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Resumen  

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees, pasto llorón, es una gramínea forrajera, de origen 

sudafricano, extensamente cultivada en la zona semiárida templada de Argentina. El pasto 

llorón es un complejo polimórfico donde la mayoría de sus miembros se reproducen por 

apomixis diplospórica, tipo de reproducción asexual a través de semillas, que conduce a la 

generación de progenies genéticamente idénticas a la planta madre. Los pasos de la 

apomixis implican evitar la meiosis para generar un saco embrionario no reducido 

(apomeiosis), desarrollo del embrión sin fecundación de la ovocélula (partenogénesis) y 

formación de endospermo viable de una manera dependiente o independiente de la 

fertilización de los núcleos polares. 

 

El objetivo general de esta tesis es estudiar la herencia de la diplosporía en Eragrostis 

curvula y localizar la/s región/nes condicionantes de la misma a través de la obtención de 

una población de mapeo a nivel tetraploide, segregante para el modo reproductivo, y de la 

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

 

El primer paso de trabajo de esta tesis fue obtener una población de mapeo tetraploide 

proveniente del cruzamiento entre un genotipo sexual (OTA-S, accesión PI574506 del 

USDA) con un genotipo apomíctico facultativo (cv. Don Walter-INTA). La caracterización 

fenotípica de los híbridos F1, realizada mediante análisis citoembrológicos, dio como 

resultado una proporción 1:1 de plantas apomícticas vs. sexuales (34:27, Chi2 = 0,37), lo 

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

 

La población segregante para este carácter permitió construir el primer mapa de ligamiento 

saturado de E. curvula a nivel tetraploide utilizando marcadores moleculares tradicionales 

(AFLP y SSR) y derivados de secuenciación (GBS-SNP) en el cual se identificó el locus 

que controla la diplosporía. Se construyeron mapas de ligamiento para cada uno de los 

parentales por separado con 1.114 marcadores para OTA-S y 2.019 para Don Walter, 

construyendo en ambos 40 grupos de ligamiento, lo que concuerda con el número de 
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cromosomas al nivel tetraploide. El largo total del mapa de OTA-S fue de 1.335 cM, con 

una densidad promedio de marcadores 1,22 cM/marcador. La longitud del mapa de Don 

Walter fue de 1.976,2 cM, con una densidad de promedio de marcadores de 0,98 

cM/marcador. El locus responsable de la diplosporía fue mapeado en el grupo de 

ligamiento 3 de Don Walter. 

 

Mediante análisis de sintenia, comparando las secuencias de los marcadores GBS-SNP con 

genomas completos de especies relacionadas (Oropetium thomaeum, Cenchrus americanus, 

Setaria italica, Zea mays, Panicum hallii y Oryza sativa) se logró establecer cuáles de los 

grupos de ligamiento de cada parental corresponderían a los grupos de homólogos / 

homeólogos. 

 

El mapa de ligamiento genético que se logró alcanzar en esta tesis es el primer mapa de este 

tipo para E. curvula, es el mapa más saturado para el género Eragrostis y uno de los mapas 

más saturados para entre las gramíneas poliploides forrajeras. 
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Abstract  

Eragrostis curvula (Schrad.) Nees (weeping lovegrass) is an apomictic species native to 

Southern Africa that is used as forage grass in semiarid regions of Argentina. Apomixis is a 

mechanism for clonal propagation through seeds that involves the avoidance of meiosis to 

generate an unreduced embryo sac (apomeiosis), parthenogenesis, and viable endosperm 

formation by in a fertilization-dependent or -independent manner. In this thesis, the first 

saturated linkage map of tetraploid E. curvula is informed, using both traditional (AFLP 

and SSR) and high-throughput molecular markers (GBS-SNP), and the locus controlling 

diplospory is identified. Also syntenic relationships with genomes of other grass species are 

established to identify homologs/homeologs groups. A tetraploid mapping population was 

obtained from the cross between a sexual genotype (OTA-S) with a facultative apomictic 

individual of cv. Don Walter. Phenotypic characterization of F1 hybrids by 

cytoembryological analysis yielded a 1:1 ratio of apomictic vs. sexual plants (34:27, Chi2 = 

0.37), which agrees with the model of inheritance of a single dominant genetic factor. The 

final number of markers was 1,114 for OTA-S and 2,019 for Don Walter. These markers 

were distributed into 40 linkage groups per parental genotype, which is consistent with the 

number of E. curvula chromosomes (containing 2 to 123 markers per linkage group). The 

total length of the OTA-S map was 1,335 cM, with an average marker density of 1.22 cM 

per marker. The Don Walter map was 1,976.2 cM, with an average marker density of 0.98 

cM/marker. The locus responsible for diplospory was mapped on Don Walter linkage group 

3. Syntenic analysis , comparing GBS-SNP markers sequences with complete genomes of 

related species (Oropetium thomaeum, Cenchrus americanus, Setaria italica, Zea mays, 

Panicum hallii y Oryza sativa) allowed to establish the homologs/homeologs groups for 

each linkage map and the relationships between both linkage maps. The genetic linkage 

maps reported in this study, the first such map for E. curvula, is the most saturated map for 

the genus Eragrostis and one of the most saturated maps for a polyploid forage grass 

species. 
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I-Introducción 

 

