido en el microsatélite. La visualizacion de las bandas puede hacerse

directamente por coloracion de bromuro de etidio o nitrato de plata.

Cada locus de microsatélite es analizado individualmente al utilizarse el par de “primers”
construido especificamente para su amplificacion. Los loci SSR parecen ser
somaticamente estables, poseen expresion codominante, es decir, ambos alelos de un
individuo heterocig6tico son visualizados y son altamente multialélicos, en una poblacién
donde potencialmente todos los alelos de aquel locus pueden ser detectados y
discriminados. Teniendo en cuenta la expresion codominate y el multialelismo, los
marcadores SSR son los que poseen el mas elevado contenido de informacion de
polimorfismo. Por esta razén, esencialmente toda y cualquier poblacion segregante puede

ser utilizada como poblacién de referencia para estudios de ligamiento y mapeo genético.
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Los SSR son muy frecuentes y estén distribuidos al azar, permitiendo la mas completa
cobertura de cualquier genoma eucariota. La mayor limitacion de estos marcadores es la

gran cantidad de trabajo necesario para el desarrollo previo (Ferreira y Gratrapaglia, 1998).

Los SSR utilizados en este trabajo de tesis son EST-SSR, desarrollados en un trabajo
previo del grupo del CERZOS (Cervigni et al., 2008) y por lo tanto se encuentran en
regiones codificantes del genoma. Los mismos se desarrollaron a partir de genotecas de
cDNA de inflorescencias y hojas de pasto llorén.

Los polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados, constituyen una
herramienta poderosa de analisis del genoma dado que poseen un alto poder de
deteccion de la variabilidad genética. El ensayo de AFLP combina la especificidad,
resolucién y poder de muestreo de la digestién con enzimas de restriccion con la velocidad
y practicidad de la deteccion de polimorfismos mediante PCR, sin necesidad de disponer
de informacion previa del genoma a estudiar. Desde su desarrollo y divulgacion esta

técnica se utiliza ampliamente en el analisis de plantas (Martinez et al., 2010).

El andlisis de AFLP consta esencialmente de cuatro etapas. En la primera etapa, el ADN
genomico total del individuo es cortado con dos enzimas de restriccion, esta etapa de
digestion se realiza con una enzima de corte raro combinada con una enzima de corte
frecuente. Las enzimas de corte raro reconocen de 6 a 8 pares de bases 0 una secuencia
rara de bases (ej.: ECO RI, Notl, Pstl) y las de corte frecuente reconocen 4 pares de bases
(ejemplo: Msel, Rsal). Las reacciones se realizan separadamente, tratando primero el ADN
con la enzima de corte raro y después con la de corte frecuente. Con esta digestion
secuencial se generan tres clases de fragmentos que difieren en cuanto a las
extremidades; fragmentos grandes resultantes de la digestion por la enzima rara en ambos
extremos; fragmentos pequefios resultantes del corte con la enzima frecuente en ambos
extremos; fragmentosde tamafos intermedios resultantes del corte combinado de ambas

enzimas, rara/frecuente.

En la segunda etapa, se incorporan adaptadores especificos a los extremos de los
fragmentos gendmicos generados por la digestion enzimatica. Por ej., los adaptadores
ECO RI especificos se unen a los extremos “adhesivos” producidos por la ECO RI,

mientras que los adaptadores Msel se unen especificamente a los extremos resultantes del
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corte con la enzima Msel. Los adaptadores poseen de 20 a 30 pares de bases cuyas
secuencias son diferentes en cada uno de ellos. En este paso podria ser amplificado un
gran numero de fragmentos mediante una PCR dirigida con “primers” especificos a partir
de la secuencia de los adaptadores. Sin embargo, seria este niUmero seria excesivamente
grande para obtener una buena definicién de fragmentos individuales, inclusive en geles de
alta resolucién. Por lo tanto, son necesarias algunas etapas de seleccion de una
subpoblacion de fragmentos hasta llegar a un nimero tal que sea posible visualizarlos

convenientemente en un gel.

En la tercera etapa, una fraccion de los fragmentos generados es amplificada
selectivamente via PCR utilizando “primers” especificamente disefados para reconocer las
secuencias en los adaptadores. Esta se realiza mediante una estrategia basada
esencialmente en el concepto de los polimorfismos RAPD, o sea, la utilizacién de “primers”
de secuencias arbitrarias. Los “primers” utilizados para dirigir la PCR estan construidos de
tal forma que, adema de la secuencia especifica de 20 a 25 nucleétidos complementarios a
la secuencia de los adaptadores, contienen de 1 a 3 nucleétidos adicionales de secuencia
arbitraria en su extremo 3'. La especificidad en esta extremidad es crucial, dado que
justamente este sitio es donde se inicia la polimerizacion. Con esto, los “primers” hibridaran
solamente con aquellos fragmentos que poseen la secuencia complementaria a su
secuencia arbitraria adicional. Por lo tanto, se produce una accién selectiva en el momento
en que es realizada la PCR y solamente una subpoblacién de fragmentos es amplificada y
en la cuarta etapa, la subpoblacién de fragmentos amplificados es separada en geles de

poliacrilamida de alta resolucion.

La ventaja que mas destaca esta tecnologia de las demas es indiscutiblemente el gran
namero de fragmentos que se originan y revelan en un uUnico gel y el gran poder de
deteccidn e variabilidad genética. Ya que explora simultaneamente el polimorfismo de
presencia y ausencia de sitios de restriccion y la existencia o no de amplificacion a partir de
secuencias arbitrarias. Con lo que se consigue una flexibilidad significativa en la obtencion
de marcadores polimoérficos. No requiere informacion previa de la secuencia de ADN. Una
vez preparados los fragmentos amplificables, pueden obtenerse rapidamente un gran

numero de bandas potencialmente polimorficas. Esta tecnologia de AFLP tiene elevada
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robustez, esto se debe basicamente a que se utilizan “primers” mas largos en la etapa de

PCR, lo que aumenta significativamente la especificidad de la amplificacion.

Entre las principales limitaciones de los AFLP se encuentran, en primer lugar el bajo
contenido de informacion por locus, ya que sélo se detecta un alelo, o sea, el fragmento
gue se amplifica. Las demas variaciones alélicas son clasificadas conjuntamente como un
alelo nulo. Son por lo tanto marcadores dominantes y los datos tienen naturaleza binaria,
es decir que no pueden discriminarse los genomas heterocigotas de los homocigotas. Por
otro lado se necesitan mas reactivos (enzimas de restriccion, adaptadores y “primers”
especificos) y mas equipamiento. EI ADN necesario debe ser de alto nivel de pureza, lo
gue demanda métodos de extraccion mas elaborados. Son necesarias etapas de digestion
enzimatica y de union de adaptadores. La electroforesis se realiza en geles de
poliacrilamida, todos estos factores hacen que este marcador AFLP sea menos accesible

(Ferreira y Gratrapaglia, 1998).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este capitulo fue realizar cruzamientos entre el Unico material
completamente sexual a nivel tetraploide de que se dispone (OTA-S) y un material
apomictico tetraploide, de amplio uso en Argentina, como es el cultivar Tanganyika, a fin
de obtener nuevos materiales para mejoramiento. Por otro lado se propone determinar el
nivel de variablidad obtenida a nivel molecular, utilizando marcadores moleculares de tipo

AFLP y SSR, y el nivel de variacion fenotipica para caracteristicas de interés agronémico.
HIPOTESIS 1

La obtencion de una poblacion de plantas hibridas, que surge del cruzamiento de
progenitores tetraploides contrastantes en su modo reproductivo, sera de utilidad para el
mejoramiento de la especie y para el mapeo de genes relacionado con la apomixis.

OBJETIVO 1.1

Obtener hibridos de pasto llorén a partir de cruzamientos entre progenitores sexuales y

apomicticos a nivel tetraploide.

OBJETIVO 1.2

Determinar la naturaleza hibrida de los nuevos materiales obtenidos y la variabilidad
presente en la poblacion de plantas generada utilizando marcadores moleculares de tipo
AFLP y SSR.

OBJETIVO 1.3

Evaluar caracteres morfolégicos de importancia agronémica para seleccionar nuevos

materiales a introducir en programas de mejora.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizé en el Centro Cientifico Tecnologico CONICET- Bahia Blanca,

provincia de Buenos Aires. Las investigaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de

Biotecnologia y en el campo experimental del CERZOS (centro de Recursos Naturales

Renovables de la Zona Semiarida). En la Fig. 1 y 2, se muestra el esquema general del

trabajo para la obtencion de hibridos en pasto llorén.

OBTENCION DE
HIERIDOS

-~

CARACTERIZACION
GENOTIPICA

o

EVALUACION EN
INVERNACULO

EVALUACION A
CAMPO

Elecciin de progenitones
Cruzamientos
Recaleccidn de semilla
Trillado

Tratarméerto defrio
Genminacién i witre
Estenlizacidn

Ssemnbra in vitro
Rusticacidn

Crecimieno en cuafio de
cultivo

Test de progenie
Esxtraceidn ADH

Calidad ADMN

Mucadores moleculaes
[AFLF)

(SE5R)

Andlisis de polimodismos

Medicidn de coaacteres
cuantitatives

Seleccibn

Obtenciin de clones
Analisis Estadistico

Diseio a campa
Transplante de clones
Medicidn de caractenes
cuanlitalivos

Andliziz Estadistico

Figura 1. Esquema de trabajo para la obtencion de hibridos en pasto llorén.
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¢ OTA-S USDA SEXUAL (4X) x < TANGANYIKA USDA APOMICTICO (4X)

SCREENING L(
MARCADORES MOLECULARES

HIBRIDOS l[ AUTOFECUNDADAS |

Figura 2. Etapas de la obtencion de probables hibridos de pasto llorén por cruzamientos

entre materiales sexuales y apomicticos.

1. Primera Etapa. Obtencidon de Hibridos.
1.6. Material vegetal.

Para este estudio se utilizaron dos accesiones provenientes del USDA (United States
Department of Agronomy, Western Regional Pl Station, Washington State University,
Pullman, Estado Unidos) de Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, nombre vulgar “pasto

lloréon” que se detallan a continuacion:

- PI574506 (OTA-S): Tetraploide, sexual, tipo conferta. Material desarrollado por
mejoramiento en Texas, Estados Unidos.
- PI234217 (cv. Tanganyika): Tetraploide, apomictico, tipo curvula. Colectado en

Provincia del Cabo, Sudafrica.
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1.7. Cruzamientos.

Se realizaron un total de 15 cruzamientos en el periodo de floracion de la especie en

estudio, desde septiembre 2009 a marzo de 2010, indicados en la Tabla 3.

Tabla 3. Cruzamientos de pasto lloron realizados entre el progenitor femenino OTA-S

USDA, de reproduccién sexual, y el progenitor masculino Tanganyika, de reproduccién

apomictica, ambos tetraploides.

Cruzamiento N°

© 00 N o o B~ W N P

e < e =
o M W N B O

Fecha

20/09/2009
9/10/2009

23/10/2009
27/10/2009
27/10/2009
9/11/2009

20/11/2009
21/11/2009
26/11/2009
10/01/2010
10/01/2010
10/01/2010
3/02/2010

18/02/2010
1/03/2010
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Estos cruzamientos entre OTA-S USDA (tetraploide (2n=4X=40) sexual como progenitor
femenino) y Tanganyika (tetraploide (2n=4X=40) apomictico, como progenitor masculino se
realizaron aislando pares de panojas, colocando una de cada progenitor en un sobre de
papel al comienzo de la floracién, para evitar cruzamientos no deseados y se los mantuvo
ensobrados durante 30 dias, aproximadamente. Luego de este periodo se procedi6 a

cosechar la semilla en cada uno de los cruzamientos realizados.

1.8. Coleccion de semillay trillado.

Luego del periodo de llenado del grano y maduracion de las semillas se colectaron las
panojas del progenitor femenino OTA y se procedio al trillado manual de las mismas, y al
conteo de las semilla obtenidas en cada cruzamiento. Estas se colocaron a baja
temperatura (4°C) durante 2 semanas, siendo este un pre-tratamiento de frio necesario
para romper la dormicién y acumular las horas de frio necesarias para su germinacion. Si
bien se trata de un pasto africano, crece en altura donde las condiciones son mas frias, por

ello el requerimiento de vernalizacion.

1.9. Germinacioén in vitro.

Al principio las semillas se germinaban en almacigos con sustrato comercial dentro del
invernaculo, pero, debido al bajo poder germinativo de las mismas se decidié germinarlas
in vitro utilizando un medio MS (Murashigue y Skoog, 1962). Previamente, las semillas se
esterilizaron superficialmente por tratamiento con etanol 70% durante 5 minutos, en NaOCI
al 50% (solucién comercial) durante 10 minutos, al final de los cuales se enjuagé con agua
destilada estéril. Las semillas se colocaron de a 20 en cajas de petri conteniendo medio de
Murashigue y Skoog (MS) cuya composicion es: sales MS 4,34gr/lt, sulfato de cobre
100ul/lt, sacarosa 30gr/It y vitaminas de MS 1000x, pH 5.8. El medio se solidificé utilizando
2gr/lt de fitagel. Una vez realizada la siembra, las cajas se incubaron en camara de
crecimiento a 25°C durante 15 dias, en oscuridad. Transcurrido ese periodo se las coloco
en una camara de incubacion a 27°C, con un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas de
oscuridad y una humedad del 40% durante dos meses. Los repiques a un medio de cultivo

nuevo se realizaron cada 15 dias.
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1.10. Rusticacién en cuarto de cultivo.

Una vez que las plantas lograban una superficie radical considerable, elemento crucial
para que la aclimatacion sea exitosa, se procedia a realizar el transplante. Para ello se
lavaron las raices cuidadosamente, quitandoles todo residuo del medio nutritivo a fin de
evitar posibles contaminaciones por hongos y bacterias del suelo que provocan dafios y
mortandad a las plantas. Luego se colocaron en vasos de plastico conteniendo sustrato
comercial Grow Mix Multipro Terrafertil,compuesto por turba de musgo Shagnum de fibras
medias, perlita, compost de corteza, cal calcita, cal dolomita, agentes humectantes,
materia organica de 85 — 90%, y una conductividad eléctrica de 0.3 — 0.45 mmhos/cm. A
continuacion, se las cubrié con una botella de plastico, quedando bien selladas, a fin de
evitar una excesiva evapotranspiracién y deshidratacion, y se las colocé en el cuarto de
cultivo con una temperatura de 25- 27°C, y un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 de

oscuridad.

2. Segunda Etapa.

2.1. Caracterizacion genotipica.

La progenie obtenida que sobrevivio a este proceso (232 plantas) se analiz6 con
marcadores moleculares AFLPs y EST-SSR. Los EST-SSR de pasto lloron fueron
desarrollados por el grupo del CERZOS (Cervigni et al., 2008). El objetivo de esto fue
detectar las plantas hibridas verdaderas y estudiar la segregacion de la progenie para el

modo reroductivo.

2.1.1. Extraccion de ADN

Para la extraccion se parti0 de material fresco (aprox. 100 ug) de plantas de
aproximadamente tres meses de edad. Se cortaron hojas en pequefias porciones y se
colocaron en un mortero con nitrdgeno liquido y se homogeneizaron. El producto obtenido
se transfirio a un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 700 microlitros de solucién tamponada de
extraccion (50 mM Tris-HCI 1M pH 8, 10 mM EDTA 0,5 M pH8, 100 mM CINa 5 M, 10%
SDS y 10 mM beta-mercaptoetanol) y se incubo durante 20 min a 65 °C con agitacion lenta

(estufa con agitador vertical). Posteriormente se agregaron 200 microlitros de acetato de
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potasio 5 M y se incubd en hielo durante 20 min. Pasado ese tiempo se centrifugaron los
tubos en una centrifuga Eppendorf (20 min. a 13.000 rpm) para eliminar restos de tejido. El

paso anterior se repitié para lograr un sobrenadante mas limpio.

El mismo se transfirio a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 700 microlitros
de isopropanol para precipitar el ADN. Los tubos se incubaron durante 10 min. a -20 °C. El
ADN se precipité por centrifugacion a 13.000 rpm durante 4 min. El precipitado se lavo con
600 microlitros de alcohol 70% y se centrifugé durante 4 min. a 13.000 rpm. Este lavado se
repitié una segunda vez. Luego el pellet se secé en flujo laminar durante aproximadamente
30 min., luego de lo cual se resuspendid en 100 microlitros de solucién TE 1X. La
concentracion y calidad del ADN se determiné mediante geles de agarosa al 1%, la
concentracion se estimé mediante el uso de un espectrofotometro (Spectroquant Pharo
300-Merck), utilizando la siguiente férmula ([C]=A260 x factor de dilucion x 50ug/ml),
donde, A260 es el valor de absorbancia a esa longitud de onda y la constante 50ug/ml es

la concentracion de ADN doble cadena que genera un valor de absorbancia = 1.

2.2. Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)

Para llevar a cabo el estudio con AFLP se utilizo la técnica descripta por Vos et al. (1995)
con algunas modificaciones. El analisis de AFLP consta esencialmente ende cuatro etapas,

consistentes en:

e Digestion o restriccion

La digestion del ADN (500 ng) se realiz6 utilizando simultdneamente dos enzimas de
restriccion, Pstl y Msel, lo cual requierié de un buffer en el cual ambas puedan tener una
alta eficiencia. Antes de realizar la digestion se seleccion6 el buffer NEB2 5X (Tris-HCI Ph:
7,5 50mM, MgAc 50mM, KAc 250mM, DTT 25mM, BSA 250ng/ul y agua destilada), el cual
es compatible tanto para las enzimas de digestion como para la T4 DNAligasa. La
digestion se llevé a cabo en un volumen final de 20ul conteniendo la mezcla de la reaccion
gue se indica en la Tabla 4. La reaccién se llevé a cabo en un termociclador, incubando

2hs a 37°C y 10 minutos a 70°C a fin de inactivar las enzimas de restriccion. Una vez
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terminado este paso se realizé el monitoreo de la digestion en un gel de agarosa al 1%, se

visualiza un chorreado en el gel que indicaria que la restriccion se realizo.

Tabla 4. Componentes de la mezcla de digestién con Msel-Pstl.

1X
Buffer NEB2 2ul
Msel 0,4ul
Pstl 0,24ul
BSA 0,8ul
ADN (100ng/ul)  5ul
H20 11,56ul

20ul

e Preparacién de los adaptadores

Los adaptadores utilizados se preparon utilizando oligonucleétidos de cadena simple, para
obtener adaptadores de doble cadena. Para ello se mezclaron los oligonucledtidos Pstl
foward 5-GAC TGC GTA GGT GCA-3" y reverse 5-CCT ACG CAG TCT ACG AG-3" y
por separado los de Msel foward 5 - GACGAT GAG TCC TGA G-3" y reverse 5°- ATG AGT
CCT GAG TA-3’; se incubaron durante 1 minuto a 94°C y 10 minutos a 65°C.

e Ligacién de los adaptadores
La ligacion de los adaptadores a los sitios de restriccion generados por las enzimas Pstl y
Msel se realiz6 dentro del mismo tubo donde se llevé a cabo la reaccién de digestion. A

cada tubo se le agrego la solucion de ligacion de adaptadores (Tabla 5) y se incubaron en

el termociclador durante 3hs a 20°C.
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Tabla 5. Componentes de mezcla de ligacién de marcodores moleculares AFLP.

1X
Adaptador Pstl  4ul
Adaptador Msel 4ul

Buffer T4 4ul

T4 Ligasa 0,4ul

H20 2,6ul
15ul

e Amplificaciones

Los fragmentos fueron ligados a adaptadores para Pstl y Msel y constituyeron las plantillas
para las siguientes amplificaciones. Los cebadores para la preamplificacién, para Pstl (P:
5-GAC TGC GTA CAT GCA GNNN-3') y para Msel (M: 5-GAT GAG TCC TGA GTA
ANNN-3"), contenian un nucleétido selectivo, P+A y M+A respectivamente. Los productos
de la pre-amplificacion fueron diluidos (1:6) en 10 mM Tris y 0,1 mM EDTA y fueron usados
como plantilas para la segunda ronda de amplificacion, donde se utilizaron seis
combinaciones de cebadores (Tabla 6) para ambos adaptadores conteniendo tres

nucleodtidos selectivos, P+3 y M+3, respectivamente.