I.1. Mapeo Genético 

El mapeo genético consiste en determinar la posición de un determinado número de loci a 

lo largo de los cromosomas y de esa manera ordenarlos unos en relación a otros. El 

ordenamiento se basa en la estimación de la frecuencia de recombinación que ocurre entre 

cromosomas homólogos durante la profase I de la meiosis, eventos que se evidencian a 

través de la formación de quiasmas (Collard et al., 2005). La presencia de quiasmas entre 

cromosomas homólogos indica que ha ocurrido un intercambio de material genético. Se 

dice que un cromosoma que presenta un solo quiasma tiene en promedio una longitud de 50 

centiMorgan (cM). La resolución de un mapa y la habilidad para determinar el orden de los 

marcadores en el mismo dependen, entre otras cosas, del tamaño de la población de mapeo 

ya que cuanto más grande es la población es posible obtener mayor resolución (mayor 

cantidad de eventos de recombinación) y de la cantidad de marcadores moleculares 

utilizados (Collard et al., 2005). El tamaño de las poblaciones en estudios preliminares se 

encuentra generalmente en el rango de 50 a 250 individuos (Mohan et al., 1997; Xu, 2010). 

En la práctica, el tamaño de la población está limitado por el número de semillas del que se 

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

 

La construcción de un mapa de ligamiento requiere de tres requisitos fundamentales, una 

población segregante, es decir una población derivada de un cruzamiento, una manera de 

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

 

En relación a la población, el primer paso es la selección de los parentales. Para ello debe 

tenerse en cuenta el objetivo del proyecto, por ejemplo, generar un mapa marco de una 

especie, identificar caracteres cualitativos (QTLs), encontrar loci de resistencia a 

enfermedades u otros. Una vez establecido el objetivo, se realiza la elección de los 

parentales para generar el cruzamiento (contrastantes en el carácter a mapear), se determina 

con qué clase de población trabajar y que generaciones se utilizarán para el análisis 

fenotípico y genotípico (Young, 1994; Collard et al., 2005). 
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En relación al genotipado, los marcadores moleculares, especialmente los de última 

generación, son muy apropiados. Los marcadores genéticos derivan de pequeñas regiones 

de ADN que muestran polimorfismos de secuencia entre individuos dentro de una especie, 

que pueden provenir de modificaciones en la secuencia de ADN o de la longitud de 

fragmentos por inserciones, delecciones o acumulación de copias (secuencias repetitivas). 

Estos polimorfismos son ubicuos y abundantes en todos los organismos vivos y segregan, 

la mayoría de las veces, de manera mendeliana (Collard et al., 2005). Actualmente, los 

principales tipos de marcadores son los basados en la técnica de PCR o en técnicas de 

secuenciación de última generación (NGS) (Kumar et al., 2012). En el primer caso se trata 

de observar cambios en regiones amplificadas de ADN (ej. AFLPs, SSR o microsatélites) 

utilizando distintos criterios para la elección de los cebadores (Gupta, et al., 1999). En el 

segundo caso se utilizan sobre todo polimorfismos de nucleótido simple (SNP, Single 

Nucleotide Polymorphism) que son variaciones en la secuencia de ADN que afectan a una 

sola base de una secuencia del genoma. Una de estas variaciones debe darse al menos en un 

1 % de la población para ser considerada como un SNP (Rafalski, 2002). Si no se llega al 1 

% no se considera SNP y sí una mutación puntual. Otros marcadores que también pueden 

obtenerse por secuenciación son inserciones-deleciones (InDels) (Ren et al., 2012; 

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

 

Diferentes marcadores moleculares se han utilizado para la construcción de mapas de 

ligamiento en numerosas especies, generando marcos genéticos para el estudio de 

caracteres simples y complejos (Lacape et al., 2001; Stein et al., 2007; Jones et al., 2013; 

Clarke et al., 2016). Además, el desarrollo de mapas de ligamiento ha hecho posible la 

disección y el etiquetado de genes de caracteres importantes en distintos cultivos. 

Actualmente los marcadores genéticos se utilizan en investigación básica como en 

mejoramiento vegetal, para la caracterización de germoplasma, aislamiento de genes, 

estudios de diversidad poblacional, selección e introgresión asistida, pureza genética de 

semillas y en la protección de variedades (Remund et al., 2001; Jorasch, 2005; Collard y 

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

 

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

codificantes como en regiones intrónicas o intergénicas, los SNP que afectan a las regiones 
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codificantes son los que más impacto tienen sobre la función de una proteína (si bien 

podrían no alterar la secuencia aminoacídica como consecuencia de la degeneración del 

código genético). Los SNP se consideran una forma de mutación puntual que ha sido lo 

suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte significativa de la 

población de una especie y existen marcadores SNP que detectan el cambio de ese único 

nucleótido (Rafalski, 2002). 

 

El desarrollo de marcadores moleculares, su imputación a los individuos de la población de 

mapeo y el análisis de su segregación ha sido tradicionalmente un proceso de alto costo con 

muchas etapas laboriosas y que consumen mucho tiempo. La aparición de microarreglos de 

SNPs ha reducido el tiempo y los esfuerzos, pero no existen para muchos cultivos. Como el 

desarrollo de SNPs requiere información preliminar de secuencias, su aplicación se ve 

restringida a los cultivos más estudiados. Sin embargo, con el pasar de los años los avances 

de las técnicas de secuenciación de última generación (NGS) permitieron disminuir 

considerablemente los costos y ampliar el potencial de datos generados (Kumar et al., 

2012). Esto permitió el uso de técnicas de secuenciación como una herramienta para la 

obtención de marcadores moleculares en un set limitado de individuos, como parentales de 

poblaciones o progenies seleccionados. 

 

En los últimos años surgió una estrategia denominada genotipado por secuenciación (GBS), 

que utiliza el potencial de las NGS pero repartido en muchos individuos (Elshire et al., 

2011; Poland et al., 2012). La técnica de GBS utiliza el concepto de representación 

reducida del genoma, que se logra usualmente mediante la utilización de enzimas de 

restricción que generan una serie de fragmentos comparables entre los individuos de la 

población. Luego, mediante el uso de secuencias cortas características (código de barras, 

barcode) se marcan los ADNs provenientes de cada uno de los individuos, se agrupan en un 

pool y se secuencian en conjunto. Esta técnica ha permitido lograr mapas de ligamiento de 

alta densidad a bajo costo en cebada, trigo, arroz y alfalfa, entre otros (Poland et al., 2012; 

Spindel et al., 2013; Li et al., 2014.). Una ventaja adicional de trabajar con SNPs generados 

por GBS es que luego de la elaboración del mapa de ligamiento es posible chequear el 

orden de los marcadores con genomas secuenciados de la misma especie o de especies 

relacionadas para establecer si el orden de los marcadores es conservado o no. Esto se 
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puede lograr porque se conoce la secuencia origen del SNP y mediante genómica 

comparativa se puede establecer la sintenia. Los análisis de genética comparativa han 

demostrado que el contenido y orden de los genes es altamente conservado entre diferentes 

especies dentro de la familia de las gramíneas, tanto a nivel de mapa como a nivel de 

megabases (Devos y Gale, 1997). La integración de los mapas de arroz, mijo cola de zorro, 

caña de azúcar, sorgo, maíz y las triticeas mostraron que algunos rearreglos cromosómicos 

caracterizan a los grupos taxonómicos, mientras que surgieron durante o después de la 

especiación. Por ello puede utilizarse esta información para contribuir al análisis de 

especies menos investigadas a este nivel. Recientes estudios del grupo de trabajo indican 

que el 79 % del genoma de E. curvula presenta homología con los genomas de Z. mays y S. 

bicolor (Carballo, comunicación personal). Estos estudios también demostraron que el 

genoma de O. thomaeum, el más pequeño y más cercano disponible con un elevado nivel 

de contiguidad, perteneciente a la tribu Chloridoideae, fue cubierto casi completamente (96 

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

 

Como se trabaja con un gran número de marcadores, los análisis se realizan con la ayuda de 

programas informáticos desarrollados para este propósito (Dwivedi et al., 2007). Existen 

varios programas informáticos, pero los más utilizados son: MapMaker/EXP (Lander et al., 

1987), JoinMap (Stam, 1993), Carthagene (de Givry et al., 2005), GQMol (Cruz y 

Schuster, 2004), Tassel 5.0 (www.maizegenetics.net/tassel, 2018), paquete Onemap de R 

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

 

La construcción de mapas de ligamiento en especies poliploides resulta más complicada 

que en diploides. El mapeo en poliploides presenta problemas característicos respecto a 

diploides, ya que los métodos estadísticos para el estudio de la segregación son mucho más 

complejos y se necesitan poblaciones de mapeo con mayor cantidad de individuos para 

obtener estimaciones fiables de distancia genética (Aversano et al., 2012). La herencia de 

las especies autopoliploides es polisómica, es decir, los cromosomas homólogos dentro de 

un mismo grupo se aparean al azar durante la meiosis. Por otro lado, las especies 

alopoliploides presentan herencia disómica y por ello su genética es similar a la de los 

diploides, excepto por los múltiples genomas que los componen. A E. curvula se lo 

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

y Liebenberg, 1977). 

 

Recientemente, Worthington y col. (2016) desarrollaron los primeros mapas de ligamiento 

saturados de una especie de apomíctica poliploide utilizando marcadores SNP generados 

por GBS. Estos mapas saturados luego se utilizaron para evaluar la sintenia con mijo cola 

de zorro y para identificar los marcadores flanqueantes vinculados a la región genómica 

específica de aposporía (ASGR).  

 

El ultimo requisito y un punto importante a tener en cuenta, si es que el mapa de ligamiento 

se utilizará para estudios de asociación con caracteres de importancia agronómica (Ej. 

rendimiento, resistencia a enfermedades, etc.), es que la población de mapeo debe ser 

evaluada fenotípicamente, es decir, se deben recopilar datos de rasgos morfológicos, 

fisiológicos o de comportamiento (Collard, 2005). La evaluación fenotípica dependerá del 

rasgo a evaluar y del momento fenológico donde se quiere hacer la medición. En el caso 

particular de la apomixis, hay distintas técnicas disponibles que permiten la caracterización 

cuali o cuantitativa del carácter y son descriptas al final del ítem I.3.  