Se compararon los patrones de AFLPs de parentales y progenies y se analizaron los

posibles polimorfismos:

1) Con el objetivo de detectar hibridos se utilizaron seis combinaciones de cebadores 3, 6,
14, 1518 y 19 (Tabla 6).

2) Con el objetivo de analizar la segregacion de la progenie se utilizaron 6 combinaciones
de cebadores 8, 9, 10, 12, 14, 15 (Tabla 6).
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Tabla 6. Secuencias y combinacion de cebadores para AFLP.

Pestl/Msel M31: AAA M38: ACT M39: AGA M43: ATA M45: ATG

P36: ACC 1 2 3 4 5

P37: ACG 6 7 8 9 10
P40: AGC 11 12 13 14 15
P41: ACG 16 17 18 19 20

2.3. Secuencias Simples Repetidas obtenidas a partir de Etiquetas de Secuencias
Expresadas (ESTs-SSRs)

Estos marcadores se utilizaron para determinra el origen hibrido de la progenie.Se
utilizaron los cebadores E16, E19 y E29, indicados en la Tabla 7, disefiados a partir del
transcriptoma de inflorescencias y hojas de pasto llorén como se describe en Cervigni et al
(2008). Para la amplificacion se utilizo el siguiente protocolo: solucién tampén 1X, 2,5 mM
Cl2Mg, 0,125 mM (c/u) dNTPs, 10 mM de cebador, 1,6 U Taq polimerasa InVitroGen, 50
ng ADN. El programa deamplificacion fue tipo Touchdown (la temperatura baja de a 1°C en
los primeros ciclos de amplificacion): 94°C 4", 18 ciclos de 94°C 30", 68°C 30" (-
1°Cl/ciclo), 72°C 1°, 30 ciclos de 94°C 30", 50°C 30", 72°C 1", 72°C 10°, en ciclador MJ
Research 100. Los productos de amplificacion se separaron en geles de acrilamida al 6%

gue se tifieron con plata.

Tabla 7. Secuencias de cebadores de SSR de pasto llorén.

Nombre Tamafio  Tipo Left Sequence Right Sequence

E16 210 Penta TGCCATCTCTTCCAGCAC TACTCATTCCCAGCCTTATC
E19 377 Penta CTGTGGATGAGTTTGAGGAG AGAGAGAGAGAGAAAGCCTGA
E29 309 Tri TTCCAAGCACGACTGACT AACCCATCTTCTTCTTCTCC
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3. Tercer Etapa. Rusticacidon Invernaculo.

3.1. Establecimiento de las plantas en invernaculo.

A los dos meses, se retird paulatinamente la cubierta plastica de las plantas creciendo en
el cuarto de cultivo y las mismas se transfirieron a macetas pequefias conteniendo sustrato
comercial Grow Mix Multipro (Terrafertil S.A., Moreno, Argentina). Un mes mas tarde, se
trasplantaron a macetas de 3lts con una mezcla 1:1 de sustrato comercial: tierra negra, se

fertilizaron con DAP (fosfato diaménico) y se trasladaron a condiciones de invernaculo.

3.2. Evaluacion fenotipica en condiciones de invernaculo.

Cuando las plantas obtenidas a partir de los cruzamientos realizados contaban con un afo
de edad, se realizaron las determinaciones de los caracteres morfolégicos en condiciones
de invernaculo, que incluyeron las siguientes variables enumeradas en la Tabla 8: nimero
de macollos vegetativos, numero de macollos reproductivos, nimero de panojas, diametro
de corona. El objetivo fue seleccionar los materiales que se evaluarian a campo y
determinar si los datos medidos en invernaculo se correlacionaban con los datos medidos
a campo. Para ello se utilizé el analisis de correlacién de Pearson, utilizando el programa

estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013).

Este andlisis permiti6 seleccionar los fenotipos superiores para ser evaluados en
condiciones de campo. Como criterios de seleccién se utilizaron el nimero de macollos
vegetativos y reproductivos y el diametro de la corona y se seleccionaron aquellos
fenotipos contrastantes respecto a las variables medidas al azar. Estas plantas
seleccionadas con el fin de la obtencidén de clones, se dividieron en dos, se las dejo crecer
y luego se la dividié de nuevo en dos, obteniendo cuatro clones de cada planta para llevar

a campo con un disefio de cuatro bloques completamente aleatorizados.

79



Tabla 8. Variables morfolégicas evaluadas en la progenie del cruzamiento de E. curvula,

OTA USDA x Tanganyika USDA, en condiciones de invernaculo.

Abreviatura Variables Descripcién

DC Diametro de corona (cm). Se midié el didmetro mayor y el diametro
menor con una regla (en centimetros) y se

calculé el promedio.

NMR Numero de macollos reproductivos Se cont6 el nimero de macollos
(Conteo). reproductivos por planta.

NMV Numero de macollos vegetativos Se contd el nimero de macollos vegetativos
(Conteo). por planta.

NP NUmero de panojas (Conteo). Se conto el nimero de panojas por planta.

4. Cuarta Etapa. Campo.

4.1. Establecimiento de las plantas seleccionadas a campo.

El ensayo fue establecido en el Centro Cientifico Tecnologico CONICET de Bahia Blanca
(Buenos Aires) (38° 39" 53,0 S; 62° 13" 57,2 0) y estuvo conformado por 4 clones de 50
genotipos seleccionados en invernaculo, mas 4 clones de cada uno de los progenitores
Tanganyika USDA y OTA USDA, sumando un total de 204 plantas; las mismas fueron
dispuestas en un disefio en bloques aleatorizados simples y completos. La orientacion de
los bloques en el terreno fue de suroeste a noreste. Las plantas de cada bloque se
sembraron distanciadas a un metro unas de otras (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la disposicion del ensayo de E. curvula en bloques completamente
aleatorizados en el campo experimental situado en el Centro Cientifico Tecnoldgico
CONICET - Bahia Blanca.

4. 2. Evaluacion fenotipica en condiciones de Campo.

El ensayo se implant6é en un suelo franco arenoso (64% arena, 15% limo, 21% arcilla), bajo
riego por goteo, que se efectuaba una vez a la semana, sin fertilizacién. Se evaluaron 12
variables tales como diametro de corona, peso seco de tallo, peso seco de hojas,
produccion de materia seca, relacién hoja-tallo, nimero de macollos reproductivos, nimero
de macollos vegetativos, niumero de panojas, altura de la planta, canopia, longitud de
hojas, ancho de hojas, que corresponden a caracteres morfolégicos asociados a

produccion de forraje y estado reproductivo (Tabla 9).
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Tabla 9. Variables morfologicas evaluadas en 50 genotipos de E. curvula provenientes del

cruzamiento OTA USDA x Tanganyika USDA, mas los progenitores, creciendo en

condiciones de campo.

Abreviatura

DC

PST

PSH

PMS
H-T

NMR

NMV

NP
AP

LH

AH

Variables

Diametro de corona (cm).

Produccién de materia seca (gr).
Peso seco tallos (gr).
Peso seco hojas (gr).

Relacion hoja-tallo.

NUimero de macollos reproductivos
(Conteo).

Nimero de macollos vegetativos
(Conteo).

NUmero de panojas (Conteo).

Altura de la planta (cm).

Canopia (cm).

Longitud de Hoja (cm).

Ancho de hoja (cm).

Descripcion

Se midié el diametro mayor y el diametro
menor con una regla (en centimetros) y se
saco el promedio.

Se tomé toda la produccién debiomasa. se
realiz6 un corte a 15cm de altura, se
separaron las hojas 'y los tallos
(considerandose a las inflorescencias en
panojas), se sec6 en estufa a 60 °C durante
72 horas, obteniendo el PSH y PST, la PMS
estimada por (PST + PSH).

Se contd el ndmero de macollos
reproductivos por planta.

Se contd el numero de macollos vegetativos
por planta.

Se conto el nimero de panojas por planta.

Se midi6 la altura, desde el suelo hasta
donde llegaban las mayorias de las panojas
de la planta.

Se midi6 la altura desde el suelo hasta donde
las hojas doblan naturalmente la mayoria de
las hojas de la planta.

Se midié desde la base de la ligula hasta la
punta de la hoja, con una regla, en
centimetros, la tercera hoja expandida con
repeticion de tres macollos vegetativos al
azar.

Se midié en la base de la ligula con una
regla, en centimetros, la tercera hoja
expandida. Se realizaron tres repeticiones en

tres macollos vegetativos elegidos al azar.

Antes de iniciar la evaluacién correspondiente se realizé un corte de emparejamiento a una

altura de planta de 15 cm. Todas las evaluaciones fenotipicas se realizaron a nivel de

planta individual en todos los genotipos seleccionados y en los progenitores de la cruza.
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5. Andlisis estadisticos

A partir de la lectura de marcadores AFLPs en geles de poliacrilamida (siendo codificado
con “0” a la ausencia, “1” a la presencia de bandas) se obtuvo una matriz de distancia
genética binaria linearizada de datos moleculares y una matriz de distancia euclidea de
variables morfologicas tomadas a campo. La significancia de la correlacion entre matrices
de distancia (molecular y morfoldgica) se evalu6 utilizando el Test de Mantel, a través del
programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse 2006), La significancia estadistica se
obtuvo a partir de 1000 permutaciones aleatorias. En cuanto al criterio de correlaciéon del
estadistico “r’ se considerd un alto grado de correlacion (alto grado de asociacion entre las

dos matrices analizadas) cuando los valores dieron cercanos a 1 6 -1.

El andlisis de coordenadas principales es una técnica multivariada que permite visualizar la
relacion entre los elementos de la matriz de distancia genética, con el programa estadistico
GenAlEX 6.4 (Peakall y Smouse, 2006).

El resultado de agrupamientos jerarquicos a apartir de datos moleculares y morfolégicos se
muestran en dendrogramas en el que se pueden observar las uniones y/o divisiones que
se van realizando en cada nivel del proceso de construccion de conglomerados, siendo
especificado de antemano el nimero de grupos o conglomerados e identificandose con

diferentes colores utilizando el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013).

En la evaluacion de los resultados obtenidos a campo, se realizd la estimacién de las
medidas resumen. Para cada una de las variables morfolégicas cuantitativas en
condiciones de campo e invernaculo, se estimaron los valores medios, minimos, maximos,
desvios estandar (D.E.), error estandar (E.E.) y coeficiente de variacion (C.V.) en los
genotipos evaluados. Luego se estimaron las diferencias entre los genotipos mediante el
analisis de varianza (ANOVA). En caso de ser necesario las variables fueron
transformadas con Ln o Raiz cuadrada a fin de cumplir con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad. La comparacion de medias fue realizada mediante el método de
Minima Diferencia Significativa (LSD) o Fisher, que al utilizar un o individual para cada par

de comparaciones, permite detectar mayor nimero de diferencias entre los valores medios
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de las plantas. Para este analisis se utilizé el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al.,
2013).

Para cuatro variables seleccionadas, medidas en condiciones de invernaculo y campo
(diametro de corona, numero de panojas, humero de macollos vegetativos y namero de
macollos reproductivos) se calculo el coeficiente de correlacion de Pearson,. El coeficiente
de correlacion muestral es el que representa la covarianza de los valores muestrales
estandarizados. Asume valores en el intervalo [-1; 1] y el signo indica la direccion de la
asociacion. Se tomo el criterio de correlacidon baja, media o alta si el valor del estadistico “r’
se encuentra entre los siguientes valores: Si r <0,3, la correlacion es baja (mas cercano a
cero no hay correlacion entre las variables evaluadas); 0,3 <r < 0,6 correlaciéon media; 0,6<
r <1 correlacion alta. Para este andlisis se utilizé el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo
et al., 2013).

Para describir y analizar observaciones multidimensionales obtenidas a partir de datos
tomados en condiciones de campo, en cada una de las plantas seleccionadas y evaluadas
en este entorno se utiliz6 un andlisis multivariado. El analisis de componentes principales
permite analizar la interdependencia de variables métricas y encontrar una representacion
grafica optima de la variabilidad de los datos de una tabla de “n” observaciones y “p”
columnas o variables; tratando de encontrar, con pérdida minima de informacion, un nuevo
conjunto de variables (componentes principales) no correlacionadas, que expliquen la
estructura de variacion en las filas de la tabla de datos medidos a campo. Para este
analisis se tuvieron en cuenta los genotipos seleccionados como criterio de clasificacion y
nueve variables medidas, tales como, diametro de corona, canopia, altura de la planta,
namero de macollos vegetativos, numero de panojas, peso seco de hojas, peso seco de
tallos, longitud de hojas y ancho de hojas. Se realizd6 un dendrograma a partir de la
distancia euclidea calculada en base a las variables morfolégicas medidas en condiciones

de campo. Para ello se utilizé el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013).

84



RESULTADOS Y DISCUSION

Primera etapa. Obtencion de hibridos.

Es necesario aclarar que usualmente en pasto llorén lo que se denomina semilla es en
realidad un fruto que recibe el nombre de “cariopse”. No obstante, el término semilla se
utiliza en este trabajo debido a que el uso y costumbre ha impuesto dicha designacion para
identificar los frutos de muchas gramineas. A partir de los 15 cruzamientos realizados en
condiciones de invernaculo entre el progenitor femenino OTA, de reproduccion sexual y
tetraploide (2n=4X=40) y el progenitor masculino Tanganyika, apomictico y también
tetraploide (2n=4X=40) y luego del trilado manual de las las panojas se logré obtener un

total de 2063 semillas, como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Semillas obtenidas en cada uno de los cruzamientos de pasto llorén realizados
entre el progenitor femenino OTA-S USDA, de reproduccion sexual, y el progenitor

masculino Tanganyika USDA, de reproduccion apomictica, ambos tetraploides.

Cruzamiento N° Fecha N° Semillas

1 20/09/2009 185
2 9/10/2009 45
3 23/10/2009 97
4 27/10/2009 220
5 27/10/2009 28
6 9/11/2009 190
7 20/11/2009 67
8 21/11/2009 160
9 26/11/2009 408
10 10/01/2010 108
11 10/01/2010 174
12 10/01/2010 107
13 3/02/2010 57
14 18/02/2010 37
15 1/03/2010 180
Total semillas obtenidas 2063
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Estas semillas, como se especificO en los Materiales y Métodos, se sembraron en
condiciones in vitro para su posterior germinacion, con un seguimiento de dos meses,
donde cada 15 dias se contaba la cantidad de plantas normales o anormales,
considerandose normales a las que presentaban raiz y tallo; las plantas sin raiz, es decir
solo con parte aérea; las plantas sin tallo, es decir aquellas que solo tenian raices; y las
plantas necréticas, es decir aquella que no presentaban clorofila y sus hojas carecian de
pigmentacién verde y eran de color blanco / amarillento. La mayoria de las semillas
implantadas germinaron a los 15 dias de efectuada la siembra, disminuyendo la misma en

los dias posteriores, como se ilustra en la Fig. 4.

300
225+

150+

N° plantas

75+

I8

15 30 45 60
Tiempo (dias)

D Sin Raiz D Sin Tallo
|:| Necrdéticas . Normales

Figura 4. Germinacion in vitro a lo largo del tiempo (dias). Los datos se tomaron a los 15,
30, 45 y 60 dias, discriminado en las plantas normales y anormales (sin raiz, sin tallo,

necroticas sin clorofila).

Luego de 60 dias se calculé el niumero total de plantas obtenidas, registrandose un
porcentaje de germinacion del 39,31%, el mismo se compone de 327 plantas normales
(15,85%), 362 plantas necréticas sin clorofila (17,55%), 39 plantas sin tallo (1,89%), 83
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plantas sin raiz (4,02%). Un total de 1252 semillas no germinaron, lo que hace un promedio

de 60,69%, como se muestra en la Fig. 5y 6.

No germinadas

Normales

Necroticas

Sin tallo
Sinraiz

. No germinadas (60,69%)
Sin raiz (4,02%)

Sin tallo (1,89%)
Necraticas (17,55%)
Normales (15,85%)

[

Figura 5. Valores totales de germinacion in vitro acumulados a los 60 dias luego de la

siembra in vitro.

oL
w

Figura 6. Semillas germinando in vitro. A, B y C plantas anormales (sin raiz, sin tallo,

necréticas (sin clorofila); D) planta normal.
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De aqui en mas solo se trabajo con las plantas normales, ya que las anormales no
sobrevivieron o fueron desechadas. Estos bajos porcentajes de germinacion no son
comunes en pasto lloron, al menos en condiciones controladas. El porcentaje de
germinacion para el cultivar Tanganyika INTA es, normalmente del 98%, de acuerdo a

nuestros resultados experimentales.

Existen diferentes explicaciones a los resultados observados luego del cruzamiento entre

OTA y Tanganyika.

Existen numerosas interacciones de orden ambiental e intrinsecas de las semillas que
pueden afectar su germinaciéon, dependiendo de la temperatura, humedad, luz y edad de
las mismas; también puede ocurrir que las semillas sean incapaces de germinar debido a
gue no se satisfacen los requerimientos minimos de humedad y temperatura necesarios
para dicho proceso o simplemente como es frecuente en el pasto lloron es que las mismas
se encuentren en un estado fisioldgico de dormicion; bajo esta circunstancia no germinaran
aun cuando se den en el ambiente las condiciones favorables, ya que el estado de
dormicién en esta especie puede variar notablemente, conforme al cultivar y edad de la
semilla, siendo su desaparicion condicidn previa necesaria para que la germinacién ocurra.
Las semillas de pasto llorén despiertas, puestas en condiciones ambientales favorables,
tienden a germinar a partir de las 48 horas de embebidas en agua (Montani y Fernandez,
1991).

En pasto llorén Polci (2000) encontro elevada mortalidad de plantulas obtenidas de plantas
creciendo en invernaculo y con polinizacion libre. Su hipotesis es que existid necrosis
hibrida debida a un incremento en la sexualidad en plantas luego del cultivo in vitro. Esto
puede haber generado cruzas no totalmente compatibles. En este caso, la explicacion mas

probable es también la incompatibilidad entre los parentales.

Segunda etapa. Caracterizacion genotipica.

Una vez establecidas, se extrajo ADN de hojas jovenes de las plantas normales a fin de
proceder a determinar la naturaleza hibrida o no de las mismas. Para ello se utilizaron
AFLPs y EST-SSR, se obtuvieron 691 marcadores de AFLP, de los cuales 317 fueron

polimérficos. Estos se utilizaron en primera instancia para buscar la presencia de
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marcadores paternos y analizar la variabilidad en las plantas obtenidas de la cruza. Los
EST-SSR, con tres combinaciones de cebadores, se utilizaron para detectar bandas de

origen paterno en las plantas hijas.

Con estos andlisis pudo determinarse que, de las 232 plantas analizadas, solo seis
resultaron de origen hibrido. A modo de ejemplo, en las Figs. 7 y 8 se muestra la
amplificacion de la banda paterna en dos de las seis plantas F1. Esto se obtuvo utilizando
los tres cebadores de EST-SSR E16, E19 y E29. Especificamente en las Fig. 7 la

amplificacion es con el cebador E19. En la Fig. 8 se muestra similar resultado con AFLPs.

F1 »T O

A

Figura 7. Microsatélites (EST-SSRs) obtenidos con el cebador E19, se muestran las
bandas amplificadas en la F1 y en los progenitores, masculino Tanganyika USDA (T) y
femenino OTA USDA (O). Las flechas sefialan a aquellas plantas hibridas que presentan

marcadores paternos.

Esto indicaria que el resto de las plantas se obtuvo por autofecundacion del progenitor
femenino OTA USDA. Esto fue un resultado inesperado, dada la autoincompatibilidad de
este genotipo. Una explicacion posible es que el polen masculino, si bien no fecundé a la

planta sexual, habria ejercido un efecto mentor que condujo a la autopolinizacion de OTA.
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Figura 8. Marcadores AFLP (polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados),
amplificados en los progenitores masculino (T) Tanganyika, femenino (O) OTA y en la
progenie obtenida. Las flechas sefalan a aquellas plantas hibridas que presentan

marcadores paternos.