 

 I.2- Eragrostis curvula (Pasto llorón) 

Eragrostis Wolf es uno de los géneros más diversos de la familia Poaceae. Comprende 

alrededor de 350 especies y es el género más representado en las Eragrostideae, una tribu 

cosmopolita compuesta por 80 géneros y alrededor de 1.000 especies distribuidas 

principalmente en regiones tropicales y templado-cálidas de todo el mundo. La tribu no 

posee una agrupación natural sino que fue armada por conveniencia y Eragrostis en sí 

mismo es un grupo polifilético. La naturaleza polifilética de Eragrostis fue confirmada por 

análisis de secuencias conservadas, ITS y trnL-F (Roodt-Wilding y Spies, 2006). La 

característica del género es una panoja con numerosas espiguillas con lemas enteras y 

glabras. Todas las especies de Eragrostis, excepto E. walteri (Voigt et al., 2004), poseen 

anatomía tipo C4 que les permite una mayor eficiencia de fotosíntesis en condiciones de 

alta temperatura. La mayor concentración de especies se produce en Sudáfrica, de donde 

proviene el pasto llorón (Eragrostis curvula (Schrader) Nees). Existen varias especies de 

interés económico, entre las que sobresale E. curvula (forrajera), E. tef (alimentación 
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humana y forraje) y algunas que integran pastizales como E. chloromelas y E. 

lehmanniana, estas últimas difíciles de separar de E. curvula debido a la existencia de 

híbridos con características intermedias. 

 

El pasto llorón (Figura 1) se ha distribuido por todo el mundo por sus características como 

forrajera y como fijadora de médanos en ambientes áridos y de suelos arenosos. En 

Argentina es extensamente cultivada como forrajera en la zona semiárida templada del país, 

donde abarca una superficie superior a las 800.000 has (INDEC 2002). Las principales 

cualidades de esta gramínea son su extraordinaria rusticidad, su capacidad para prosperar 

en suelos pobres en fertilidad y su aptitud para consolidar suelos erosionables de textura 

suelta.  

 

El origen de los cultivares de pasto llorón es difícil de determinar, ya que casi todos 

provienen de selecciones practicadas sobre materiales nativos (Fernández et al., 1991). El 

INTA ha realizado numerosos estudios técnicos y comparativos de variedades, 

principalmente en las EEA Anguil y San Luis, donde se reunieron colecciones de más de 70 

biotipos introducidos de pasto llorón, a partir de los cuales se seleccionaron los cultivares 

argentinos (Fernández et al., 1991; Stritzler y Petruzzi, 2000; Bavera y Peñafort, 2005; 

Torres Carbonell y Marinissen, 2010). 

 

E. curvula incluye genotipos de diferente ploidía (desde 2X hasta 8X, con X = 10), donde 

los diploides son raros en la naturaleza, siendo la mayoría poliploides, existiendo además 

formas aneuploides. Los diploides se reproducen sexualmente y son autoincompatibles 

(necesitan polinización cruzada), mientras que los poliploides se reproducen por apomixis y 

son autocompatibles. Aunque la mayoría de las colecciones realizadas en Sudáfrica están 

constituidas por materiales apomícticos obligados, también existen unos pocos facultativos 

(Brix, 1974; Vorster y Liebenberg, 1977). Tetraploides sexuales no han sido encontrados en 

la naturaleza y solo se conoce un genotipo obtenido experimentalmente del cruzamiento 

entre dos genotipos diploides (OTA-S, USDA). Los materiales par-poliploides parecen ser 

mucho más abundantes que los impar-poliploides en el complejo E. curvula (Poverene, 

1988). La persistencia de los impar-poliploides y aneuploides se debe a la reproducción 
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apomíctica, pero la inestabilidad meiótica que los caracteriza necesariamente debe 

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

 

 

Figura1. A) Detalle de una panoja, B) de una espiguilla y C) de plantas de pasto llorón 

 

El pequeño tamaño de los cromosomas (tamaño medio de 2 a 3 µm), característico de las 

Eragrostoideas, y la dificultad para obtener preparados suficientemente claros son las 

causas de que ningún trabajo citológico sobre pasto llorón presente descripciones de 

cariotipo. Los resultados obtenidos por Poverene (1988) analizando meiosis en anteras de 

pasto llorón concordaron con las observaciones de Streetman (1970) y Vorster y 

Liebenberg (1977) en que las meiosis fueron regulares en plantas con bajo nivel de ploidía, 

mientras que hubo una tendencia a meiosis anormales en los altamente poliploides. En las 

accesiones tetraploides, la presencia de multivalentes demuestra que existe al menos una 

homología parcial u homeología entre genomas, pero la mayor parte de los cromosomas se 

aparea en forma bivalente. Estudios en E. tef, especie del genero más estudiada, indican que 

también es un alotetraploide, vinculado a E. pilosa y E. heterómera, aunque E. curvula 

puede haber participado en la evolución de tef (Ingram y Doyle, 2003; Bekele y Lester, 

1981). La constitución alotetraploide está asociada a una mayor capacidad de adaptación y 

a un incremento en la aptitud biológica comparado con sus diploides progenitores (Leitch y 

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

La apomixis se define como la formación asexual de semilla a partir de tejidos maternos del 

óvulo, evitando los procesos de meiosis y fertilización, dando lugar a descendientes 

idénticos a la planta madre (Nogler, 1984; Koltunow, 1993; Tucker y Koltunow, 2009). 

Aunque a veces se la considera una curiosidad botánica, la apomixis se ha encontrado en 

más de 400 especies de angiospermas. 

 

Las especies apomícticas han desarrollado mecanismos para evitar las vías sexuales, lo que 

implica la formación de gametofitos funcionales sin meiosis (apomeiosis), la formación de 

embriones sin fertilización (partenogénesis) y la formación de un endospermo funcional 

(Figura 2). Este último puede ocurrir de forma completamente autónoma en algunas 

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

 

La distribución de la apomixis en las angiospermas no es homogénea, ya que el 75 % de las 

especies que tiene este modo reproductivo pertenecen a tres familias: Asteraceae, Rosaceae 

y Poaceae, grupos que colectivamente constituyen sólo el 10 % de las plantas con flor. 

Algunos autores han postulado que este patrón de distribución puede reflejar la 

predisposición de cierto grupo de plantas a experimentar los cambios de desarrollo y 

genéticos que caracterizan a la apomixis (Bicknell y Koltunow, 2004). Existe coincidencia 

en considerar que la apomixis ha evolucionado varias veces en forma independiente desde 

ancestros sexuales y puede ser vista como una modificación del programa de reproducción 

sexual (Hörandl y Hojsgaard, 2012). Este origen polifilético hace que la apomixis se 

estudie en cada especie en particular y que los genes y mecanismos involucrados en su 

expresión y regulación sean diversos (Crane, 2001). 

 

Existe una gran diversidad en los mecanismos de formación de una semilla apomíctica. En 

la figura 2, se pueden apreciar los principales modelos comparados con el modelo típico de 

origen de una semilla sexual (tipo Polygonum). Estudios recientes indican que los distintos 

mecanismos apomícticos están presentes en los siguientes números para los diferentes tipos 

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

clasifica como apomixis gametofítica (Figura 2). 

 

Figura 2. Mecanismos de apomixis (diplosporía, aposporía y embriogénesis adventicia) 

comparados con los eventos de la reproducción sexual de plantas (Adaptado de Koltunow, 

1993).  

 

En todos los mecanismos de apomixis conocidos y en todos los genotipos estudiados en 

profundidad se ha observado en la gran mayoría algún grado de sexualidad remanente en 

las plantas apomícticas, por lo que se las debería considerar facultativas. Verdaderos 

apomícticos obligados son los que forman sólo semillas apomícticas y son muy raros en la 

naturaleza (Asker y Jerling, 1992). 

 

A pesar de su amplia distribución en las plantas con flor el carácter apomixis no está 

presente en muchas especies de interés agronómico, a excepción de varias gramíneas 

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

heterocigotas, generalmente poliploides y poco caracterizadas genéticamente. 

 

Existe una relación estrecha entre la apomixis y la poliploidía, ya que la manifestación de la 

misma depende fuertemente del nivel de ploidía, tanto que los genotipos diploides (por 

ejemplo en pasto llorón 2n=2x=20) son generalmente sexuales y los correspondientes 

poliploides (2n=4x=40 o mayores) son apomícticos (Asker y Jerling, 1992; Savidan, 2000). 

Sin embargo, la apomixis es común en plantas diploides con embriogénesis adventicia, 

tales como Citrus, Nothoscordum, Sarcococca y Euphorbia (Gustafsson, 1946). La 

descripción de algunos diploides con apomixis gametofítica parece ser la excepción a la 

regla y podemos encontrar algunos ejemplos de ello en especies de los géneros Boechera 

(Kantama et al., 2007), Paspalum (Norrmann et al., 1989; Siena et al., 2008; Delgado et al., 

2014), Potentilla (Asker y Jerling, 1992) y Brachiaria (Naumova et al., 1999). 

 

Se ha observado que generalmente la hibridación y la poliploidía representan dos procesos 

importantes en la evolución de la apomixis en las angiospermas. Carman (1997) propuso la 

“teoría de la hibridación” que indica que la hibridación de dos especies con diferentes 

caracteres reproductivos puede contribuir a la inducción de la apomixis. El hibrido contiene 

dos sets de genes parentales que están involucrados en el desarrollo del saco embrionario y 

la embriogénesis. La expresión asincrónica de estos genes duplicados lleva a la iniciación 

de procesos embriológicos en lugares y momentos aberrantes, produciéndose de esta 

manera cambios embriológicos que dirigen los procesos reproductivos de sexual a 

apomíctico. 

 

En el género Paspalum la poliploidía parece ser un prerrequisito para la expresión efectiva 

de la apomixis (Quarin y Hanna 1980; Quarin et al., 2001), sin embargo no necesariamente 

está acompañada de hibridación. El apoyo a estas afirmaciones proviene de estudios 

citogenéticos en varias especies poliploides, de análisis de segregación llevados a cabo en 

especies tetraploides apomícticas y de la inducción de tetraploides apomícticos sintéticos. 

Estudios citogenéticos han revelado que una alta proporción de cromosomas forman 

asociaciones multivalentes en apomícticos, sugiriendo un origen autopoliploide (Norrmann 
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et al., 1989; Hojsgaard et al., 2008). Análisis genéticos han revelado herencia tetrasómica 

en tetraploides apomícticos, lo cual también es típico de autopoliploides (Pupilli et al., 

1997; Stein et al., 2004). En adición, autotetraploides obtenidos por duplicación 

cromosómica de diploides sexuales se reproducen apomícticamente (Quarin y Hanna, 1980; 

Quarin et al., 2001). Estos últimos estudios son solo ejemplos, entre muchos otros, que 

sostienen la hipótesis que la mayoría de las especies de Paspalum apomícticas se originaron 

por autopoliploidia a partir de genotipos sexuales. 

 

Otras dos características están presentes en las plantas apomícticas. En general son 

perennes (no anuales) y poseen otros mecanismos de reproducción asexual, tales como 

estolones, rizomas o bulbos. La otra particularidad es que, en general, son apomícticos 

facultativos con un variable grado de sexualidad residual (Spillane et al., 2001). Esta 

sexualidad residual es muy interesante desde un punto de vista evolutivo, ya que permite la 

creación de nuevas combinaciones genotípicas en poblaciones naturales. Además esta 

sexualidad residual encontrada en algunas poblaciones tetraploides puede ser utilizada 

como fuente de variabilidad en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Sartor et 

al., 2011). 