El segundo andlisis fue realizado con el objetivo de buscar variabilidad dentro del complejo
de plantas obtenidas, que si bien no fueron hibridas, eran el producto de reproduccion de
una planta sexual por efecto mentor del polen del progenitor apomictico. En este caso se
analizaron seis combinaciones de primers (P37-M39, P37-M43, P37-M45, P40-M38, P40-
M43, P40-M45) de marcadores de AFLPs, con los cuales se obtuvieron 376 marcadores en
total, de los cuales 330 resultaron ser monomorficos (87,76%) y 46 resultaron ser
polimorficos (12,23%). En las Fig. 9 y 10 se muestran dos geles tipicos de poliacrilamida
obtenidos. Cabe aclarar que en este andlisis solo se utilizaron aquellas plantas no hibridas,
dejandose las hibridas para otro objetivo que no fue parte de esta tesis y es la construccion

de un mapa de ligamiento para ubicar regiones relacionadas al modo reproductivo del
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pasto lloron. En realidad mas tarde la mayoria de estas plantas se tornaron débiles y

finalmente murieron,

Figura 9. Marcadores de AFLPs amplificados en la progenie y progenitores (C51,
Tanganyika USDA y C52, OTA USDA) correspondiente a la combinacién de cebadores

P40-M43. Las flechas indican la presencia de polimorfismos.
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Figura 10. . Marcadores de AFLPs amplificados en la progenie y progenitores (C51,
Tanganyika USDA y C52, OTA USDA) correspondiente a la combinacion de cebadores

P37-M43. Las flechas indican la presencia de polimorfismos.
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El analisis de bandas haciendo uso del programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y
Smouse 2006), correspondiente a la lectura de los geles de marcadores moleculares
AFLPs, donde se consideraron solo los polimorfismos que resultaron de las siguientes
cuatro combinaciones de primers: P37-M43; P40-M38; P40-M43; P40-M45, dio como
resultado la presencia de cuatro bandas Unicas en los hijos, ninguna banda Unica en los
padres, 22 bandas compartidas entre los hijos y la madre y ninguna banda compartida
entre los hijos y el padre. Esto suma un total de 46 bandas en los hijos, 20 bandas en el
padre y 42 bandas en la madre, como se ilustra en la Fig. 11. Este andlisis corrobora el
origen no hibrido de la progenie obtenida, resultando ser progenie materna solamente.
Dado que todos los analisis efectuados a la planta femenina indican claramente la
ausencia de sacos apomiticos (Meier et al., 2011; Rodrigo, 2014), es evidente que esta
progenie surgié de una autofecundacién de la planta femenina bajo el efecto mentor del

polen paterno.

En la mayoria de las plantas que se reproducen por apomixis gametofitica, el desarrollo
partenogenético del embrion requiere de la fertilizacion de los nucleos polares, lo cual es
denominado pseudogamia. Un hecho importante que se ha comprobado en las especies
apomicticas de los géneros Brachiaria, Paspalum y Panicum, es que los genotipos
sexuales son alégamos, con un alto grado de autoincompatibilidad, mientras que los
apomicticos son autocompatibles. El pasto lloron, Eragrostis curvula, es una especie
apomictica diplosporica y pseudégama. Nuestras evidencias indicarian que en esta
especie las plantas sexuales son autoincompatibles ya que panojas ensobradas
individualmente no producen semilla. Los resultados presentados en esta tesis indican que
los cruzamientos de una madre tetraploide sexual (OTA-S) con un donante de polen
tetraploide apomictico (cv. Tanganyika), presentan (utilizando AFLPs) descendientes que
solo muestran marcadores maternos, indicando la existencia de autofecundacién. Para que
esto ocurra deberia haber ocurrido una disrupcion en el sistema de autoincompatibilidad en
el genotipo sexual, que podria deberse a la presencia del polen del donante apomictico.
Este fendmeno es conocido como efecto mentor y fue observado en especies apomicticas
(Meier et al., 2012; Horandl y Temsch, 2009). Los resultados demuestran que existe una
ruptura de la autoincompatibilidad en pasto llorén, ya que la mayor parte de la progenie de
los cruzamientos es producto de autofecundacion, lograndose unos pocos hibridos entre
OTA-S y Tanganyika. Actualmente se estan evaluando distintas técnicas de emasculacion
para superar la autoincompatibilidad generada y lograr un mayor numero de hibridos
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(Meier et al., 2012). En Elymus scabrifolius se realizaron cruzamientos interespecificos
mediante cruzamientos dirigidos y rescate de embriones y se obtuvieron solo siete
ejemplares de origen hibrido, eficiencia baja debido a la complejidad metodoldgica (Tomas;
2008).

Actualmente el grupo del CERZOS logré obtener hibridos de la misma planta madre, pero

con otro progenitor masculino apomictico tetraploide de tipo conferta, Don Walter INTA.

HIJOS
(46 BANDAS)

4

(20 BANDAS) (42 BANDAS)

Figura 11. Diagrama de Venn correspondiente al analisis de bandas de AFLPs de pasto
lloron (progenitores y progenie no hibrida) polimorficas obtenidas con cuatro
combinaciones de primers (P37-M43; P40-M38; P40-M43; P40-M45), haciendo uso del
programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse, 2006).

El andlisis fenotipico de caracteres cualitativos (pilosidad, coloracién de las hojas y porte
compacto o llorén), realizado en invernaculo, corroboré los resultados moleculares, dado
gue las plantas hijas presentaban un “porte de tipo conferta” y no de tipo curvula (porte

llorén).
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Similar porte materno fue observado en el campo.

En la Fig. 12 se muestra el andlisis de coordenadas principales, obtenido utilizando el
programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse, 2006), a partir de los datos de los
marcadores AFLPs. Este grafico muestra que el parental masculino (51) se encuentra a
una distancia considerable de las plantas hijas, que se encuentran agrupadas junto al
parental femenino en un sector del grafico, a excepcion de la planta hija 18 que se muestra
alejada con respecto a todos los materiales analizados.

Principal Coordinates
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Figura 12. Analisis de coordenadas principales a partir de datos moleculares obtenidos de
la lectura de productos de amplificacion AFLPs de pasto llor6n (progenitores y porgenie)
con algunas de las combinaciones de primers ensayadas (P37-M43; P40-M38; P40-M43;
P40-M45), haciendo uso del programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y Smouse, 2006).

Este analisis corrobora los resultados anteriores, dado que la planta madre y los
descendientes se parecen mas y difieren del progenitor masculino, y plantea el
interrogante acerca de las plantas 13 y 18. Dado que se trata de progenie materna la
variacion puede deberse a la recombinacion y tal vez a otros factores generados por
variables ambientales, tales como el movimiento de transposones y retrotransposones, que
también responden a variables endégenas, como se ha demostrado en Eragrostis curvula

(Rodrigo, 2014) y en otras especies de plantas (Dellaporta et al., 1984). En la primera
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mitad del siglo XX, Barbara McClintock predijo cambios gendmicos a gran escala como la
activacion de transposones y otras modificaciones estructurales en los cromosomas en
respuesta a situaciones que causan estrés gendmico. McClintock se refirid a distintos
estreses que podrian causar reestructuracion gendémica generalizada, facilitada por la
activacion de transposones, la transposicion de elementos moviles y la rotura de
cromosomas - fusion - puente (McClintock, 1984). Este tipo de alteraciones en el genoma
se suceden ante situaciones estresantes como el cultivo de tejidos, ataque de patdégenos,
cruzamientos interespecificos, frente a estreses abidticos y en la separacion de la linea
germinal de los tejidos somaticos durante el desarrollo temprano. Aunque aln se carece de
evidencia molecular directa y concreta, estamos empezando a comprender las respuestas

moleculares del genoma inducidas por el estrés.

Podemos plantear aqui que la situaciébn de estrés generada en la autofecundacionr
hibridacion podria haber causado algunas diferencias en el genoma de algunas de estas

plantas por restructuracion o transposicion.

Con los mismos datos de marcadores de AFLP polimérficos y utilizando el programa
estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013) se construyé un Dendrograma UPGMA. Este
analisis muestra la formacion de cinco grupos: grupo 1 constituido por la planta madre
(planta 52) y la mayoria de la plantas hijas; grupo 2 constituido por las plantas 13 y 38,
grupo 3 constituido por el progenitor masculino (planta 51), el cual se encuentra mas
alejado de todas la demas plantas; grupo 4, constituido por la planta 18 y el grupo 5,

constituido por la planta 21. El dendrograma se muestra en la Fig. 13.

Si bien, se trata de los mismos datos, los dos andlisis empleados muestran diferente
informacion. El primero nos muestra la dispersion de la variabilidad en funcion de dos
coordenadas principales, mientras que el segundo analisis agrupa a las plantas en funcién

de su distancia genética.

De cualquier manera ambos analisis corroboran el hecho de que las plantas obtenidas

tienen mayor similitud y parentesco con el progenitor femenino.

La distancia entre ambos parentales podria ser entonces la explicacion mas plausible a la

baja germinacién de semillas y elevada mortalidad de plantulas.
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Figura 13. Dendrograma UPGMA generado a partir de la matriz de distancia genética
binaria utilizando el programa estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013) con las plantas
progenitoras y la progenie de pato llorobn y utilizando los marcadores de AFLPs

polimorficos. Se observa la formaciéon de cinco grupos.
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El uso de marcadores moleculares para andlisis de paternidad, identificacién de hibridos y
busqueda de variablidad se ha informado en numerosas especies (Li et al., 2001; Lowe et
al., 2003; Jianli et al., 2006; Smith y Register, 1998; Antonova et al., 2006; Mingsheng et
al., 2006; Nandakumar et al., 2004, Yashitola et al., 2002; Sundaram et al., 2008; Liu et al.,
2007; llbi, 2003; Pendse et al., 2001; Beyene et al., 2005; Cavagnaro et al., 2006; Colomba
y Gregorini; 2011). Este estudio, a través del analisis utilizando seis combinaciones de
primers de AFLPs (P37-M39, P37-M43, P37-M45, P40-M38, P40-M43, P40-M45) se
detect6 la presencia de 376 marcadores en total, de los cuales 330 resultaron ser
monomorficos (87,76%) y 46 polimérficos (12,23%). Resultados similares, aunque con
distintos niveles de variacion fueron obtenidos en otras especies, donde se han observado
patrones de AFLPs variables, tales como en Lolium perenne L. “Perennial ryegrass”. En
esta especie, con cinco combinaciones de primers fue posible obtener 222 bandas en total,
de las cuales solo 56 resultaron ser monomorficas y 166 bandas polimérficas (Posset et al.
2006), mostrando mayor variabilidad que la observada en esta tesis con pasto llorén. En un
estudio realizado con razas de maiz provenientes de Etiopia donde se analizaron ocho
combinaciones de primers se obtuvo un total de 650 bandas, de las cuales solo 68
resultaron ser monomorficas y 582 polimorficas (Beyene et al., 2005). En Bromus tectorum
0 “cheatgrass” 13 combinaciones de primers dieron como resultado un total de 1200
bandas de las cuales 1169 resultaron ser monomorficas y solo 31 bandas fueron
polimorficas (Ramakrishnan et al., 2004); en la especie forrajera nativa Trichloris crinita se
utilizaron 24 combinaciones de primers de los cuales se obtuvieron un total de 1855
bandas y 925 bandas resultaron ser monomorficas y 930 bandas polimérficas (Cavagnaro
et al., 2006); en Poa arachnifera Torr. se utilizaron 54 combinaciones de primers se
obtuvieron 3756 bandas en total de las cuales 1215 bandas resultaron ser monomorficas y
2541 bandas polimérficas (Renganayaki et al., 2001); en Elymus scabrifolius se usaron 5
combinaciones de primers obteniendo 328 bandas en total de los cuales 278 bandas
resultaron ser monomorficas y solo 50 bandas polimérficas (Tomas, 2008); en Paspalum
notatum se usaron 5 combinaciones de primers y los patrones de bandas obtenidos fueron
uniformes y coincidentes con el patron materno en todos los individuos de la progenie de la
cruza Q4008 x Q4012. La falta de polimorfismos entre los individuos de la progenie y la
coincidencia de las bandas generadas con respecto al patrén de bandas de la madre indica
gue ambas poblaciones surgieron por partenogénesis en sacos embrionarios aposporicos
(Rebozzio, 2009). En 163 accesiones de Avena cinco combinaciones de primers

resultaron en 413 bandas polimérficas (Fu, 2008); en 60 accesiones de 10 especies del
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genero Hordeum siete combinaciones de primers generaron un total de 339 bandas
polimorficas (El Rabey, et al 2014); en 132 accesiones chinas del genero Cynodon se
utilizaron 13 combinaciones de primers con los cuales se obtuvo un total de 763 bandas de
las cuales 297 resultaron ser monomorficas y 466 bandas polimérficas (Wu, 2006). Esto
indica que estos marcadores son Utiles para estos fines, pero los niveles de variacion
obtenidos dependen de muchos factores, tales como la especie, el modo reproductivo de la

misma, de la cantidad de combinaciones de primers, del objetivo del trabajo, etc.

Actualmente, los métodos de genotificacion a gran escala permiten saturar completamente
el genoma. Sin embargo, son costosos y requieren de adquirir el servicio, generalmente en
el exterior. No obstante, para los objetivos de esta tesis, los analisis utilizando AFLPs
fueron informativos y de gran utilidad para identificar hibridos y analizar la variabilidad de la

progenie.

Tercera etapa. Evaluacion en Invernaculo.

En una tercera etapa se procedié al analisis fenotipico. El andlisis de correlacién lineal de
Pearson de los datos de cuatro variables morfolégicas (NMR= numero de macollos
reproductivos, NMV= numero de macollos vegetativos, NP= numero de panojas y DC=
diametro de corona) registradas en el campo vs las mismas registradas en el invernaculo
indico la ausencia de correlaciones significativas. Los valores de “r’ obtenidos en el analisis
se muestran en la Tabla 11. Los mismos son cercanos a cero, indicando la mencionada

falta de correlacion.
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Tabla 11. Coeficiente de correlacion de Pearson entre los datos tomados a campo y en
condiciones de invernaculo para cuatro variables morfolégicas (NMR= nimero de macollos
reproductivos, NMV= nimero de macollos vegetativos, NP= nimero de panojas y DC=
diametro de corona) (Infostat, Di Rienzo et al., 2013).

NMR (C) NMR(I) NMV (C) ?ll)MV NP (C) NP () DC(C) DC()
NMR (C) 1 054 740E-11 0,81 0 054  4,90E-07 0,84
NMR(I) 0,09 1 0,08 045 0,57 0 0,32 9,00E-06
NMV (C) 0,79 0,26 1 013 210E-11 008  2,00E-10 0,19
NMV (1) 0,04 011 0,23 1 0,85 0,45 0,45 0,11
NP (C) 1 0,09 0,81 -0,03 1 057  3,00E-07 0,84
NP (1) 0,09 1 026 0,11 0,09 1 0,32 9,00E-06
DC(C) 067 0,5 0,78 -0,12 0,68 0,15 1 0,22
DC(l) 003 061 02 024 0,03 0,61 0,19 1

Es comun observar diferencias entre las plantas creciendo en condiciones de invernaculo y
de campo. Si bien el invernaculo permite realizar primeras aproximaciones en diversos
estudios de comportamiento vegetal, estas condiciones no permiten expresar el pleno
potencial de las plantas. No existen condiciones de sequia, ni cambios de temperatura y si
limitaciones al desarrollo radical cuando las plantas crecen en condiciones controladas. Por
lo tanto, sobre todo si se trata de conocer el comportamiento de una planta que sera
introducida en un programa de mejoramiento, es menester realizar las determinaciones en
condiciones de campo. De esa manera, tendremos una idea de su capacidad de
crecimiento, su respuesta a los estreses ambientales, rendimiento y, en general, su

potencial productivo.

Cuarta etapa. Evaluacion a campo.

En la Tabla 12 se listan las variables morfolégicas registradas en las plantas creciendo en

condiciones de campo y los coeficientes de variacion para las mismas.
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Tabla 12. Coeficiente de variacion para 11 caracteres morfolégicos de pasto lloron
registrados en condiciones de campo. El nimero de individuos analizados fue de 95
(Infostat, Di Rienzo et al., 2013).

Variable Media D.E. CcVv Min Max

DC 22,97 9,36 40,76 45 44
C 30,78 12,25 39,79 3 60
AP 51,17 21,14 41,32 4 114
NMV 303,08 264,88 87,4 7 1344
NMR 64,94 137,54 211,8 0 1164
NP 76,83 193,76 252,18 0 1746
PSH 86,31 97,48 112,93 0,6 527,1
PST 40,29 157,08 389,89 0 1164,6
PMS 126,6 230,98 182,45 0,6 1691,7
LH 26,79 8,86 33,07 10 49,3
AH 0,36 0,1 27,01 0,2 0,6

Este analisis evidenci6 un alto grado de variabilidad para todas las caracteristicas
morfologicas consideradas. La caracteristica menos variable fue el ancho de hoja y la mas
variable el peso seco de tallo. También fueron altamente variables el nUmero de panojas,
el numero de macollos reproductivos, la produccién de materia seca y el peso seco de
hoja. Esto indicaria que las posibilidades de utilizar esta variacion para mejoramiento son
muy buenas. Hay que tener en cuenta, sin embargo, si en aquellas relacionadas con el
rendimiento algun genotipo supera los valores del progenitor apomictico. Generalmente las
plantas apomicticas muestran mayores rendimientos que las plantas sexuales de la misma
especie (Voigt, 1991). Sin embargo, identificar genotipos sexuales mas vigorosos y con
mejores caracteristicas es importante para utilizarlos como plantas femeninas en los

programas de mejora.

El andlisis de comparaciones de medias mediante el método de Minima Diferencia
Significativa (LSD) o Fisher al utilizar un o individual por cada par de comparaciones
permitié detectar mayor niumero de diferencias entre los valores medios de cada variable.
Utilizando el método indirecto de calcular la relacion H-T (Hoja-Tallo) en las plantas fue
posible detectar aquellas plantas de mejor calidad, siendo estas las que presentaron una
mayor proporcién de hoja en relacion a tallo. Estas fueron las plantas 28, 30, 15, 34, 18,

38, 45, en valores decrecientes de calidad, ya que presentaron los mayores valores de
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medias, con diferencias significativas (p >0,05) con respecto al resto de las plantas
analizadas. Las plantas de menor calidad, que fueron las que presentaron menores
valores de relacion Hoja-Tallo fueron las plantas 7 y 51. La ultima planta es el progenitor
masculino. Esto indicaria que si bien los materiales apomicticos son mas vigorosos, tienen
una mayor produccion de tallos, lo cual significaria que presentan mayor proporcion de
lignina, que es mas abundante en los tallos y, por lo tanto, tienen menor calidad de forraje.
Otros autores encuentran, proporciones elevadas de hojas en relacion a tallos en pasto
lloron (Leigh 1960; Shoop1977; Laborde 1991). Sin embargo, de acuerdo a Laborde (1991)
la incidencia de los tallos como depresores del consumo no resulta muy evidente en esta
especie. Debido a su morfologia, estos tallos no limitan en forma significativa el acceso a
las porciones mas foliosas de la planta, como ocurre en otras especies subtropicales. Sin
embargo, durante el periodo reproductivo estas hojas pierden significativamente su calidad
(Busso y Brevedan 1991).

En la variable peso seco de hojas, las plantas 38, 22, 51 (padre), 49, 18, 28, 8, 46
presentaron los mayores valores, con diferencias significativas (p >0,05) con respecto a las
otras plantas analizadas. Las plantas que presentaron menores valores de peso seco de

hojas fueron las 7, 1 y 26.