 

Un requisito fundamental cuando se quiere estudiar el modo reproductivo de una especie, la 

herencia de la apomixis o incluso identificar los genes que determinan el carácter es contar 

con métodos simples cuali o cuantitativos que permitan la caracterización fenotípica de los 

parentales y de la progenie. Las metodologías más frecuentes, de acuerdo a Naumova 

(1997) y Sherwood (2001) son: 1- Citoembriología, basada en la observación de las 

diferencias en la megasporogénesis y megagametogénesis entre procesos sexuales y 

apomícticos; 2- Citometría de flujo, basada en el estudio del nivel de ploidía en el 

endospermo (doble fertilización) y en el embrión de la semilla, de manera de establecer la 

relación de ploidía entre ambos, ya que esta relación puede variar en semillas provenientes 

de reproducción sexual y apomíctica) y 3- Pruebas de progenie, ya que dado que las plantas 

apomícticas producen progenie idéntica a la madre, la uniformidad de los descendientes 

con la planta madre indica un posible origen apomíctico. Si bien pueden utilizarse 

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

Mazzucato, 2001). 

 

I.4- Control genético de la apomixis - Herencia 

Los primeros estudios sobre la herencia de la apomixis (Nogler, 1984) demostraron que la 

apomixis está bajo control genético, aunque su expresividad puede verse afectada por 

modificadores genéticos o condiciones ambientales (Savidan, 2001). El estudio de los 

factores genéticos involuclardos en la apomixis se complica por la naturaleza poliploide de 

la mayoría de las especies apomictas, la disponibilidad adecuada de plantas sexuales 

compatibles y las dificultades para clasificar la progenie, particularmente porque los 

componentes de la apomixis pueden segregar. En Panicum spp., en Ranunculus spp. y en 

Hieracium spp. el locus dominante que controla la aposporía co-segrega con la 

partenogénesis, lo que sugiere que un solo locus controla la apomixis. En otros 

apomícticos, los loci genéticos que controlan la apomeiosis, la partenogénesis y la 

formación funcional de endospermo se pueden separar entre sí. Por lo tanto, en estas 

especies, al menos tres loci distintos están involucrados en la apomixis. Además, el control 

genético de cada componente de la apomixis puede ser complejo e involucrar a más de un 

gen. Las especies que exhiben una mezcla de todas las combinaciones de apomixis pueden 

contener múltiples loci que confieren los diferentes componentes en combinación con los 

modificadores asociados (Koltunow y Grossniklaus, 2003). 

 

La apomixis es un carácter de desarrollo complejo, como se refleja en su genética. La 

herencia de la apomixis puede explicarse muy bien por la genética mendeliana, pero todas 

las complicaciones concebibles para el análisis genético parecen acumularse en los 

apomícticos: interacciones génicas epistáticas, componentes expresados esporofíticamente 

y gametofíticamente, modificadores de la expresión, poliploidia, distorsión de la 

segregación y recombinación suprimida (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). A pesar de las 

complicaciones adicionales como la baja fertilidad del polen, los cruzamientos 

interespecíficos y la inestabilidad del genoma que se producen en algunas especies, se ha 

llevado a cabo un gran número de estudios genéticos informativos. 
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Basados en datos de segregación, los genes que controlan la apomixis parecen ser pocos en 

número, aunque existe falta de recombinación en las regiones cromosómicas determinantes 

del carácter, como el locus determinante de la aposporía (ASGR, apospory-specific 

genomic region). La recombinación suprimida entre caracteres y marcadores moleculares 

vinculados es un tema recurrente en los mapas genéticos de los apomícticos, 

particularmente dentro de la familia Poaceae. Esta falta de recombinación se evidencia al 

comparar los marcadores asociados al ASGR con regiones equivalentes de maíz y arroz, 

encontrándose en las plantas apomícticas distancias genéticas muy reducidas y grandes 

distancias físicas en las especies sexuales de referencia. En Pennisetum squamulatum se 

estima que el locus ASGR tiene un tamaño > a 50 Mb, aproximadamente una cuarta parte 

de un cromosoma (Akiyama et al., 2005). Dado el gran tamaño físico estimado, una 

conclusión lógica es que múltiples genes pueden ser requeridos para la apomixis, y un 

mecanismo evolutivo para asegurar su transmisión intacta sería agruparlos en un bloque. 

Tales patrones evolutivos tienen precedentes, como la autoincompatibilidad en Brassica 

(Boyes et al., 1997). Varios mecanismos podrían estar operando para reducir la 

recombinación y mantener el desequilibrio de ligamiento, como divergencia en la secuencia 

de los alelos, un reordenamientos cromosómicos, translocaciones e inversiones y la 

remodelación de la cromatina para mejorar la formación de heterocromatina.  