En cuanto a diametro de corona, las plantas 49, 38, 22, 20, 33, 18, 28, 51 (padre), 13, 8,
31, 29, 46 presentaron los mayores valores, siendo las diferencias significativas (p >0,05)
con respecto a las otras plantas analizadas. La planta 7 fue la de menor valor para esta

variable.

Hasta aqui las plantas 38, 28 y 18 se muestran como muy promisorias para incluir en
programas de mejora de la especie, presentando buena relacion hoja/tallo, buen contenido

de materia seca en las hojas y buen diametro de corona.

La planta 51, es decir el parental masculino, apomictico, fue la que presenté la mayor
altura, evidenciando diferencias significativas (p >0,05) con respecto a las demas plantas

analizadas. En el lado opuesto se encontro la planta 7.

La variable produccién de materia seca total indica que las plantas mas productivas fueron,
en orden decreciente la 22, 38, 51, 49, 18, 8, 28, 46, 33, 34, 20, 41, 29, 11, 13, 4, 15, 48
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siendo las diferencias significativas (p >0,05) con respecto a las otras plantas analizadas.

Nuevamente, entre las plantas menos productivas se encontré la planta 7, seguida de la 1.

Siguiendo con el razonamiento anterior, nuevamente vemos en muy buenos lugares a las
plantas 38, 28 y 18.

Para la variable largo de hojas las plantas 49, 38, 29, 28, 31, 22, 30, 4, 8, 15, 41, 34, 46,
11, 48, 18, 51, 45, 33, 20 presentaron los mayores valores, con diferencias significativas (p
>0,05) con respecto a las otras plantas analizadas. La que presentdé menor valor para esta

variable fue la planta 5.

En relacion al ancho de hojas las plantas 29, 28, 11, 45, 38, 33, 46, 18, 30, 4, 15, 20, 8, 49,
41, 42, 22, 13, 48, 50 presentaron los mayores valores mostrando diferencias significativas
(p >0,05) con respecto a las otras plantas analizadas. Los menores valores

correspondieron a las plantas 5, 7y 1.

La caracterizacion de la variacion genética es un paso previo a la aplicacién de cualquier
programa de conservacion o de mejoramiento genético (Negi et al., 2000), a fin de poder
realizar un mejor uso de los recursos disponibles y de planificar las estrategias de mejora
en pasto llorén. Identificar plantas con caracteres superiores en relacion a produccion y
calidad de forraje es de sumo valor. Algunas de las plantas analizadas en esta seccion
deberian ser tenidas en cuenta si se reactivaran los programas de mejoramiento del INTA

en Anguil o San Luis.
El analisis multivariado de componentes principales arroj6 los siguientes resultados, siendo

la componente 1 la que explica el mayor porcentaje de la variaciébn de las plantas

analizadas (58,7%) y la componente 2 el 20,7%, como se muestra en la Fig. 14.
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Figura 14. Analisis de componentes principales para los individuos parentales
(51=Tanganyika y 52=0TA-S) y su progenie utilizando 9 variables morfolégicas (Infostat, Di
Rienzo et al., 2013).

Los circulos en el diagrama corresponden a los cinco grupos principales observados en el
cluster. Las componentes 1 y 2 explican el 79,4% de la variabilidad total de los datos,
mostrando una correlacion cofenética de 0,978. Todas las variables, a excepcion del ancho
de hoja (62,7%), presentaron un porcentaje de reconstruccion superior al 70% (Anexo).
Las plantas 51 (padre), 22 y 24 presentaron los mayores valores asociados a variables

productivas mientras que las 10, 5, 11 y 44 presentaron los menores valores.
La Tabla 13 muestra el analisis de correlacion entre variables morfolégicas en las plantas
evaluadas para las dos primeras componentes principales (coeficiente de correlacion

cofenética= 0,978).
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Tabla 13. Analisis de correlacion entre variables morfolégicas en las plantas evaluadas
para las dos primeras componentes principales (coeficiente de correlacion cofenética=
0,978).

Variables CpP1 CP2
DC 0,89 -0,18
C 0,85 -0,36
AP 0,84 -0,01
NMV 0,83 0,22
NP 0,71 0,67
PSH 0,90 0,09
PST 0,54 0,74
LH 0,72 -0,51
AH 0,48 -0,63

Coeficiente de correlacion cofenética= 0,978

Esto indica la importancia del andlisis considerando todas las variables en el andlisis del
potencial productivo de un genotipo. Si bien en el mismo las plantas 38, 28, 18, que se
habian mostrado muy promisorias en el analisis individual, no estan tan destacadas en
este analisis, las mismas se muestran en la zona de los mayores valores en caracteristicas

relacionadas con su potencial productivo.

El dendrograma obtenido a partir de los datos morfolégicos medidos a campo muestra el
agrupamiento basado en UPGMA (encadenamiento promedio; unweighted pair-group
method using an arithmetic average) a partir de la distancia euclidea (correlaciéon
cofenética 0,891). Asi como se observé en el analisis de componentes principales, el padre
se encuentra alejado de la progenie (Genotipo N°51). Las plantas hijas se encuentran
subdivididas en cinco grupos principales, presentando los mayores valores de produccion
de materia seca las plantas 51, 24, 38, 22, 27,37, 49, 35 correspondientes al conglomerado
5, 2 y 3. Las plantas de mediana produccién de materia seca se encuentran en el
conglomerado 4 y las de baja produccion las del conglomerado 1, se muestra en la Figura
15.

Si bien el primer analisis nos indicé que podiamos seleccionar tres plantas en funcion de

sus indicadores indirectos de calidad y rendimiento, este analisis, donde se consideran
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simultaneamente todas las variables, da resultados diferentes. Si desmenuzamos el
analisis, podriamos pensar que si bien es cierto que el progenitor apomictico es mas
vigoroso que los materiales sexuales, la diferencia en le proporcién hojas/tallos podria ir
detrimento de la calidad, pasando a cobrar importancia aquellos materiales mejores en
este aspecto. Otro tema a tener en cuenta es que hay que realizar varios analisis, con
muchas repeticiones y trabajar en condiciones de campo, preferentemente en distintos
ambientes, para llegar a conocer el verdadero potencial de las plantas a utilizar en

programas de mejoramiento.

El disponer de gran cantidad de materiales de reproduccion sexual es clave en este

aspecto.
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Figura 15. Dendrograma que muestra el analisis de agrupamiento basado en UPGMA a
partir de la distancia euclidea (correlacidon cofenética 0,891) basado en datos morfoldgicos.

Se utiliz6 el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2013).
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La significancia de la correlacion entre matrices de distancia morfolégica y molecular se
evaluo utilizando el Test de Mantel, haciendo uso del programa estadistico GenAlEx 6.4
(Peakall y Smouse, 2006). El andlisis de correlacion entre la matriz de distancia genética
de datos moleculares obtenidos a partir de la lectura de marcadores AFLPs en geles de
poliacrilamida y la matriz de distancia de datos morfologicos de variables tomadas a
campo, dio un valor de r=0,017 y un p=0,338, mostrando ausencia de correlacion entre las

mismas, pero esto no es estadisticamente significativo, como se ilustra en las Fig. 16 y 17.

Morfologia vs GD

® Y
—— Lineal (Y)

0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000120,000140,000
Morfologia

Figura 16. Correlacién entre matrices de distancia genética y morfolégica (Test de Mantel,
r=0,017 y P=0,338, programa estadistico GenAlEx 6.4, Peakall y Smouse, 2006).
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Frequency Distribution of Random Rxy vs Observed Rxy
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Figura 17. Distribucion de la frecuencia del coeficiente de correlacién “r’ obtenidas por
permutaciones aleatorias (999), se marca en rojo el valor de correlacién observado a partir
de las matrices originales. Usando del programa estadistico GenAlEx 6.4 (Peakall y
Smouse, 2006).

Esta ausencia de correlacién entre datos morfolégicos y moleculares no significa que no la
haya sino que el nivel de andlisis es limitado por el bajo niumero de polimorfismos
analizados. Por otro lado, en general, los polimorfismos se encuentran en regiones no
codificantes del genoma, lo cual también podria explicar la ausencia de correlacion. Esto
podria solucionarse, en un analisis futuro corriendo mas combinaciones de primers de
AFLPs, de manera de encontrar bandas asociadas a los caracteres morfolégicos
investigados en esta tesis. Este es un estudio preliminar que deberia profundizarse.

También podrian utilizarse SNPs, pero esto implica otro nivel de desarrollo.

Otros autores han calculado, en diversas especies, la correlacién entre matrices de
distancia genética y morfoldgica, tales como el estudio llevado a cabo en maices de Etiopia
donde se evaluaron 62 accesiones, 15 variables agromorfologicas (peso de 1000 semillas,

rendimiento (Kg/Ha),dias de floracion, dias de floracién femenina, altura de la planta, altura
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de espiga, longitud de hoja, ancho de hoja, nimero de hojas, follaje, didmetro de espiga,
dias de maduracion, hileras por espiga, granos por hilera, largo espiga) y 8 combinaciones
de primers de AFLPs, obteniendo 582 (89,5%) bandas polimdrficas. En este caso el test de
Mantel arrojo valores de correlacién de r= 0,39 con un p=0.001, siendo significativa. Es
decir que aun con mayor numero de datos, la correlacién fue media. Cuando se agregaron
20 loci SSR se obtuvieron mejores valores, con un r= 0,43 y un p=0.001 (significativa)
(Beyene et al., 2005). Toméas (2008), en Elymus scabrifolius evalué 39 ejemplares y se
utilizaron 8 combinaciones de cebadores AFLPs, que resultaron en 328 marcadores de los
cuales solo 50 (15,2%) fueron polimérficos. Este autor tom6 ademas 12 variables (Color de
espigas, habito de crecimiento, pilosidad de lamina, color de cariopsis, longitud de macollo,
nudos por macollo, longitud del ultimo entrenudo, dias de espigazon, densidad de
espiguillas, densidad de antecios, relacion lemma.gluma, relacion cariopsis-lemma).
Encontrd, que la correlacién entre matrices con datos morfolégicos y moleculares era baja
y no significativa. Esta correlacion se establecié utilizando el test de Mantel (r=-0,17;
p=0,7810). En Trichloris crinita Cavagnaro et al., (2006) evaluaron 20 morfotipos, con 24
combinaciones de primers AFLPs y obtuvieron 930 bandas polimorficas (50,13%) de un
total de 1855 bandas, se midieron 7 variables en plantas individuales (produccion de
biomasa, longitud de hoja, ancho de hoja, didmetro basal, nimero de cafias, altura de hoja,
altura de tallo) y, utilizando el mismo test, obtuvieron correlaciones significativas (p=0.002)
pero de signo negativo (r=-0,43), ya que surge de la comparacion de la distancia Euclidea y
los valores de similaridad de Jacard. Ayele et al., (1999) utilizando 4 cultivares de E. tef y
14 accesiones de E. pilosa y marcadores AFLPs, con 11 combinaciones de primers,
obtuvieron 858 marcadores de los cuales 397 (43,5%) resultaron polimoérficos y se midieron
13 variables (forma y estructura de la panoja, color lemma, color tallo, color de antera, color

de semilla, dias de emergencia, dias del ciclo, nimero de cafas, longitud de panoja, altura
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de la planta, nimero de entrenudos, peso de cafias, peso fresco y seco de forraje). Estos
autores hallaron baja correlacion entre variables morfoldgicas y moleculares, con valores

de r=0,22 y p<0.01).

Otros autores en varias especies, trataron de correlacionar los datos de marcadores AFLP
y microsatelites (SSR) utilizando el Test de Mantel y arrojaron los siguientes resultados en
20 genotipos de Lolium perenne L. “Perennial ryegrass” y cinco combinaciones de primers
ALFPs y 23 primers SSRs obtuvieron una moderada correspondencia entre los
marcadores AFLPs y SSRs con r= 0,57 y 0,32 p=0.001 (significativo) (Posset et al., 2006);
en cinco variedades de Triticum turgidum L. subsp. Durum (Desf.) utlizando 8
combinaciones de primers de AFLPs (12,77% de polimorfismo) y 9 de SSRs (28,57% de
polimorfismo), el test de Mantel detecto una correlacion elevada de (r=0,92) entre ambos
tipos de marcadores moleculares (Colomba vy Gregorini, 2011); en Bromus
tectorum,”Cheatgrass” se utilizaron 13 combinaciones de primers de AFLPs y siete
cebadores de SSRs y se obtuvo un total de 1200 marcadores AFLPs de los cuales 31
(2,3%) fueron polimorficos; la correlacion AFLP y SSR dio significativa (r=0,4636 p=0.0001)

(Ramakrishnan et al., 2004).

Como indicamos mas arriba, dependiendo de la zona en que caigan los marcadores en el

genoma existira o no correlacién entre los mismos.

En nuestro caso, los EST-SSR solo se utilizaron para confirmar la presencia de bandas

paternas en la progenie. Es posible que no hubieran dado buenas correlaciones dado que

los EST-SSR, como su nombre lo indica, fueron disefiados a partir de un transcriptoma,
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gue representa la region codificante del genoma. Los AFLPs, sobre todo los mas

polimdrficos generalmente derivan de regiones no codificantes, de alli su mayor variacion.
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CONCLUSIONES

Como corolario podemos decir que este trabajo no permitié la obtencion de plantas

hibridas de pasto llorén, por lo tanto, no se cumplié la primera hipotesis, pero se obtuvieron

resultados interesantes que se pueden resumir de la siguiente manera:

1) Se determind que los parentales, si bien poseen el mismo nivel de ploidia, son

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

incompatibles. El bajo nivel de germinacién observado (39%), las plantas anormales
obtenidas, la mortalidad y escases de hibridos (solo seis) serian una prueba de ello,
corroborado por la distancia genética entre ambas plantas obtenida por marcadores

moleculares y caracteristicas morfoldgicas.

Se establecié que, para obtener una poblaciéon de mapeo por modo reproductivo es

menester utilizar parentales genéticamente mas cercanos.

Se demostré6 entonces que los tipos curvula y conferta no son compatibles.

Resultados similares fueron informados por Voigt (1991).

Se demostr6 en pasto lloron el efecto de polen mentor para romper la

autoincompatibilidad en materiales sexuales.

Se obtuvo una poblacion de plantas caracterizadas por marcadores moleculares y

caracteres morfologicos.

Se observé que, con la profundidad de este analisis, que no fue muy elevada, no
hubo correlacion ya entre datos morfolégicos y moleculares, determinada por el test
de Mantel, con un r=0,017 (P=0,338),

Las plantas hijas fueron parecidas a la madre aunque algunas la superaron en

caracteres de interés.

se observo variabilidad a nivel molecular, en caracteres morfolégicos vy

agronomicos.
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9) Se identificaron algunas plantas con caracteristicas promisorias para utilizarlas en

programas de mejoramiento de la especie.
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CAPITULO 2:

Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens en

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees “pasto lloron”.
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INTRODUCCION

Por medio del mejoramiento clasico las plantas cultivadas han sido manipuladas
genéticamente por el hombre en cuanto a sus caracteristicas fenotipicas de interés. Estas
estan determinadas por genes y son transferidas a la progenie a través de cruzamientos.
Sin embargo, estos métodos convencionales de mejoramiento se enfrentan a una serie de
problemas, como una reduccién del pool génico, incompatibilidad sexual y un determinado
tiempo requerido para que se transfieran los caracteres deseables a los cultivares de
interés, pudiendo durar décadas en especies bianuales, perennes y en especies altamente

heterocigéticas (Brasileiro y Carneiro, 1998).

La aplicacién de herramientas de biologia molecular permitié la produccion de plantas con
nuevas caracteristicas, las que no podrian haber sido introducidas por las técnicas de
mejoramiento tradicional, debido en muchos casos, a incompatibilidades entre las especies
a ser cruzadas. Las plantas transgénicas o cultivos genéticamente modificados (GM) se
sembraron comercialmente en 1996 y desde ese entonces su adopcion global ha
aumentado en forma consistente y con tasas sin precedentes en la historia de la
agricultura. Esta rapida adopcion, que crecio de 1,7 a 125 millones de hectareas en trece
afos, refleja la satisfaccion del agricultor con los productos de la tecnologia, que ofrecen
varios beneficios, como la reduccion de los costos de produccion, mayor flexibilidad en el
manejo de los cultivos, disminucién en el empleo de insecticidas, mayor rendimiento y
mejor calidad (Levitus, 2010); incremento de celulosa y/o biomasa total, una reduccion en
los niveles de lignina y/o un cambio en la composicién de la misma, y la expresion de
celulasas o ligninasas microbianas (Sticklen, 2006). De esta forma, los -cultivos
transgénicos pueden ser diseflados tomando en cuenta Su usO posterior en procesos
agricolas e industriales (Boudet et al., 2003). En el 2013 la distribucion por pais, segun el
Servicio para la Adquisicibn de Aplicaciones Agrobiotecnolégicas (ISAAA), 28 paises
sembraron 175,2 millones de hectareas con cultivos transgénicos, ocupando Estados
Unidos con 70,1 millones de hectéreas, Brazil 40,3 millones de hectéreas y Argentina 24,4
millones de hectareas el resto por los demas paises (Figura. 1).
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Resefa histérica

Desde 1981 a la actualidad, en solo 34 afios se han logrado muchos éxitos en el campo de

la transgénesis vegetal, que se resumen a continuacion:

1981. Se obtienen los primeros callos vegetales transformados genéticamente.

1983. Se obtienen plantas de tabaco transformadas genéticamente.

1986. Se realizan ensayos de campo por primera vez, de plantas transgénicas resistentes
a insectos, virus y bacterias, en EE.UU. y Europa. En EE.UU. la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) aprueba la liberacion del primer cultivo modificado por ingenieria

genética: tabaco.

1987. Se generan plantas transgénicas para resistencia a insectos (mediante proteina de
Bacillus thuringiensis) y resistencia a herbicidas. También se obtienen plantas de algodon

transgénicas, y se desarrolla la técnica de bombardeo génico.

1988. Se transforman genéticamente plantas de soja y arroz, y comienzan los ensayos a
campo con las plantas de tomate transgénicas de maduracion retardada desarrolladas por

Calgene.

1990. Calgene conduce el primer ensayo de campo exitoso con plantas de algoddn
transgénicas (tolerantes al herbicida Bromoxynil), y Michael Fromm, reporta la

transformacion estable del maiz usando una pistola génica de alta velocidad.

1992. Se reporta la transformacién estable de trigo. Alrededor de 400 ensayos de campo
con cultivos transgénicos se realizan en todo el mundo. Ya se obtienen plantas

transgénicas con composicién modificada de hidratos de carbono, y de &cidos grasos.

1994. La FDA aprueba el primer cultivo genéticamente modificado utilizado como alimento:
el tomate Flavr Savr. Para obtenerlo, se introduce el gen que codifica para la enzima
poligalacturonasa en una disposicion particular para que, al transcribirse, genere moléculas

de ARN complementarias al ARNm de poligalacturonasa propio de la planta, impidiendo
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asi su traduccion. Dado que dicha enzima es la responsable de degradar la pectina
(componente de la pared celular vegetal que le da firmeza a la misma), los frutos de la
planta de tomate transgénico Flavr Savr permanecen firmes por mas tiempo, mejorando su
uso en la industria alimenticia y su comercializacion. Por otro lado, el USDA (Departamento

de Agricultura de EE.UU.) y la FDA aprueban la soja tolerante a herbicida.

1995. La EPA (Agencia de Proteccion medioambiental de Estados Unidos) aprueba la soja

tolerante a herbicida.

1996. Se aprueba la comercializacion de los primeros cultivos transgénicos (soja, algodon
y maiz) a nivel mundial. Particularmente en Argentina, se aprueba la comercializacion de la

soja tolerante a glifosato.

1998. En Argentina, se aprueba la comercializacion de cultivos de maiz transgénico
tolerante al herbicida glufosinato de amonio, y cultivos de maiz y algodon transgénicos

resistentes a insectos lepidopteros.

2001. En Argentina, se aprueban para su comercializacion cultivos de algodon transgénico

tolerante al herbicida glifosato y otro maiz resistente a insectos lepidépteros.