 

En el caso de la aposporía, los marcadores identificados parecen encontrarse asociados 

definiendo una región genómica específica que muestra una alta restricción a la 

recombinación y está asociada a un efecto pleiotrópico letal o ligada a un alelo con 

letalidad parcial que afecta a los gametos masculinos (Ozias Akins et al., 1998, Pupilli et 

al., 2001, Martínez et al., 2003). Esta región se ha identificado y caracterizado en especies 

como Pennisetum squamulatum (Ozias-Akins et al., 1998; Goel et al., 2003; Akiyama et 

al., 2004), Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al., 1998), Paspalum simplex (Pupilli et 

al., 2001; Pupilli et al., 2004) y P. notatum (Stein, 2006). En Taraxacum, se demostró que 

varios elementos independientes (apomeiosis, partenogénesis y endospermo autónomo) 

controlan la diplosporía (Záveský et al., 2007). Dado que no existe una correspondencia 

entre los marcadores moleculares asociados a la aposporía y a la diplosporía (Leblanc et al., 

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

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

 

Estudios citoembriológicos han revelado que la diplosporía está caracterizada por una 

alteración en el tiempo de desarrollo de la esporogénesis y del embrión (Grimanelli et al., 

2003). Las plantas que exhiben este modo reproductivo muestran un fenotipo 

heterocrónico, resultado de una alteración temporal en la progresión del proceso sexual 

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

  

I.5- Apomixis en E. curvula 

Los primeros estudios sobre el sistema reproductivo del pasto llorón lo describen como 

apomíctico obligado (Brown y Emery, 1958; Leigh, 1960). Streetman (1963) concluyó que 

el tipo de apomixis presente en E. curvula es la diplosporía y la polinización es necesaria 

para la formación de la semilla, prueba de ello es que los embriones no desarrollan hasta 

varias horas luego de la antesis, siendo la diplosporía seguida de pseudogamia. El 

descubrimiento de apomixis facultativa en E. curvula (Voigt y Bashaw, 1973, 1976; Brix, 

1974) demostró que el sistema reproductivo del pasto llorón es sumamente complejo. Voigt 

y Burson (1992) consideran que probablemente la mayor parte de las líneas son 

apomícticas facultativas, con una baja frecuencia de reproducción sexual. En estudios más 

recientes (Meier et al. 2011, Rodrigo et al., 2017), realizados sobre distintos genotipos de 

pasto llorón, se encuentran evidendias de que varios de ellos son facultativos, otros 

apomicticos obligados y algunos sexuales obligados. 

 

La formación del saco embrionario en pasto llorón ha sido descripta por varios autores 

(Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972, 1976; Brix, 1974; Stalker y Wright, 1975; 

Vorster y Liebenberg, 1984; Rabeau et al., 1986). La secuencia inicia cuando la célula 

arquesporial se diferencia a partir de una célula hipodérmica de la nucela, tanto en plantas 

sexuales como apomícticas. El desarrollo puede proseguir luego de dos maneras. El 

desarrollo del saco embrionario sexual es del tipo Polygonum (Vorster y Liebenberg, 1984) 

y el apomíctico diplospórico presenta características que lo hacen distinto a otros por lo que 

se considera como un modelo particular, tipo Eragrostis (Crane, 2001). En el proceso 
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sexual (Figura 3), la célula arquesporial se diferencia a partir de una célula hipodérmica de 

la nucela que se expande poco a poco para dar paso a la primera división meiótica. 

Inmediatamente le sigue la segunda división meiótica, donde la célula calazal y la 

micropilar se dividen transversalmente dando una tétrada lineal, o bien, excepcionalmente, 

la célula micropilar se divide perpendicularmente formando une tétrada en T. Poco después 

de la formación de la tétrada las tres megásporas micropilares degeneran, quedando sólo la 

megáspora calazal, que dará origen al saco embrionario. El saco sexual finaliza su 

formación tras tres divisiones mitóticas dando una célula huevo, dos sinérgidas, dos 

núcleos polares y tres antípodas. Estas últimas pueden dividirse y formar un promedio de 

15 células en el polo calazal (proliferación de antípodas). En el desarrollo del saco 

embrionario diplospórico la célula arquesporial también se diferencia a partir de una célula 

nucelar, que a diferencia del proceso sexual, no se divide meióticamente. Esta célula 

inmediatamente comienza a agrandarse, siendo la vacuola calazal la que más crece, 

volviéndose dominante y forzando al núcleo hacia el polo micropilar. El crecimiento de 

esta vacuola continua hasta que el tamaño de la célula es similar al saco embrionario sexual 

bi o tetranucleado. Luego, esta megáspora elongada, tras dos divisiones mitóticas sucesivas, 

forma el saco embrionario tetranucleado, que se compone de una ovocélula, dos sinérgidas 

y un núcleo polar (Figura 3). En ningún caso se ha observado actividad de las células 

nucelares, por lo que se ha descartado la aposporía como mecanismo reproductivo en pasto 

llorón (Streetman, 1963; Voigt y Bashaw, 1972). 
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Figura 3. Megagametogénesis en pasto llorón. Proceso sexual (izquierda) y apomíctico 

diplospórico, tipo Eragrostis (derecha). 

 

En pasto llorón ya se han evaluado estas técnicas para analizar el modo reproductivo de los 

distintos genotipos (Zappacosta, 2009; Meier et al., 2011). Las pruebas de progenie con 

marcadores RAPDs y los estudios citoembriológicos demostraron ser los más adecuados 

para el análisis del modo de reproductivo, permitiendo la caracterización de plantas 

apomícticas obligadas, apomícticas facultativas y sexuales (Meier et al., 2011). Con 

respecto a la citometría de flujo, como en E. curvula presenta la particularidad de poseer un 

saco embrionario con un núcleo polar no reducido y presentar pseudogamia (unión de un 
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núcleo espermático con el núcleo polar), la relación de ploidías entre el embrión y el 

endospermo es exactamente la misma, tanto en procesos sexuales como apomícticos 

(relación embrión/endospermo 2x/3x). Por tal motivo, esta técnica no logra discriminar 

entre ambos procesos reproductivos. 