2003. 7 millones de agricultores siembran 67,7 millones de hectareas de cultivos GM en 18
paises. Argentina ocupa el segundo lugar, con 14 millones de hectareas de soja, maiz y
algoddn. La adopcion asciende al 98%, 50% y 20% de las superficies totales para estos

cultivos, respectivamente.

2004. Argentina autoriza el primer maiz tolerante a herbicida, anticipandose por primera

vez en una aprobacion regulatoria a la UE.

2005. En Argentina se aprueban, para su comercializacion, un maiz transgénico con
tolerancia a glufosinato de amonio y resistencia a lepidépteros, y otro tolerante a glifosato.
Se cumplen 10 afios de cultivos GM en Argentina. Los beneficios econémicos a nivel
nacional acumulados desde el comienzo de su adopcion, en 1996; ascienden a 20 mil

millones de doélares.
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2006. Los cultivos GM alcanzan las 100 millones de hectareas en todo el mundo.

2007. Argentina siembra maiz con caracteristicas acumuladas (resistencia a insectos y
tolerancia a herbicida) y Brasil autoriza un maiz GM por primera vez, iniciando una etapa

de aceleracion en las aprobaciones y en la adopcién de transgénicos.

2009. Argentina siembra algodén con caracteristicas acumuladas (resistencia a insectos y
tolerancia a herbicida) y supera las 20 millones de hectareas de cultivos GM. La adopcion

representa el 100% de la soja, el 98% del algodén y el 82% del maiz.

2010. Se cumplen 15 afios de cultivos GM en la agricultura argentina. Los beneficios

acumulados a nivel nacional alcanzan los 72 mil millones de délares.

2012. Unos 17 millones de agricultores siembran 170 millones de hectareas de cultivos GM
en 28 paises. Argentina ocupa el tercer lugar, con casi 24 millones de hectareas de soja,
maiz y algodon. Argentina autoriza la siembra comercial de maices con cuatro y cinco

genes acumulados para el control de malezas e insectos.

2013. El Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca anuncia la renovacion y
modernizacion del marco regulatorio argentino para OGM, que acumula 5 aprobaciones
comerciales en soja, 20 en maiz y 3 en algodén, ademas de mas de 1.000 autorizaciones

para ensayos a campo.

Actualmente el mejoramiento de plantas puede recurrir a las técnicas de Ingenieria
genética. La combinacion de técnicas de biologia molecular, cultivo de tejidos y
transferencia de genes representa una herramienta poderosa para introducir nuevas
caracteristicas (Fig. 2). Genes de diferentes especies vegetales, animales o
microorganismos pueden ser introducidos de forma controlada en un genoma vegetal
receptor, de fecundacién independiente. La fuente de estos genes es la variabilidad
genética existente en la naturaleza. Por lo tanto, su utilizacion en el proceso de
transformacion de plantas exige un desarrollo de la investigaciéon basica en biologia
molecular y celular. Un determinado gen responsable del caracter de interés debe ser
localizado y aislado de los demas genes. Luego este gen sera caracterizado e introducido
en vectores para la transformacion de plantas (Brasileiro y Carneiro, 1998).
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Para la obtencion de una planta transgénica es necesario disponer de:

1. Un sistema eficiente de cultivo de tejidos que permita regenerar plantas completas y
fértiles.

2. Vectores apropiados, que permitan el clonado del gen de interés y su transferencia al
tejido blanco de transformacion.

3. Un protocolo de transformacién, es decir, un sistema de transferencia de genes y de
seleccion del material transformado.

4. Herramientas de analisis molecular para detectar la presencia del transgen y los

productos del mismo en la planta.

Resulta importante destacar que para lograr una planta transgénica deben ocurrir

tres procesos en una misma célula:

a) El transgen debe ser transferido al interior de la célula,
b) El transgen debe integrarse al ADN celular y
c) Se debe regenerar una planta completa a partir de la célula transgénica en la que se

verificaron los procesos a 'y b.

Dado que las células tienen diferente competencia o capacidad de respuesta para cada
uno de estos procesos, la puesta a punto de un protocolo eficiente de transformacion
genética requiere maximizar la cantidad de células competentes para todos ellos de

manera simultanea. (Diaz. et al., 2010).
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Figura 2. Esquema de las diferentes etapas necesarias para la obtencion de una plantas

transgénicas (Modificado Brasileiro y Carneiro, 1998).

La totipotencialidad celular fue enunciada por Haberlandt en 1902, quien propuso la teoria
de que todas las células vegetales tienen la capacidad de regenerar plantas completas,
este fendmeno permite que las plantas transgénicas sean obtenidas de células
originalmente transformadas con un ADN exdgeno. La totipotencia es la potencialidad que
presentan las células vegetales de originar nuevas plantas. Los avances en la
investigacion sobre los reguladores de crecimiento vegetal y el cultivo de tejidos en
muchas especies de interés agrondmico han permitido la obtencion de plantas
regenerantes a partir de una unica célula vegetal. La pared celular constituye un obstaculo
para la entrada del ADN a la célula que todos los métodos de transformacion genética

tienen que superar de algin modo.

122



Existen distintos métodos de obtencidn de plantas transgénicas, estos han sido
desarrollados para poder transferir y expresar genes de interés en plantas. La transferencia
de los mismos se realiza principalmente por medio de métodos biolégicos (vectores
bacterianos ejemplo: Agrobacterium tumefaciens o virales) o por transferencia directa
(métodos fisicos como bombardeo con microproyectiles (Tabla 1), electroporacién de

protoplastos, etc.

Tabla 1. Comparaciéon de técnicas de transformacion mas utilizadas en plantas (Diaz. et
al., 2010).

Agrobacterium Método biolistico
Especies a transformar dicotiledoneas y algunas sin limitaciones
monocotiledoneas
Eficiencia de transformacion Alta Baja
Tipo de integracion en el genoma vegetal aleatoria en regiones con transcripcion  Aleatoria

bajo nimero de copias independientes

precisa multicopia en tAndem
imprecisa
Construccion de vectores Compleja Simple
Dependencia del genotipo Mayor Menor
Construccion de vectores compleja Simple
Dependencia del genotipo Mayor Menor

1) Métodos directos de transferencia de genes

a) Transformacidn de protoplastos

La introduccién y expresion de ADN foraneo en protoplastos fue el primer método de
transferencia directa claramente demostrado en plantas. Se disponia, para algunas
especies, de procedimientos eficientes para la regeneracion a partir de protoplastos,
células que carecen temporariamente de pared celular que es la principal barrera
para la introduccion de ADN en las células vegetales. Los protoplastos pueden ser
aislados en forma mecéanica o por un proceso enzimatico que digiere la pared. Asi
se obtiene una suspension que contiene millones de células individuales lo que

favorece la transformacion de células aisladas. Los protoplastos pueden ser
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transformados utilizando polietilenglicol (PEG), electroporacion, microinyeccion o
liposomas. La transformacion de protoplastos mediada por PEG es el método mas
comunmente usado. Tanto el PEG como la electroporacion producen poros en la
membrana plasméatica por alteracion de la polaridad de la misma y por ellos penetra
el ADN fordneo. En el Ultimo caso se somete a los protoplastos a un campo
eléctrico. Ambas técnicas permiten el tratamiento simultdneo de un gran nimero de
protoplastos. La microinyeccion es un método dificil y laborioso que consiste en la
introduccién de ADN dentro de protoplastos individuales mediante el uso de
capilares de inyeccion y micromanipulador y con esta metodologia es posible lograr
un alto grado de integracion del ADN foraneo. Cabe notar que el cultivo de
protoplastos es la metodologia mas sofisticada de cultivo in vitro de plantas por lo
cual representa gran complejidad experimental y no esta disponible mas que para
algunas especies y dentro de ellas particularmente en genotipos modelo. Por ello se
desarrollaron metodologias alternativas de transformacion directa como la
electroporacion de tejidos, el uso de fibras de carburo de silicio para facilitar la
entrada del ADN a las células en cultivo y el bombardeo con microproyectiles o
microparticulas siendo este ultimo el mas utilizado actualmente dentro de los
métodos fisicos. Se han logrado transformar diversas pasturas y forrajes con esta
metodologia, tales como, Agrostis alba (Asano y Ugaki, 1994); Agrostis stolonifera
(Lee et al., 1996; Asano et al., 1998); Dactylis glomerata (Horn et al., 1988); Festuca
arundinacea (Wang et al., 1992; Ha et al., 1992; Dalton et al., 1995; Kuai y Morris,
1996; Kuai et al., 1999); Festuca pratensis (Spangenberg et al., 1995); Festuca
rubra (Spangenberg et al., 1994); Lolium multiflorum (Potrykus et al., 1997; Wang et
al., 1997); Lolium perenne (Wang et al., 1997); Panicum maximun (Hauptmann et

al., 1987); Zoysia japonica (Inokuma et al., 1998).

b) Bombardeo de microparticulas

Es un proceso por el cual microparticulas cubiertas con ADN son aceleradas por un
gas comprimido e introducidas en células vegetales. Inicialmente la fuerza impulsora
de las particulas estaba dada por pdlvora, pero luego fue reemplazada por el
sistema de helio comprimido que brinda una mejor regulacion de la fuerza,

distribucion de microproyectiles y mayor reproducibilidad entre bombardeos. Se
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utilizan microproyectiles de oro o tungsteno (quimicamente inertes) cuyos tamafios
van desde 0,5 a 3 um, que al ser disparados a grandes velocidades pueden
atravesar pared y membranas de la célula vegetal bombardeada sin causarle dafios
significativos (Klein et al., 1987). Como blanco de bombardeo se pueden emplear
diversos tipos de explante vegetal, desde células o protoplastos hasta plantulas
completas, pasando por tejidos organizados en embriones y meristemas. El
explante es generalmente sometido a un tratamiento osmoético pre y post
bombardeo que produce plasmdlisis celular, evitando que el impacto y la
penetracién de las particulas dafien las células. Los vectores plasmidicos que se
usan en este tipo de procedimiento solo requieren un origen de replicacion que
permita un alto nimero de copias de los mismos en E. coli, aspecto que facilita en la
practica la preparacion del ADN necesario en grandes cantidades para la
transformacion genética por este método. Esta técnica, sin embargo, tiene
limitaciones. Algunas especies oponen una resistencia natural a la penetracion de
las particulas, dada por cuticulas endurecidas, paredes celulares lignificadas o
superficies vellosas. Sin embargo, la principal limitacion del método continta siendo
la baja relacion entre el total de células sometidas al bombardeo y el nimero de
células que logran incorporar de manera permanente el transgen. A pesar de esta
limitacion, la versatilidad de la aceleracion de particulas para introducir transgenes
ha superado muchas de las barreras asociadas a otros métodos de transformacion,
como son el rango de huéspedes de Agrobacterium y las dificultades inherentes al
cultivo y regeneracién de protoplastos. Este método, conocido también como
biolistica o biobalistica, se han logrado transformar diversas pasturas y forrajes,
tales como, Agrostis stolonifera (Zhong et al., 1994; Hartman et al., 1994; Xiao y Ha,
1997; Chai et al., 2002; Dai et al., 2003; Guo et al.,, 2003; Wang et al., 2003);
Bouteoua gracilis (Aguado-Santacruz et al., 2004); Cynodon sp. ( Zhang et al., 2003;
Liy Qu, 2004 Goldman et al., 2004); Dactylis glomerata (Denchev et al., 1997; Chao
et al.,, 2001); Dichanthium annulatum (Dalton et al., 2003); Eragrostis curvula
(Ncanana et al., 2005); Festuca arundinacea (Spangenberg et al., 1995; Chao et al.,
2000; Wang et al., 2001; Wang et al., 2003; Chen et al., 2003; Chen et al., 2004; Hu
et al.,, 2005); Festuca rubra (Spangenberg et al.,1995; Spangenberg et al., 1998;
Chao et al., 2000; Altpeter y Xu, 2000); Lolium multiflorum (Ye et al., 1997; Dalton et
al.,, 1999; Ye et al., 2001Petrovska et al., 2004; Li et al., 2004; Takahashi et al.,
2005); Lolium perenne (Hensgens et al.,, 1993; van der Maas et al., 1994;
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Spangenberg et al.,1995; Dalton et al., 1999; Alpeter et al., 2000; Xu et al., 2001;
Petrovska et al., 2004; Hisano et al., 2004; Chen et al., 2005); Lolium rigidum (Bhalla
et al., 1999); Panicum virgatum (Richards et al., 2001); Paspalum notatum (Smith et
al., 2002; Gondo et al., 2005); Poa pratensis (Ha et al., 2001); Psathyrostachys
juncea (Wang et al., 2004).

1) Métodos bioldgicos o indirectos

En este trabajo se utiliz6 el método biolégico de transformacion mediado por A.
tumefaciens, que es un eficiente vector en la Ingenieria genética de plantas,
principalmente en dicotiledoneas. Estas bacterias transfieren naturalmente parte de su

genoma a las células vegetales, en el momento de infeccion.

El DNA de Agrobacterium puede ser manipulado por Ingenieria genética, de manera de
portar genes de interés. Una vez obtenido el vector que contiene los genes de interés este
debe ser transferido a Agrobacterium. Existen tres metodologias de transformacion de
Agrobacterium mas utilizadas. Estas son conjugacion triparental, electroporacion y choque
térmico. Todos estos métodos presentan buena eficiencia de transformacion. El método
debe ser seleccionado dependiendo basicamente en los recursos disponibles de cada
laboratorio. En este trabajo se utilizé el método directo de transformacién por choque
térmico (freeze-thaw), siendo el principio de esta metodologia la permeabilizacion de la
membrana de Agrobacterium en condiciones extremas de temperatura (de -186 a 37°C),
permitiendo el pasaje del vector directamente a la célula receptora (Holsters et al., 1978).
En el proceso de infeccion de células vegetales, una agrobacteria se encargara de
integrarlos al genoma vegetal. Son llamados Ingenieros genéticos naturales. La
regeneracion de esas células que contienen ese DNA exdgeno dara origen a plantas
transgénicas, transmitiendo un gen integrado a su progenie de forma mendeliana (Miranda
Brasileiro A. C., 1998).

La clasificacion de esta bacteria segun Morrillo (2011) es la siguiente:
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Proteobacterias alfa

Orden: Rhizobiales
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Familia: Rhizobiaceae
Género: Agrobacterium

Especie: tumefaciens (Fig. 3)

Figura 3. Micrografia electronica de barrido de células de A. tumefaciens dispuestas sobre

una superficie vegetal con diferentes amplificaciones (A y B).

A. tumefaciens es una bacteria Gram negativa, encapsulada con forma de bastén (bacilo)
gue no forma esporas pero posee de uno a cuatro flagelos laterales utilizados para su
movilidad. Ademas, sus colonias en medio sélido (LB Agar) se presentan pequefias, de
color blanco, circulares y lisas; mientras que en suspension presentan ligera turbidez con
pelicula fina. Su temperatura Optima de crecimiento se encuentra en un rango entre 25-
28°C (Morillo, 2011).

El tamafio es de aproximadamente 0.6-1 um de ancho y 1.6-3 um de largo. Son bacterias
aerébicas y la mayoria de las cepas son capaces de crecer en bajas concentraciones de
oxigeno en el interior de los tejidos de la planta. Estos organismos pueden utilizar y
metabolizar un amplio espectro de carbohidratos, sales de &cidos organicos vy
aminoéacidos. Mientras que algunas cepas usan fuentes de nitrdgeno como las sales y
nitratos de amonio, otras necesitan el aporte de aminoacidos y otros factores de
crecimiento adicionales (Llop, 2003).
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Las cepas de Agrobacterium patégenas contienen un plasmido que induce tumores, el cual
se conoce como plasmido Ti. La enfermedad causada por esta bacteria se desencadena
cuando genes especificos de este plasmido se transfieren al genoma del huésped y
comienzan a codificar enzimas requeridas para la sintesis de fitohormonas que son
sobreexpresadas en la célula vegetal, lo que provoca un aumento en la division celular
(hiperplasia) y en el tamafio de las células (hipertrofia) que se traduce en la formacién de
un tumor, se muestra en Figura 4 (Llop, 2003). Esta enfermedad se llama agalla de

corona.

Figura 4. Tumores de Agrobacterium en los tallos.
Para entender como este organismo puede ser utilizado como un sistema biol6gico de
entrega de ADN, se debe conocer su modo de accion in vivo. En los casos de
transformacion mediada por Agrobacterium, los genes de interés deben insertarse dentro
del plasmido Ti, el cual posee un tamafio de 200-250 KB. Dentro del plasmido se
encuentra el ADN-T flanqueado por dos repeticiones directas imperfectas de 25pb de
longitud, esenciales para que ocurra la transferencia. Estos extremos no son
funcionalmente similares, ya que, mientras una deleccién en el borde derecho anula la
integracion del ADN-T en el genoma vegetal, una deleccion similar en el borde izquierdo
apenas afecta la integracion. La razon de esto es el sentido de la transferencia de la region
T, la cual comienza siempre por el borde derecho. Entre las secuencias bordes se
encuentran los genes involucrados en la sintesis de opinas (amino azucares que utilizan

las bacterias como fuente de carbono y nitrdgeno) y los genes que codifican para
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fitohormonas, las que a través de cambios en la regulacion metabdlica provocan una

proliferacion celular desmedida en el tejido vegetal afectado.

En conjunto, los productos de estos genes producen tumores en la planta invadida y
favorecen la multiplicaciébn bacteriana. La remocion de estos oncogenes permite la
morfogénesis normal de las células transformadas y al ser prescindibles para la
transferencia del ADN-T pueden ser reemplazados por un sitio de clonado mdltiple y un
gen marcador seleccionable, lo cual permite disponer de vectores para transferir genes

clonados de interés.

Por fuera de la region T, los genes estan organizados en operones inducibles. Entre estos
se encuentran: los genes de virulencia (vir A, B, C, D, E, F y G) encargados de la
transferencia del ADN-T a la planta, los genes responsables del catabolismo de las opinas,
los genes encargados de la interaccion de la bacteria con la célula vegetal y los genes
involucrados en el reconocimiento de diferentes compuestos fendlicos secretados por las
plantas. Este punto es clave en la especificidad bacteria-huésped y por ello se lo tiene en
consideracion en el momento de la eleccion de la cepa bacteriana para obtener una

transformacion eficiente.

En Agrobacterium se desarrollaron dos tipos de vectores para la transferencia de genes: el
vector co-integrado y el vector binario. El sistema del co-integrado se basa en la
integracion de los genes de interés en el plasmido Ti de la bacteria. Para formar este
vector se introduce en A. tumefaciens un plasmido incapaz de replicarse en dicha bacteria
pero que puede recombinar con el plasmido Ti por sitios de homologia. En consecuencia,
tanto la region vir como la portadora de los genes de interés (ADN-T) estan presentes en el
mismo vector. Sin embargo, la utilizacion de este sistema no es tan habitual debido a que
presenta baja frecuencia de recombinacion y los plasmidos co-integrados son de gran

tamano lo cual dificulta su manipulacion.

Basandose en el hecho de que la region vir y el ADN-T no necesitan estar presentes en el
mismo replicdn para que la transferencia sea eficiente, se utilizan vectores binarios que
permiten trabajar con dos plasmidos en lugar de hacerlo con uno de gran tamafo. Los dos

componentes de este sistema cumplen los siguientes requisitos:
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Un vector binario o de clonado contiene un origen de replicacion funcional tanto en
Echerichia coli como en A. tumefaciens; un marcador de seleccion funcional en ambas
bacterias; el ADN-T con sus secuencias borde derecha e izquierda, este ADN-T contiene
un gen marcador de selecciéon funcional en las células vegetales y un sitio de clonado
multiple ubicado entre el borde derecho y el gen marcador seleccionable. Dado que la
transferencia del ADN-T se inicia a partir del borde derecho, esta disposicion garantiza que

siempre que se haya integrado el vector lo haga el gen de interés (Hajdukiewicz, 1994).

El segundo componente de este sistema es un plasmido helper que contiene al plasmido Ti
sin ADN-T, este provee las funciones necesarias para completar la transferencia del ADN-

T desde el vector binario a la planta.

El proceso de transferencia del ADN-T, puede dividirse en una fase bacteriana y una

fase celular (Reaam, 1989; Zupan y Zambryski, 1995).

Durante la fase bacteriana tienen lugar los eventos que conducen a la produccién y
exportacion de un vector funcional que contiene al ADN-T (el complejo-T). En esta
transferencia intervienen mecanismos similares a los encontrados en la conjugacion
bacteriana (Lessl y Lanka, 1994). Las heridas producidas en la planta liberan compuestos
fenolicos como siringonas o acetosiringonas. Esto estimula a la bacteria a entrar en
contacto con una célula vegetal, e inducen a los genes de virulencia (vir) que

desencadenan el proceso de transferencia del ADN-T.

La fase celular, que transcurre en la planta, incluye aquellos eventos involucrados en la
integracion del ADN bacteriano al genoma nuclear. EI ADN-T se encuentra flanqueado por
dos bordes, derecho e izquierdo, que son regiones repetitivas de 25pb. Las secuencias de
los bordes son los Unicos elementos requeridos en cis para la transferencia. Fuera del
borde derecho existe una secuencia (ode) que incrementa la eficiencia de transferencia
(Peralta et al., 1986).

En este segmento (ADN-T) se ubican genes que codifican proteinas involucradas en la
biosintesis de factores de crecimiento (auxinas y citocininas), y nutrientes bacterianos
(opinas). Estos genes seran controlados por secuencias regulatorias de la planta. Los

genes involucrados en el proceso de transferencia no se encuentran en el segmento
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transferido, sino en otro lugar del plasmido. Los genes vir pueden funcionar en cis o trans.
Existen varios genes vir. Estos actian de manera secuencial en el proceso de
transferencia. Los genes virA y virG son reguladores que inducen la transcripcion de otros
genes. El gen virA se expresa constitutivamente. El proceso comienza cuando los
compuestos fendlicos activan a la proteina VirA, la cual a su vez activa a la proteina VirG
gue estimula la expresién de las regiones virulentas (virB, C, D y E) que codifican proteinas
involucradas en el proceso de transferencia. Las proteinas VirD2 y VirD1 escinden el ADN-
T de simple cadena del plasmido Ti, debido a una actividad endonucleasa especifica.
Luego de este corte las proteinas VirD2, que protegen el borde derecho 5 durante el
proceso de integracién, permanecen covalentemente por una union fosfotirosina. A partir
del extremo libre 3" del plasmidoTi comienza la sintesis de una nueva cadena simple de
ADN que termina cuando alcanza el extremo 5°. La cadena escindida (ADN-T) es la que
participa en el proceso de transferencia (Fig. 5).
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Figura 5. Transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens, comprende
10 pasos principales, (1) reconocimiento y fijacion, (2) transduccion de sefiales de dos
componentes, (3) se genera una copia movil del ADN-T, complejo de proteinas, (4)
complejo T inmaduro junto con otras proteinas en el citoplasma de la Célula huésped (5),
el complejo T maduro viaja a través del citoplasma de la célula huésped (6), se importa
activamente en el nacleo de la célula huésped (7), una vez dentro del nucleo, el ADN-T es
reclutado para el punto de integracion (8), se despoja de sus proteinas (9), e integrado en

el genoma del huésped (10) (modificado de Tzfira, 2004).

Este segmento es exportado a la célula de la planta a través de un canal, formado

probablemente por proteinas VirB (11 proteinas VirB diferentes son codificadas por el
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operén virB). A través de este canal migran también las proteinas VirE2 (Binns et al., 1995)
gue se unen al ADN-T de cadena simple (aproximadamente 600 moléculas de esta
proteina recubren al segmento), protegiendo principalmente el extremo 3"(Tinland, 1996).
Las proteinas VirD2 y VirE2 posibilitan la entrada del ADN-T al nucleo. La asociacion de
VIrE2 con la molécula VirD2-ADN-T constituye el complejo-T. La integracién del ADN-T no
es especifica de sitio, y no requiere de largas regiones de homologia. Es por lo tanto un
proceso de integracion ilegitimo. Un modelo propone que la asociacién entre el ADN de la
planta y el ADN-T se inicia en el extremo 3" 0 secuencias adyacentes del ADN-T, donde
hay una corta region de homologia con el ADN vegetal (de al menos cinco nucleotidos
contiguos al sitio de preinsersion). ElI extremo libre del ADN vegetal esta sujeto a la
digestion por endonucleasas, que provocan pequefias delecciones (13-73 pb) del ADN de
la planta en el sitio de insersion. En el proceso intervienen enzimas vegetales,

probablemente una ADN polimerasa, una ligasa, topoisomerasas y helicasas.

El borde derecho se une al ADN de la planta por una regién donde encuentra homologia
en 1-2 pb (microhomologia). En este proceso probablemente intervenga una ligasa que
usa el enlace fosfotirosina, rico en energia, que unia VirD2 al ADN-T. El extremo 3 del
ADN-T de cadena simple es usado como iniciador para copiar el ADN complementario en
la planta. Luego de este evento, el ADN-T queda definitivamente incorporado. Puede
integrarse mas de una copia de ADN-T en un sitio dado del genoma vegetal. Los patrones
de integracion son mucho méas simples que cuando se introduce el ADN por métodos
directos de transformacion. EI ADN integrado puede consistir en un mondémero bien
definido de ADN-T, de facil interpretacion, con escaso riesgo de expresiones inestables,

gue podrian ser causadas por recombinaciones o silenciamiento génico.

La integracion del ADN-T en algin cromosoma vegetal ocurre al azar por recombinacion
no homodloga. De esta forma el gen de interés y el gen marcador de seleccién son
integrados al genoma de la planta y pueden ser expresados en todos los tejidos vegetales,
algunos de ellos no ser expresados, dependiendo de las secuencias regulatorias utilizadas

y del sitio de insercion en el genoma.

En este trabajo se utilizé un vector binario que contiene el gen bar, el cual le da la
resistencia al herbicida fosfinotricina o glufosinato de amonio, un agente selectivo sintético,

gue constituye el componente activo de varios herbicidas (Basta R, Liberty R, etc.) El
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bialaphos es un antibiético tripeptidico producido por Streptomyces hygroscopicas, que
consiste en una molécula de GA y dos residuos L-alanina (Murakani, 1986). Este producto
natural es un componente activo del herbicida Herbiace R, (Kondo, 1973). En las células
vegetales, por accion de las peptidasas, el bialaphos se convierte en glufosinato de amonio

(GA) el cual es un analogo de acido-L-glutamico.

El glufosinato es un herbicida post-emergente, no selectivo, de contacto que inhibe en
forma competitiva a la glutamina sintetasa (GS) (Wild y Manderscheid, 1984). Dicha
enzima condensa acido glutamico y amonio para formar el aminoacido glutamina. Esta es
la via principal de asimilacion primaria y secundaria del nitrogeno en las plantas (Coruzzi y
Last, 2000).

La inhibicion de la GS provoca la acumulacion de amonio en las células vegetales (Wild y
Manderscheid, 1984 y Tachibana, 1986), asi como también la carencia de aminoacidos
cruciales para la planta, lo cual afecta la sintesis de proteinas (Bergamn et al., 1976) e
inhibe la fotosintesis. Los sintomas de fitotoxicidad causados por el GA incluyen la clorosis
del tejido tratado, seguida de necrosis que culmina, en el lapso de pocos dias, con la
muerte de las plantas (Ballinder et al., 1987), colapsos de la epidermis y la ruptura y

contorsion de las células del mesdfilo internervales (Ullrich et al., 1990).

El gen pat de Streptomyces viridochromogenes codifica la enzima Pat (L-fosfinotricina-
acetil-transferasa) (Strauch et al., 1988 y Wohllemben et al., 1988) la cual confiere
resistencia al GA y al Bialaphos. El mecanismo de accion de esta enzima es la acetilacion
de L-glufosinato cuyo producto es N-acetil-I-glufosinato (De block et al., 1987; Wohlleben et
al., 1988; Broer et al.,, 1989 y Drogue et al., 1992), con lo cual este analogo del acido
glutdmico pierde su afinidad por la GS, su enzima blanco (Seto et afosinal., 1982) Pat es
esteroespecifica para el L-isbmero del glufosinato; el D-glufosinato en una mezcla
racémica no es acetilado y al igual que el acetilglufosinato no es toxico para las plantas. Un
gen homdlogo, el gen bar, que codifica también para la enzima Pat (Wohlleben et al.,
1988), fue aislado de S. hygroscopicus (Thompson et al.,, 1987). El gen bar ha sido
introducido con éxito en numerosas especies. Para ello, la secuencia codificante
correspondiente se clond bajo el control del promotor CaMV 35S o derivados del mismo y
se utilizé para la transformacion de tabaco (De Block et al., 1987), tomate (De Block, 1988),
papa (Botterman y Leemans, 1989) y alfalfa (D"Halluin et al., 1990) entre otros. Pruebas a
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campo de plantas transformadas indicaron que la expresion del transgen confiere
resistencia util para fines agronémicos. Asi, los transgenes bar o pat forman parte de

cultivos transgénicos comerciales en varios paises.

En este trabajo se ha empleado uno de los genes reporteros mas utilizados, el gen gus o
uid A, el cual es obtenido de la bacteria Escherichia coli. Este gen permite el monitoreo a
corto plazo del resultado de la transformacién genética a partir de la produccién de color
azul en los explantos transformados debido a la accion de la enzima B-glucuronidasa
(codificada por dicho gen) sobre el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolylglucurénico, mas
conocido como X-Gluc. Esta prueba de expresion transitoria se realiza con la reaccion
histoquimica GUS, empleada como base para la estandarizacion de protocolos de

transformacion eficiente (De Guglielmo, 2009).

El ensayo presenta la ventaja que en la mayoria de las especies vegetales casi no se da
actividad endogena GUS, por lo que los resultados obtenidos utilizando esta prueba en
plantas transformadas son confiables y poseen alta sensibilidad. A pesar de esto, presenta
la desventaja de ser destructivo, con lo que Unicamente luego de la conversién de embrién
a planta, es posible remover porciones de la planta para realizar el ensayo en érganos
especificos y obtener un reconocimiento rapido de las plantas transformadas sin destruir el

explante (Duque et al., 2007).

Existe otro gen reportero que no se ha empleado en este trabajo, es el que comiunmente
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP), el cual cuando es expresado en células
vegetales y éstas son iluminadas con luz ultravioleta, producen una fluorescencia verde
brillante que es facilmente detectada (Martinez et al., 2004). Este gen se aisl6 de la
medusa Aequorea victoria y presenta muchas ventajas practicas, ya que su expresion
puede observarse en tiempo real en células vivas, no necesita suministrarse ningun
sustrato para su expresion y ademas no destruye el tejido analizado, con lo que no
compromete la viabilidad celular. Sin embargo, existen algunas limitaciones en su uso
debido a que la autoflorescencia de la clorofila presente en embriones somaticos puede

interferir en su emision de fluorescencia (Duque et al., 2007).
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Factores que afectan la expresion génicay la eficiencia de transformacion

La eficiencia de transformacion se puede aumentar mediante la manipulacion de la planta,
mejorando la competencia de sus tejidos o a través de las bacterias, manipulando el cultivo
para una mejor inoculacion (Henzi et al., 2000; Mondal el al., 2001; Lépez et al., 2004;
Chakrabarty et al., 2002). La edad de las plantas y el pre-cultivo de los explantos han sido
manipulados para aumentar la eficiencia de transformacion. Estos ensayos han sido
realizados para determinar las mejores condiciones de la infeccion de las células vegetales
o aumentar el nimero de células que se dividen de la planta antes de la infeccidn
bacteriana (Mets et al., 1995; Amoah et al., 2001; Chakrabarty et al., 2002).

Los factores para aumentar la virulencia de las bacterias tales como La temperatura (°C);
el PH del medio y los inductores quimicos tales como compuestos fendlicos ejemplo:
acetosiringona (Le et al., 2001; Chakrabarty et al., 2002; Somleva et al., 2002; De Clercq et
al., 2002; Lopez et al., 2004) también han sido investigados. La manipulacion de otros
factores, como la concentracion de Agrobacterium (Densidad o6ptica), duracion del co-
cultivo y pre-cultivo bacteriano; la infiltracion por vacio; surfactantes ejemplo: Pluronico F-
68 tensioactivo, etc., también han aumentado la eficiencia de transformacién en muchos
ensayos (Cheng et al., 1997; Mondal et al., 2001; Lopez et al., 2004; Amoah et al., 2001).
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HIPOTESIS

Es posible transformar pasto lloron utilizando Agrobacterium tumefaciens a fin de

incorporar nuevos caracteres, suprimir funciones o validar genes de interés.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al mejoramiento del pasto llorén a través de la utilizacion de herramientas
biotecnoldgicas tales como el cultivo de tejidos e ingenieria genética y disponer de una
herramienta para validar genes, especificamente los relacionados con modo reproductivo.
OBJETIVO ESPECIFICO

Desarrollar un protocolo de transformaciéon de pasto llorbn mediado por Agrobacterium

tumefaciens para disponer de una herramienta para introducir o reprimir genes y también

para validar genes, especificamente los relacionados con modo reproductivo.
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MATERIALES Y METODOS

Las investigaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del CERZOS

(centro de Recursos Naturales Renovables de la Zona Semiarida). ElI esquema de trabajo

se muestra en la Fig. 6.
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Figura 6. Esquema de trabajo para transgénesis.
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Se utilizaron tres cultivares de E. curvula (Schrad.) Nees nombre vulgar “Pasto llorén”, dos

tetraploides apomicticos (Tanganyika y Morpa 2n=4X=40) provenientes del Centro

Regional Anguil La Pampa - Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria y uno

hexaploide

apomictico facultativo (Kromdraii 2n=6X=60) colectadas en el Centro de

Recursos Naturales Renovables de la Zona Semiarida del Centro Cientifico Tecnoldgico

CONICET ubicado en Bahia Blanca provincia de Buenos Aires.

B) Cultivo de tejidos
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1.Explantos

Se utilizaron cuatro explantos, a saber, 1) semillas maduras, 2) embriones maduros
aislados, 3) callos embriogénicos (obtenidos a partir de semillas maduras) , 4) seccion de
meristema apical (obtenida a partir de semillas maduras germinadas durante 7 dias en
medio Murashigue y Skoog, 1962) y 5) semillas maduras germinadas in vitro durante

cuatro dias.

2.Esterilizacién

Las semillas maduras primero se lavaban con agua destilada varias veces a fin de remover
la suciedad superficial antes de colocarlas en etanol al 70% durante un minuto y luego en
hipoclorito de sodio al 8% adicionandole una gota de tween 20 por veinte minutos. Luego
de esto eran enjuagadas tres veces con agua destilada estéril para asegurar que no
gueden restos de hipoclorito de sodio. Una vez finalizada la esterilizacion se iniciaba el

proceso de cultivo in vitro.

3. Induccién de callos

Para la induccion de callos se utilizé el medio de Murashighe y Skoog (1962) sdlido, del
cual se tomaron 4,33gr/lt y se le adicioné 0,5gr/It de hidrolizado de caseina, 30gr/It de
sacarosa, y se suplementé con 2mgr/It de 2,4D y 0,01 mgr/It de BAPg/It , 160mgr/It del
bacteriostatico timentina, PH 5.8. Como solidificante se utilizé agar a una concentracion de
6gr/lt. Los cultivos se dejaban durante 30 dias en cuarto de cultivo en condiciones de
oscuridad a 25-27°C.

4. Regeneracion de plantas

Los callos obtenidos (tratados o no tratados) eran transferidos al medio de regeneracién de
plantas cuya composicion de sales Murashighe y Skoog (1962) fue de 4,33gr/It, 30gr/It de
sacarosa, 400 mgr/l de hidrolizado de caseina, suplementado con 1mgr/l de 2,4D,
vitaminas de Murashighe y Skoog (25,78gr/250ml), 160mgr/It del bacteriostatico timentina,

y 6gr/lt de agar durante 30 dias, en condiciones de luz difusa los primeros 15 dias y luz
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plena los restantes 15 dias, con un fotoperiodo de 8 horas luz y 16 horas de oscuridad y
una humedad del 40%.

5. Determinacion de la minima concentracion inhibitoria del agente selectivo

A partir de plantulas creciendo in vitro de 7 dias de germinadas, se realizé la curva de
respuesta al agente selectivo fosfinotricina (PPT) en las variedades de pasto lloron,
Tanganyika y Kromdraai. Se utiliz6 un medio MS basico sin reguladores de crecimiento al
cual se adicionoé el agente selectivo en concentraciones de Omgr/It, 0,50 mgr/It, 1,00 mgr/It,
2,00 mgr/lt, 2,50 mgr/It, 3,50 mgr/It, 4,00 mgr/It, 6,00 mgr/It y 8,00 mgr/lt y se solidificé con
agar. El ensayo se realiz6 en tubos de cultivo de vidrio con una planta por tubo, utilizando
20 tubos por cada concentracion. A los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 dias se tomd el dato
porcentaje de supervivencia en control y el medio con las distintas concentraciones del

agente selectivo. El medio era renovado cada 15 dias.

C) Agrobacterium

Se trabajo con dos cepas de A. tumefaciens de diferente capacidad de virulencia y
infecciobn, AGLO (menos virulenta) y AGL1 (mas virulenta) de A. tumefaciens. Ambas
portan el mismo vector binario (pPZP201BUGI) que se muestra en Figura 7. Este expresa
el gen reportero uidA y un gen de seleccion, bar, bajo los promotores Ubil y Actl,
respectivamente. Este vector fue cedido gentilmente por el Dr. Antonio Diaz Paleo (CNIA,
INTA Castelar, Argentina).
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Figura 7. Cassette de expresion de los genes gus y bar en el plasmido pPZP201-BUGI.

D)Transformacion de A. tumefaciens por choque térmico (freeze-thaw)

En la transformacién de Agrobacterium se utilizé la metodologia de choque térmico.
Brevemente: el cultivo de la cepa AGLO sin vector bacteriano se inicid en una caja de Petri
en medio LB Agar solido (10 gr/l de triptona; 5gr/l extracto de levadura; 10 gr/l cloruro de
sodio; 15gr/l agar; PH: 7), con rifampicina (50mgr/l) y se incubé a 27-28°C durante
aproximadamente 72hs, hasta que se observé el crecimiento de colonias aisladas.

Luego una colonia aislada del cultivo bacteriano se colocé en un tubo de ensayo con 2ml
de medio liquido YEB (5gr/l extracto de carne, 1gr/l extracto de levadura, 5gr/l peptona de
caseina, 5gr/l sacarosa, 240mgr/| sulfato de magnesio, PH:6,8) con rifampicina (50mgr/ml),
se incub6 a 28°C en agitacion durante 12-16hs en oscuridad. Luego se tomaron de este
cultivo 500ul y se adicionaron 10ml de medio de cultivo YEB con rifampicina (50mgr/ml)

hasta lograr una DO= 0,7, incubando a 27-28°C durante 6hs. Luego se Incubd en hielo
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durante 15 minutos y se centrifugd durante 5 minutos a 4 °C a maxima velocidad, se
descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron delicadamente en 100 ul de
Cl,Ca 20mM (4°C). A continuacion se adicion6 1 microgramo de DNA plasmidico, se
mezclé suavemente por inversion y se incub6 en hielo durante 30 minutos. Luego de esto
las células se colocaron por 2 minutos en nitrégeno liquido y luego por 5 minutos a 37°C.
Se adicion6 1 ml medio YEB, se homogeneiz6 suavemente con una micropipeta y se

incubo por 2hs a 28°C.

Luego 100 microlitros de células en suspension se sembraron en medio sélido YEB con los
antibioticos rifampicina (50mgr/ml) y spectinomicina (100mgr/ml) y se incubé a 28°C por 48

— 72 hs, luego de lo cual se colectaron las colonias transformadas.

La transformacion se verific6 mediante la técnica de PCR, utilizando un programa de
amplificacion especifico para los genes uidA (desnaturalizacién de ADN 94°C 3 minutos 1
ciclo; (desnaturalizacién 94°C 0,45’, hibridacién del primer 60°C 0,45, extensiéon 72°C 1,3')
35 ciclos; extension final 72°C 5' 1 ciclo; mantenimiento 4°C oo;
Primers: 5" GAT TTC GTA ATT ATG CGG GCA ACG TC 3/

5" TCA GGC ACA GCA CAT CAAAGA GAT C 3.

E) Transformacion de Eragrostis curvula

1. Crecimiento de las cepas de Agrobacterium

Se inicié un cultivo sélido bacteriano de la cepas que contienen el pldsmido pPZP201-
BUGI en una caja de Petri en medio LB agar con antibiéticos (100mgr/ml de spectinomicina
y 200mgr/ml de carbenicilina), se incubo a 27-28°C durante aproximadamente 72hs, hasta
gue se observé el crecimiento de colonias aisladas. Luego, una colonia individual se coloco
en un tubo de ensayo en 2ml con medio LB o MGL (5gr/l triptona; 2,5gr/l extracto de
levadura; 5gr/l manitol; 1gr/l acido glutamico; 250mgr/l KH2PO,4; 100mgr/I cloruro de sodio;
100mgr/l sulfato de magnesio heptahidrato; PH: 7) liquido con la adicion de 1mgr/ml
biotina, 100 mgr/ml spectinomicina y 200 mgr/ml carbenicilina. Se incub6 a 28°C en
agitacion (250rpm) durante 12- 16hs.
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2. Tratamiento de los explantos

Se probaron distintos tratamientos para herir los tejidos de las semillas maduras, tales
como, perforacion con aguja histologica, sonicacion y tratamiento con micro esferas de
vidrio (Glads Beads). Las semillas eran heridas bajo lupa, se practicaban dos heridas con
aguja histolégica en el sector del embrion. En los casos de embriones maduros aislados
bajo lupa utilizando pinza o bisturi este era directamente el tratamiento de herida. En el
caso de embrion aislado elongado (luego de 4 dias de germinacion) también este era el
tratamiento de herida. En el caso de semilla germinada (cuatro dias) el tratamiento fue por
sonicacion. Las semillas eran colocadas en un tubo eppendorf con agua destilada por 5
minutos en un sonicador Branson a Smithkline company ultrasonic cleaner B-220 0/60 HZ
125 Watts. Otro tratamiento efectuado a semillas sin pregerminar fue utilizando micro
esferas de vidrio (Glads Beads SIGMA de 212 — 300 microns). Se las coloco en un tubo

eppendorf con agua destilada con las micro esferas durante 5 minutos agitando con vortex.

3.Inoculacién y co-cultivo

Para inocular los explantos se utilizaron dos métodos, en el primero se tomd el in6culo
iniciado a partir de una colonia, como se indico en el inciso anterior, se centrifugo y el pellet
se resuspendid en en medio nuevo hasta lograr una DOgg de 1-1,5 (medio comun). En el
segundo, se trabajé de la misma manera, en lugar de centrifugar todo el cultivo (los 2 ml)
se tomd una alicuota que se resuspendié en LB nuevo para lograr una dilucion de 1/25)
(medio fresco). Luego de esto se adicion6d acetosiringona (200 — 400 umolar) para
incrementar la virulencia de la cepa, dado que se intenta transformar una monocotiledonea,
y el surfactante Plurénico F68 (0.01%), glucosa (1%) a fin de incrementar la eficiencia de
transformacion (entre minutos a horas) y tratamiento de vacio de 0,015mmHg (de
5minutos).En las Tablas 3, 4 y 5 se resumen las caracteristicas de cada experimento.

Los explantos fueron colocados en medio de cultivo MS modificado para pasto lloron
(como se describi6 anteriormente) en presencia del cultivo bacteriano con la adicién de
acetosiringona y el surfactante 0.01% plurénico F68, durante dos horas a temperatura
ambiente. Se coloc6 en oscuridad por tiempos variables (ver Tablas 3, 4 y 5).
Posteriormente se retird el medio de cultivo bacteriano y los explantos fueron transferidos a
otras placas conteniendo medio MS (medio de co-cultivo sin el agregado del
bacteriostatico). Se mantuvieron en estas condiciones de 2 a 4 dias (ver Tablas 2, 3y 4).
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Transcurrido este tiempo los explantos inoculados se transfirieron al medio de induccion

(en algunos casos modificado por la adicion de cisteina y acido ascérbico, 40 y 2 mg/l.

respectivamente, a fin de evitar la oxidacién de los callos) con el agregado del antibiético

timentina (160 mgrs/l — 300 mg/l).

Tabla 2. Condiciones experimentales de los ensayos de transformacion utilizando la cepa

AGL1 pPzZP201-BUGI, Para la inoculacion se utiliz6 un medio de crecimiento bacteriano

comun.

No

Ensayo

1

o g~ WN

Densidad
Optica (OD)

15
0,7
0,5
1
15
1

Periodo de
Incubacion
2hs
2:45hs
25 minutos
1lhs
2hs
2hs

Co-cultivo
(dias)
2

3
2
2
2
2

Acetosyringona F-68

(micromolar)
400
200
200
400
400
400

(%)
No
No
0,01
0,01
0,01
0,01

Vacio

(minutos)
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Tabla 3. Condiciones experimentales de los ensayos de transformacion utilizando la cepa

AGL1 pPZP201-BUGI, Para la inoculacion se utiliz6 un medio de crecimiento bacteriano

fresco.

N° Densidad
Ensayo Optica (OD)
8 0,7
10 1
11 1
12 a*y b*.
13* 0,5
14* 1
15* 0,7
16* 1
17* 1,5
18 a* y b*; 19** 1,5
20** 0,5
21** 1
22%*; 23** 0,5

Periodo de
Incubacion
1lhs
2hs
1lhs

ON
lhs
1lhs
1lhs
1lhs
1lhs
30 minutos
1lhs
1lhs

Co-cultivo Acetosyringona F-68
(dias) (micromolar) (%)
2 400 0,01
2 400 No
2 400 0,01
3 400 0,01
2 200 0,01
5 400 No
2 400 0,01
2 400 0,01
5 400 0,01
2 400 0,01
5 400 0,01
3 400 0,01

Vacio
(minutos)
5
No
5

No
No
No
No
No
No
1
No
No

* En el medio de induccidon de callos 40mgr/l, L-cystein; 15mgr/l Ac. ascérbico. ** En el medio de co-cultivo se le adiciona

98magr/l acetosyringona, 500mgr/l de prolina, 40mgr/l. En el medio de induccion de callos 40mgr/l, L-cystein; 2mgr/l Ac.

Ascorbico, 213mgr/l de MES, 1mgr/l glutamina.

Tabla 4. Condiciones experimentales de los ensayos de transformacion utilizando la cepa

AGLO pPZP201-BUGI. Para la inoculacién se utiliz6 un medio de crecimiento bacteriano

fresco.

N° Densidad Periodo de Co-cultivo
Ensayo Optica (OD) Incubacién (dias)

7 1 2hs 2

9 15 1,5hs 2

Acetosyringona
(micromolar)
400
400

F-68 Vacio
(%) (minutos)
0,01 5
0,01 5
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4. Ensayo histoquimico de Gus

A los 4 — 5 dias de induccion se tomaron muestras al azar de los callos incipientes y se
realizé el ensayo histoquimico de Gus (Jefferson et al., 1987 modificado) para detectar la

expresion del gen uidA y la eficiencia de transformacién transitoria.

Primero se preparo la solucion X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-glucuronic acid), se
procedio a disolver 25mgr de X-Gluc en 250ul de dimetilformamida (DMF), se agreg6 0,1M
de buffer K/Na,PO, PH: 7; 10mM Na-EDTA; 5mM de ferricianuro de potasio; 5mM de
ferrocianuro de potasio; 0,1% triton X-100 y se mezcldé rapidamente, se esterilizé por

filtracion, se alicuoto y se conservo a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Luego se procedio a realizar el ensayo histoquimico de GUS. Se retiraron los explantos y/o
callos del medio de co-cultivo, se los lavd con agua destilada estéril y se los coloc6 en un
recipiente estéril, se le agregé la solucion de X-Gluc y se incubd en oscuridad a 37°C
durante toda la noche (ON). Luego se retird la solucion y se realizaron al menos dos
lavados con etanol 96% vy el tejido asi tratado se conservé en etanol 96% a 4°C. Dado el
tamafio de los explantos, las observaciones de los mismos que presentaban coloracion

azul se hizo bajo lupa.

5. Cultivo in vitro de los tejidos inoculados

Luego de la inoculacion y co-cultivo los explantos se colocaron en el medio de induccién de
callos mencionado anteriormente, donde se mantuvieron durante 4 semanas en
condiciones de oscuridad 25-27°C. Luego de este periodo se los transfirio al medio de

regeneracion mencionado anteriormente por durante 4 semanas.

6. Seleccidén

Las plantas regeneradas obtenidas in vitro fueron repicadas a un medio de seleccion y se
sometieron a tres rondas de seleccion de concentraciones crecientes del agente selectivo
fosfinotricina (4,33gr/l sales Murashighe y Skoog (1962), 30gr/l sacarosa mas el herbicida
fosfinotricina PPT. Segun ronda de seleccion se le adiciono (primera ronda 2,5mgr/lt,
segunda ronda 3,5 magr/litro o tercer ronda 6mgr/It) y el bacteriostatico 160mgr/l timentina,
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6gr/l agar). Se realizaron tres rondas de seleccion (basadas en la minima concentracion

inhibitoria del agente selectivo determinada para esta especie vegetal).

Luego del transplante de las plantas que resistieron al agente selectivo a macetas, se
precedié a una nueva ronda de seleccion con 10mgr/lt de glufosinato de amonio, cuyo
nombre comercial es Basta, con el objetivo de detectar escapes. Se realiz6 una aplicacion
de herbicida durante tres dias seguidos. Luego de 15-20 dias se observé la supervivencia
y mortandad de las plantas.

F). Analisis de plantas resistentes al agente selectivo

Las plantas regeneradas in vitro que presentaron tolerancia al agente selectivo en las tres

rondas de seleccién se analizaron por PCR y Southern blot.

1. Extraccién de ADN

Se extrajo ADN a partir de hojas previamente liofilizadas. EIl ADN gendmico se extrajo
utilizando la siguiente solucién reguladora: 50 mM Tris-HCI 1M pH 8, 10 mM EDTA 0,5 M
pH8, 100 mM CINa 5 M, 10% SDS y 10 mM beta-mercaptoetanol. Las hojas liofilizadas se
colocaron en un mortero con nitrogeno liquido y se homogeneizaron. El producto obtenido
se transfirié a un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 700 microlitros con la mencionada solucién
tamponada de extraccion y se incub6 durante 20 min. a 65 °C con agitacion lenta (estufa
con agitador vertical). Posteriormente se agregaron 200 microlitros de acetato de potasio 5
M y se incubd en hielo durante 20 min. Pasado ese tiempo se centrifugaron los tubos en
una centrifuga Eppendorf (20 min. a 13.000 rpm) para eliminar restos de tejido. El paso
anterior se repitié para lograr un sobrenadante mas limpio. EI mismo se transfirié a un
nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 700 microlitros de isopropanol para
precipitar el ADN. Los tubos se incubaron durante 10 min. a -20 °C. El ADN se precipitd por
centrifugacion a 13.000 rpm durante 4 min. El precipitado se lavé con 600 microlitros de
alcohol 70% y se centrifugé durante 4 min. a 13.000 rpm. Este lavado se repitid una
segunda vez. Luego el pellet se sec6 a estufa a 37°C o en flujo laminar durante
aproximadamente 30 min. y se resuspendido en 100 microlitros de solucion TE 1X. La
concentracion y calidad de ADN se determinG en un espectrofotometro (Spectroquant
Pharo 300-Merck) con las lecturas a la DO260 y la DO280.
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2. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
Para llevar a cabo este andlisis se realiz6 una PCR para los genes uidA y bar cuyos

componentes que se indica en la Tabla 5 y secuencia de los primers correspondientes

en la Tabla 6.

Tabla 5. Componentes de la PCR para primers especifico para los genes uidA y bar .

1X
ADN 1ul
Buffer 5x 4ul
DNTPs 1ul
Primer up 0,8ul
Primer dwn 0,8ul

Taq polimerasa 0,25ul
Agua 12,15ul
20ul

Se procedio a realizar la PCR indicado en la Tabla Ciclo de amplificacion especifico para
los genes uidA y bar: desnaturalizacion total de ADN 94°C 3 minutos 1 ciclo;
(desnaturalizacion 94°C 0,45’, hibridacién del primer 60°C 0,45’, extension 72°C 1,3') 35

ciclos; extension final 72°C 5’ 1 ciclo; mantenimiento 4°C oo.

Tabla 6. Secuencias de primers correspondientes a los genes bar y uid A.

PRIMERS SECUENCIAS

Primer uidA up 5 GAT TTC GTAATT ATG CGG GCAACGTC 3
Primer uidA dwn 5" TCA GGC ACA GCA CAT CAA AGA GAT C 3’
Primer barl 5" TGC ACCATC GTCAACCACTJZ

Primer bar2 5" ACAGCC ACCACG CTCTTG AA 3
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3. Southern Blot

Para determinar la probable integracién del transgén en el genoma vegetal y, en caso
positivo determinar el niumero de copias, las plantas que fueron PCR positivas fueron
evaluadas por la técnica de Southern Blot utilizando el DIG High Prime DNA Labeling and

Detection Starter Kit I, Roche, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Transformacion de Agrobacterium

La transformacion de Agrobacterium tumefaciens, cepa AGLO, con el vector pPZP201BUGI
utilizando la metodologia de choque térmico, con las modificaciones sefialadas en la
seccion anterior, fue exitosa, se transformaron células de A. tumefaciens y se obtuvieron
colonias que crecieron en el medio selectivo correspondiente. Las colonias s
transformadas fueron caracterizadas molecularmente mediante PCR utilizando primers
especificos que permitieron amplificar fragmentos internos del gen uidA, localizados en el

vector binario.

Los resultados obtenidos confirmaron la presencia del gen esperado, uidA, en las bacterias

transformadas como se muestra en la Figura 8.

Figura 8.PCR de A. tumefaciens cepa AGLO transformada con vector binario
pPZP201BUGI, utilizando primers especificos para fragmentos internos del gen uidA.1-
control positivo, 2- control negativo, 3- AGLO transformada que contiene el pPZP201BUGI,

4y 5- no transformadas.
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Ademas de la cepa AGLO pPZP201BUGI en este trabajo se utilizd la cepa AGL1
pPZP201BUGI de A. tumefaciens. La cepa AGL1 conteniendo este vector fue cedida
gentilmente por el Dr. Antonio Diaz Paleo (CNIA, INTA Castelar, Argentina). Las dos cepas
utilizadas en este estudio difieren en su capacidad de virulencia; siendo la cepa AGLO
menos virulenta y AGL1 mas virulenta, y ambas portan el mismo vector binario
pPZP201BUGI.

La eleccion de las mismas se debidé a que las mismas fueron utilizadas con éxito en la
transformacion estable de otras especies de gramineas, como por ejemplo, la cepa AGL1
se utilizd en Triticum aestivum (Sparks et al., 2003; Wu et al.,2003); Triticale (Nadolska-
Orczyk et al., 2005); Panicum virgatum (Somleva et al., 2002); Hordeum vulgare (Wang et
al., 2001); Oryza sativa (Raina, 1999; Upadhyaya et al., 2000) y la AGLO en Oryza sativa
(Upadhyaya et al., 2000); Hordeum vulgare (Holme et al., 2008); Triticum aestivum (Weir et
al., 2001); Secale cereale (Popelka y Alpeter, 2003).

Tranformacion de Eragrostis curvula utilizando las cepas transformadas de

Agrobacterium tumefaciens

En este estudio se utilizaron cinco diferentes explantos de tres cultivares de pasto lloron,
todos obtenidos a partir de semillas maduras. Se realizaron 23 ensayos donde se logro
inocular un total de 8428 semillas maduras, como control negativo se inocularon 930
semillas maduras. Estas diferentes inoculaciones, tendientes a la obtencién de plantas
transgénicas de pasto lloron, comprendieron diferentes tratamientos aplicados a las

semillas maduras.

Se detallan a continuacion los resultados utilizando cada metodologia:

Antes de la inoculacion se probaron distintos tratamientos para herir los tejidos de las
semillas maduras, tales como, perforacién con aguja histologica, sonicacion y tratamiento
con micro esferas de vidrio (Glads Beads). Luego de la inoculacién y co-cultivo de los
explantos, se realiz6 el ensayo histoquimico de Gus (Jefferson et al., 1987 modificado)
para detectar la expresion del gen uidA y la eficiencia de transformacion transitoria, en el

cual para controlar el aparecimiento de falsos positivos se dispuso de un vector binario que
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contiene un intron, este hace que la expresion de GUS, por Agrobacterium sea nula y no
detectable (Vancanneyt et al., 1990).

En cuanto al efecto del genotipo, se logré obtener expresion transitoria del gen GUS en los
tres cultivares utilizados, con diferentes respuestas en las cuales influyé la respuesta al
cultivo in vitro, la cepa de Agrobaterium utilizada y las condiciones y tratamientos

aplicados.

En el cultivar Morpa, los mejores resultados se obtuvieron utilizando la cepa AGL1
pPZP201BUGI, con el explanto semillas maduras heridas y las condiciones de cultivo e
incubacion especificadas en la Tabla (2 — 4) ensayo 8, donde se observé que un 58% de
los explantos dieron GUS positivo, es decir que se observd coloracion azul como se
observa en la Fig. 9. También dieron resultados promisorios con AGLO pPZP201BUGI, el
explanto semillas maduras heridas y las condiciones de cultivo e incubacion especificadas
en la Tabla (2 - 4), ensayo 9 donde se observé que un 20% de los explantos dieron GUS

positivo.

Figura 9. Ensayo histoquimico de GUS se muestra A)y B) Gus positivo en el cultivar

Morpa.
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En el cultivar Tanganyika los mejores resultados se obtuvieron con el explanto semillas
maduras heridas (Tabla 10, ensayo 9) donde se obtuvo un 8% de expresion del gen GUS
con la cepa AGLO y 34% con AGL1 y con semillas heridas tratadas con micro-esferas de
vidrio como explanto (Tabla 15, ensayo 18b). Es decir que en todos los casos este

genotipo no tuvo tan buena respuesta como Morpa.

No se observo expresion transiente del gen GUS en el cultivar Kromdraii en ninguno de los
tratamientos aplicados.

Luego de 4 semanas en cultivo se obtuvieron callos a partir de semillas maduras de los
tres cultivares en estudio de diferentes tamafios y calidades, desde callos acuosos, sin
una estructura definida y que no prosperaron hasta callos mas compactos y friables,
organogénicos y embriogénicos. En general, considerando los 23 ensayos de
transformacion realizados se puede resumir que, utilizando semillas maduras se logré
obtener entre un 36 - 100% de callos, utilizando seccion de meristema apical entre 36,16 -
72% de callos, con embriones maduros entre 10 - 98% y con semillas maduras entre 3 -
100% de callos. Estas variaciones fueron debidas a una conjuncién de todos los factores
involucrados, a saber el genotipo, el tipo de explanto, las condiciones experimentales a que

fueron sometidos, como cepa de Agrobacterium, etc.se muestra en la Tabla (7 — 19).

En cuanto a la regeneracion de plantas in vitro, los porcentajes variaron entre 0 — 35 %
(Tablas7 - 19) para el cultivar Tanganyika, que fue el resultado de una conjuncién de todos
los factores involucrados. En Kromdraii el rango fue de 0 a 7% y Morpa no regenero

plantas en las mismas condiciones.

Entre los factores a tener en cuenta en el caso de Morpa, por ejemplo, fue la limitada
disponibilidad de semillas. Para realizar estos ensayos se utilizd6 semilla pura proveniente
del invernaculo del CERZOS. No fue posible conseguir semilla viable en el Banco de
Germoplasma de pasto llorén de Anguil. La semilla de este origen tenia escasa viabilidad,
determinada por el test de tetrazolio, y bajo poder geminativo in vitro. En cuanto a la
semilla comercial, la que se puede encontrar en el mercado es una mezcla a la que se
denomina “pasto lloron argentino” o Ermelo. Por esa razén no se pudieron realizar mas
ensayos con el cultivar Morpa, donde la expresion transitoria fue relativamente buena pero

no se logré regeneracion. En 2001 el grupo de trabajo del CERZOS realiz6 trabajos de
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cultivo in vitro de pasto lloron logrando regeneracion de cinco variedades, registrandose
para Morpa porcentajes de regeneracion en el explanto semillas maduras de un 52,17%,
pero cabe aclarar que no hubo en esos casos transformacion, lo cual en general reduce las
posibilidades de regeneracion de plantas. En otras especies de gramineas donde se
intentd transformar con Agrobacterium tumefaciens se observaron porcentajes variables
de regeneracion, tal como en Triticum aestivum donde se utilizaron como explanto
embriones maduros. En este caso se informan valores de regeneracion de 1,6 - 30,6%
para el cultivar EM12 (Ding et al., 2009). Jones et al. (2010) utilizando embriones
inmaduros de Triticum turgidum obtuvieron valores de 39,3 — 75 % de regeneracion para el
cultivar Steward. En Lolium perenne utilizando como explanto callos de semillas maduras
de distintos cultivares se obtuvieron valores variables de regerenacién que oscilaron entre
13,9 % al 48,9% (Wu et al., 2007).

En Tanganyika (Tabla 11 ensayo 10; Figura 10), utilizando semillas maduras heridas se
obtuvieron porcentajes de expresion transiente de GUS del 14% y de regeneracién del
19,33%. Considerando todos los experimentos realizados, este representd el mejor
resultado obtenido teniendo en cuenta todos los factores, es decir expresion transitoria y
regeneracion, dado que otros ensayos presentaron mayores porcentajes de expresion
transiente de GUS pero no regeneraron plantas.

Figura 10. Ensayo 10 de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI, se

muestra en A).callos a partir de semillas maduras heridas, B). regeneracion.
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Como corolario de esta parte se puede decir que es menester realizar mas experimentos y
cambiar el tipo de explanto. La razon de utilizar semillas fue su disponibilidad a lo largo del
afo, sin embargo, resultados previos del grupo de trabajo indicaron que el mejor explanto
para obtener in vitro plantas de pasto llorén son las inflorescencias inmaduras. Los
informes en la literatura acerca de transformacion de otras gramineas han utilizado
embriones maduros como en trigo (Ding et al., 2009), embriones inmaduros en arroz (Hie
y Komari 2008), maiz (Huang y Wei, 2005; Ishida et al., 2007), trigo (Wu et al., 2009; He et
al., 2010; Ishida et al., 2014), Hordeum vulgare (Hensel et al., 2008; Barlett et al., 2008),
sorgo (Kumar et al.,, 2011; Wu et al., 2014;), Secale cereale (Popelka y Alpeter, 2003),
Avena sativa (Gasparis et al., 2008), callos como en el caso de arroz (Hie y Komari 2008),
Setaria italica (Wang et al., 2001), Eleusine coracana (Antony Ceasar y Ignacimuthu,
2011), Pennisetum glaucum (ramadevi et al., 2014), Cynodon dactylon (Salehi et al., 2005),
Agrostis stolonifera (Yu et al., 2000); en Lolium multiflorum (Lee et al., 2010); en Lolium
perenne (Wu et al., 2007; Patel et al., 2013); en Lolium temulentum (Ge et al., 2007); en
Festuca arundinacea (Dong y Qu, 2005; Gao et al., 2008); en Festuca pratensis (Gao et al.,
2009); en Panicum virgatum (Xi et al., 2009; Li y Qu, 2011); en Miscanthus sinensis
(Hwang et al., 2014); en Brachypodium distachyon (Steinwand et al., 2013); Phragmites
communis(Kim et al., 2013) y seccidén del meristema apical como en en sorgo (Pandey et
al., 2010) y Panicum virgatum (Chen et al., 2010).

Seleccioén

Previo a la seleccion de las plantas regeneradas se determind la minima concentracion
inhibitoria (MCI se muestran al final del capitulo en Figuras (13 - 16) para plantas de pasto
lloron no transformadas. Para ello se realiz6 una curva de sensibilidad al agente selectivo
fosfinotricina y se tomaron datos de supervivencia a los 10, 20, 30,40, 50 y 60 dias para los
cultivares Tanganyika y Kromdraai creciendo en medio de Murashigue y Skoog con
concentraciones crecientes del agente selectivo. La MCI resulté ser de 3,5 mg/l para

ambas variedades.
Luego de esto se procedid a la seleccion de las plantas regeneradas (Figura 11) con el

herbicida fosfinotricina. Las plantas que sobrevivieron a los tratamientos de tres rondas de

seleccion (2,5; 3,5 y 3,5 mg/l, un mes en cada concentracién) se analizaron por PCR y
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Southern Blot a fin de determinar la presencia y integracion del transgén en el genoma

vegetal.

Figura 11. Ensayo 10 de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI, se

muestra la seleccion con 3,5mgr/l de fosfinotricina .

En una primera instancia se analizaron 25 plantas, 16 de las cuales resultaron ser PCR
positivas para el gen uidA. Sin embargo el andlisis posterior con la técnica de Southern blot
no arrojo los resultados esperados. Este resultado fue sorpresivo pero contundente, con lo
cual las plantas creciendo en macetas fueron pulverizadas con Basta a una concentracion
de 10mgr/lt durante tres dias. A los 15 dias todas las plantas murieron con lo cual se
concluyé que las mismas no eran transgénicas. Analizando estos resultados se puede

concluir que el gen GUS no se habia integrado al genoma de estas plantas.

Estos resultados condujeron a ampliar el rango de seleccién a tres rondas de 2,5, 4y 6
mg/l de fosfinotricina. Las plantas que sobrevivieron a estas estas rondas, se analizaron
con las mismas técnicas mencionadas anteriormente. En todos los casos la seleccion en
macetas dio negativa, por lo cual se concluye que no fue posible, en las condiciones de

esta tesis lograr la transformacion estable de pasto llorén.
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Ademas del explanto, como mencionamos mas arriba, otro factor a tener en cuenta para el
futuro es ampliar el n en los experimentos. Se requiere de un gran numero de explantos de

partida dado que la eficiencia de transformacion es baja.

Poliembrionia

En el cultivar Tanganyika tetraploide, cuando se procedio a extraer los embriones aislados
bajo lupa, se observo la presencia de embriones multiples o poliembrionia se muestra en la
Figura 12; antecedentes similares fueron observados por Poverene et al. (1987) y
Poverene (1988) quienes informaron la presencia de este fendmeno de poliembrionia en

pasto lloron, que da origen a plantas mellizas a partir de un solo cariopse.

Figura 12. Embriones de pasto lloron cultivar Tanganyika, A) embrion normal

uniembrionado, B) Embrién multiple o poliembrionia.
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TABLAS

Tabla 7. Transgénesis utilizando la cepa AGLO pPZP201-BUGI y callos embriogénicos de

los cvs. Tanganyika y Kromdraai como explantos

N° Inoculacion / co-cultivo cv % %
Ensayo Coloracion Regeneracion
Azul (GUS)
Densidad optica 1 0
7 Periodo de Incubacién 2hs T 4

Co-cultivo 2 dias

Acetosiringona 400 micromolar

Tabla 8. Transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y callos embriogénicos de

los cvs Tanganyika y Kromdraai como explantos

N° cv Densidad Co-cultivo Acetosyringona F-68 Vacio % %
Ensayo Optica (OD) (dias) (micromolar) (%) (minutos) GUS Regeneracion
3 K 05 2 200 0,01 5 s/d 0
T s/d 0
6 K 1 2 400 0,01 5 s/d 0
T s/d 0
20 T 05 2 400 0,01 1 0 0
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Tabla 9. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y embriones de

los cvs. Tanganyika y Kromdraai como explantos

NG

Ensayo

cv

Explanto

15 K
Embriones
aislados
14 K
Embriones

elongados

Densidad
Optica (OD)

0,7

Periodo

Incubacién

Co-
cultivo
(dias)

AS
(um)

200

F-68
(%)

No

0,01

%
GUS

%
Rege
nerac

ion

Tabla 10. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGLO pPZP201-BUGI y semillas

maduras heridas de los cvs. Tanganyika y Kromdraai como explantos

N° cv
Ensayo
Explanto

T

9 M

Densidad
Optica (OD)

15

Periodo

Incubacién

1,5hs

Co-
cultivo
(dias)

AS
(um)

400

F-68
(%)

0,01

Vacio

(min)

% %
GUS Rege
nerac
ion
8 0
20 0

AS: acetosyringona.
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Tabla 11. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y semillas

maduras heridas de los cvs. Tanganyika, Kromdraai y Morpa como explantos.

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68 Vac %
Ensayo Optica (OD) Incubacion cultivo (uM) (%) io GUS
(dias) (mi
n)
8 T 0,7 1 2 400 0,01 5 6
M 58
10 T 1 2 400 No No 14
11 T 1 1 2 400 0,01 5
13 T 0,5 ON 3 400 0,01 No
21 T 1 1 5 400 0,01 No 5,45
22 M 0,5 1 3 400 0,01 No 0

%
Regen
eracio
n
1,58
0
19,33
0,5
0,8

0,29
0

Tabla 12. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y semillas

maduras germinadas, del cv. Tanganyika como explanto.

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68  Vacio %
Ensayo Optica (OD) Incubacién  cultiv (um) (%) (min)  GUS
Explanto o
(dias
)
T 1 1 2 400 0,01 5 7,5
12a 13
12b* 0

%
Reg
ener

acio

AS: acetosyringona. 12b*: Semillas germinadas heridas con aguja histoldgica bajo lupa. . T: Tanganyika.
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Tabla 13. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y semillas

maduras sonicadas del cv Tanganyika como explantos

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68 Vacio
Ensayo Optica (OD) Incubaciéon cultivo (um) (%) (min)
(dias)
16 T 1 lhs 2 400 0,01 No

%
GU

S

0

%
Regene
racion

15,12

AS: acetosyringona. T: Tanganyika.

Tabla 14. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y semillas

maduras sin herir + Glads Beads, cv Tanganyika.como explantos.

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68 Vacio
Ensayo Optica (OD) Incubacion cultivo (uM) (%) (min)
(dias)
17 T 1,5 1lhs 2 400 0,01 No

% %

GUS Regenera

0

cion

35,06

AS: acetosyringona. T: Tanganyika.

Tabla 15. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI y semillas

maduras heridas + Glads Beads, cvTanganyika. como explantos

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68 Vacio
Ensayo Optica (OD) Incubacion cultivo (um) (%) (min)
(dias)
18a
18b T 1,5 1 5 400 0,01 No
19

%
GUS

22
34
16

%
Rege
nerac

ion

3,63

AS: acetosyringona. T: Tanganyika.
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Tabla 16. Ensayos de transgénesis utilizando la cepa AGL1 pPZP201-BUGI semillas

maduras sin herir + Glads Beads, cv Tanganyika como explantos

N° cv Densidad Periodo Co- AS F-68 Vacio % %
Ensayo Optica (OD) Incubaciéon cultivo (um) (%) (min) GUS Rege
(dias) nerac
ion
23 T 0,5 lhs 3 400 0,01 No 0 0

AS: acetosyringona. T: Tanganyika.
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Tabla 17. Seleccién de plantas regeneradas in vitro con el agente selectivo fosfinotricina

en tres rondas de seleccion.

Tanganyika Explanto

Cepa
AGL1

MA BCO
MA

SH
SHBCO
SH

SH BCO
SH

SH BCO
SH

SH

SH
SSBCO
SS

SGB BCO
SGB

SHGB BCO
SHGB BCO
SHGB BCO
SHGB
SHGBC
BCO

N°Ensayo

o o0 o1 0o P, A A N DN P

T e i e =
N N O O w Rk O o

182
18b
19
19
23

%
Induccién
de callos
99,33
79,11
88
51,56
36,13
99,33
95
72,19
100
99,68
100
100
99

96
82,27
90,24
98,66
96,26
75
82,66
100
93,99
100

%

Regeneracion

6,66
8,22
10
10,93
5,94
14
2,5
0,89
24,44
1,58
28
19,33
0,5
0,8
15,18
15,12
68
35,06
12,5

3,63
4,76

%
Seleccidn
1

50
16
16
100
50
87
50
50
100
100
43
85
0,5
0,8
8,86
7,51
40
19,94
12,5

1,42

%
Seleccion
2

50

57

62
50
50

89

43
71,42
0,5
0,8

1,26
1,33
4,28
4,16
2,66

0,94

%
Seleccion
3

0

o O O o

0,68
1,33
2,73
4,16
2,66

0,94
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Tabla 18. Seleccidén de plantas regeneradas in vitro con el agente selectivo fosfinotricina

en tres rondas de seleccion.

Kromdraii Explanto N°Ensayo %

Cepa Induccién
AGL1 callo
E 1 97
SH 1 98,66
S 2 89,33
MABCO 4 75,67
MA 4 72

%

Regeneracion

5,33
5,40

%
Seleccion
1

33

57

16

0

50

%
Seleccion
2

33

28

0

25

%
Seleccion
3

0

14

0

Tabla 19. Seleccién de plantas regeneradas in vitro con el

en tres rondas de seleccion.

agente selectivo fosfinotricina

Morpa Explanto Tratamiento %lnduccién
Cepa callos
AGL1 SHBCO 8 19,51

%Regeneracion

2,43

Seleccioén
1
100

Seleccioén
2
0

Seleccién
3
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Figura 13. Curva de respuesta al agente selectivo fosfinotricina en E. curvula var. Tanganyika a los A.10 dias, B.20 dias,

C.30 dias porcentaje de supervivencia en control Omgr/lt y las siguientes concentraciones de 0,50 mgr/lt, 1,00 mgr/It,
2,00 mgr/lt, 2,50 mgr/lt, 3,50 mgr/lt, 4,00 mgr/lt, 6,00 mgr/lt y 8,00 mgr/It.
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Figura 14. Curva de respuesta al agente selectivo fosfinotricina en E. curvula var. Tanganyika a los D. 40 dias,E. 50

dias, F. 60 dias porcentaje de supervivencia en control Omgr/lt y las siguientes concentraciones de 0,50 mgr/It, 1,00

mgr/It, 2,00 mgr/lt, 2,50 mgr/lt, 3,50 mgr/lt, 4,00 mgr/It, 6,00 mgr/lt y 8,00 mgr/It.
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Figura 15. Curva de sensibilidad al agente selectivo fosfinotricina en E. curvula var. Kromdraai a los A.10 dias, B.20
dias, C.30 dias, porcentaje de supervivencia en control Omgr/lt y las siguientes concentraciones de 0,50 mgr/lt, 1,00
mgr/It, 2,00 mgr/It, 2,50 mgr/lt, 3,50 mgr/lt, 4,00 mgr/lt, 6,00 mgr/lt y 8,00 mgr/lt.
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Figura 16. Curva de sensibilidad al agente selectivo fosfinotricina en E. curvula var. Kromdraai a los D.40 dias, E.50
dias, F.60 dias, porcentaje de supervivencia en control Omgr/lt y las siguientes concentraciones de 0,50 mgr/It, 1,00
mgr/lt, 2,00 mgr/lt, 2,50 mgr/lt, 3,50 mgr/It, 4,00 mgr/It, 6,00 mgr/It y 8,00 mgr/It.
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CONCLUSIONES

o En las condiciones utilizadas en esta tesis, no se logro la transformacion estable de
pasto llorén, con lo cual la hipétesis no se cumple, pero se lograron resultados que
permiten visualizar una transformaciébn a corto plazo teniendo en cuenta las

consideraciones especificadas en este capitulo.

o Se obtuvo la curva de minima concentracion inhibitoria de supervivencia al agente

selectivo fosfinotricina para pasto lloron.

o Se obtuvo un protocolo de transformacion transiente para dos cultivares de pasto
lloron a partir de semillas maduras utilizando dos cepas de Agrobacterium tumefaciens,
AGLO y AGL1, que difieren en su capacidad de virulencia, portando el vector binario
pPZP201BUGI.

o El cultivar que mejores resultados arrojé en cuanto a expresion transiente de GUS y
regeneracion de plantas fue Tanganyika (teniendo en cuenta que no hubo suficiente

cantidad de semilla de Morpa para continuar trabajando).

o El mejor explanto en este sentido fueron las semillas maduras heridas.

o Deberan ajustarse algunas variables a fin de obtener un protocolo de transformacion
estable para pasto lloron. Entre los factores a tener en cuenta se encuentran, el tipo
explanto, el genotipo y el incremento del n experimental. La cepa de Agrobacterium y el
vector también deberan tenerse en cuenta, actualmente se cuenta con una amplia bateria

de vectores y cepas obtenidos con nuevas tecnologias que seria conveniente utilizar.
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CONSIDERACIONES FINALES

Para el desarrollo de cultivares mejorados es esencial el conocimiento del modo de
reproduccion de la especie y de la variabilidad genética disponible. EI complejo E. curvula
esta compuesto mayormente por materiales apomicticos. Este modo reproductivo limita los
cruzamientos, que son una herramienta por excelencia del mejorador de plantas y
constituyen un paso esencial en el proceso de mejoramiento. La identificacion de
materiales sexuales en el complejo es indispensable para la obtencion de hibridos. Sin
embargo estos materiales son muy escasos y menos vigorosos que los materiales
apomicticos. En este trabajo de tesis no se logroé la obtencion de hibridos debido a
problemas de incompatibilidad entre los parentales, a pesar de poseer el mismo nivel de
ploidia, pero se logré obtener y caracterizar por marcadores moleculares un ndamero
importante de materiales sexuales, producto de la autofecundacién del parental femenino

debido al efecto mentor del polen del material apomictico.

Se demostrd que los tipos curvula y conferta no son compatibles por lo cual, para obtener
una poblacibn de mapeo por modo reproductivo es menester utilizar parentales

genéticamente mas cercanos.

La caracterizacion de los materiales realizada en esta tesis permitid identificar algunas
plantas con caracteristicas promisorias para utilizarlas en programas de mejoramiento de

la especie.

Actualmente el mejoramiento de plantas puede recurrir a las técnicas biotecnoldgicas tales
como, ingenieria genética, biologia molecular, cultivo de tejidos y transferencia de genes,
herramientas poderosas para introducir nuevas caracteristicas a las especies. El modo
reproductivo en este caso representa una ventaja, dado que el transgen se trasmitird a la
progenie de estas plantas sin recombinacion. Por otro lado la apomixis representa una

barrera importante para la contencion de los transgenes.

En este trabajo se utilizd el método de transformacién mediado por Agrobacterium
tumefaciens, que es un eficiente vector en la Ingenieria genética de plantas como se

describié anteriormente.
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Se puede concluir que en las condiciones utilizadas en este trabajo no se logré la
transformacion estable de pasto llorén, con lo cual la hipétesis no se cumple, pero se
lograron resultados que permiten visualizar una transformacion a corto plazo, teniendo en
cuenta las consideraciones especificadas en el Capitulo 2, ya que se obtuvo un protocolo
de transformacién transiente para dos cultivares de pasto llorén a partir de semillas
maduras utilizando dos cepas de Agrobacterium tumefaciens, AGLO y AGL1, que difieren

en su capacidad de virulencia, portando el vector binario pPZP201BUGI.

El cultivar Tanganyika arrojé los mejores resultados en cuanto a expresion transiente de

GUS y regeneracion de plantas con el explanto semillas maduras heridas.

Deberan ajustarse algunas variables a fin de obtener un protocolo de transformacién
estable para pasto llor6n. Entre los factores a tener en cuenta se encuentran, el tipo
explanto, el genotipo, el aumento del n experimental. La cepa de Agrobacterium y el vector
también deberan tenerse en cuenta, actualmente se cuenta con una amplia bateria de

vectores y cepas obtenidos con nuevas tecnologias que seria conveniente utilizar.
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