I.6- Importancia de la apomixis para la agricultura 

La apomixis tiene enormes aplicaciones potenciales en la agricultura, particularmente en la 

producción de semillas híbridas para mantener el vigor híbrido a lo largo de las 

generaciones (Vielle-Calzada et al., 1996; Spillane et al., 2001; Kumar, 2017) y se han 

hecho esfuerzos para trasferir este carácter a distintos cultivos, pero ningún éxito hasta el 

momento (Kandemir y Saygili, 2014). Este potencial de sostener la heterosis a través de las 

generaciones tendría una enorme repercusión para la agricultura y es la principal razón del 

interés de la ciencia y de las empresas en conocer la base molecular del carácter. El mayor 

valor sería en los principales cultivos de cereales y leguminosas o aquellos cultivos donde 

los híbridos son particularmente valiosos pero difíciles de elaborar. 

 

La apomixis, de amplia distribución en las angiospermas, no está presente en muchas 

especies de interés agronómico, a excepción de varias gramíneas forrajeras, la mandioca, la 

manzana, los cítricos, el mango y la frutilla. Por esta razón se han realizado numerosos 

intentos de introducir la apomixis desde parientes silvestres a especies cultivadas de gran 

distribución como el maíz, el trigo, el mijo y arroz (Grimanelli et al., 2001; Liu et al., 1994; 

Roche et al., 2001; Kumar, 2017) han sido retrasados por barreras interespecíficas y 

ploidias, bloqueando el logro de genotipos agronómicamente aceptables. 

 

Recientemente, un asombroso progreso en la transferencia de esta tecnología a los 

principales cultivos ha surgido en el arroz al generar una planta con la capacidad de generar 

semillas apomícticas mediante la edición de los genes críticos involucrados en la sexualidad 

(Khanday et al., 2019; Wang et al., 2019). Las semillas clonales se produjeron después de 

cruzar una línea MiMe (que lleva versiones mutantes de los genes REC8, PAIR1 y OSD1) 

con una línea transgénica que expresa el activador embriogénico BBM1 (Khanday et al., 

2019) y por edición simultánea de los genes MiMe (REC8, PAIR1, OSD1) y un inductor 

haploide (MTL) en la misma línea (llamado FIX) (Wang et al., 2019). Estos logros notables 
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demuestran la posibilidad de modificar el modo reproductivo de las plantas mediante la 

edición o incorporación de determinados genes involucrados en vías de la gametogénesis y 

megagametogenesis. Sin embargo, la eficiencia de ambos sistemas para generar semillas 

clonales aún está muy lejos de los organismos apomícticos naturales y necesita mejoras 

adicionales para su aplicación práctica. La investigación de los determinantes de la 

apomixis en las especies apomícticas se ha retrasado durante mucho tiempo en 

comparación con otras características de interés agronómico, principalmente porque está 

presente en plantas silvestres que suelen ser poliploides y altamente heterocigotas, y para 

las cuales las herramientas comunes de biología molecular y mejoramiento son difíciles de 

aplicar. Un cuello de botella adicional es el origen polifilético e independiente de la 

apomixis en numerosos taxa, lo que hace que su control genético sea diferente entre 

especies no relacionadas. 

 

I.7- Relevancia del tema 

La apomixis de tipo Eragrostis tiene características particulares que lo convierten en un 

modelo único e interesante para la transferencia de apomixis, especialmente para cultivos 

como el maíz, que son muy sensibles a los cambios en la relación de plopidia entre 

embrión:endospermo, que debe ser igual a 2:3. En nuestro modelo, esta relación es la 

misma que la tanto en la semilla sexual como en la apomíctica. Esta es una diferencia 

importante con respecto a otros modelos apomícticos en los que la situación es variable y 

relajada (el endospermo se puede desarrollar bajo una amplia gama de relaciones) 

(Hojsgaard, 2018). La relación de ploidía embrión:endospermo es estrictamente 2:3 en 

varias especies modelo porque en las primeras etapas del desarrollo del embrión y del 

endospermo, muchos alelos se silencian (imprinting) dependiendo de su origen paterno. 

Cualquier desviación en la dosis resultará en la detención del desarrollo del endospermo y 

el aborto de la semilla (Brukhin, 2017). 

 

I.8- Trayectoria del grupo de trabajo en pasto llorón y apomixis 

Desde hace más de tres décadas, el grupo de investigación viene trabajando en distintos 

aspectos de la fisiología, genética y en la implementación de herramientas biotecnológicas 

para el mejoramiento del pasto llorón (Echenique et al., 1996; Polci, 2000; Echenique et al., 
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2001; Díaz et al., 2004; Díaz y Echenique, 2004). Estos proyectos dieron origen a tres 

materiales vegetales que fueron registrados en el Registro Nacional de Cultivares (RC9191, 

9192 y 9193). Con estos nuevos materiales que eran constrastantes en modo reproductivo y 

fondo genético similar se comenzaron los estudios en la genética y vías de regulación de la 

apomixis (Cardone et al., 2006; Mecchia et al., 2007; Cervigni et al., 2008a; Cervigni et al., 

2008b; Ochogavía et al., 2009). Estos estudios estuvieron basados en la caracterización del 

modo reproductivo, en la expresión diferencial entre materiales apomicticos y sexuales y la 

relación entre la apomixis y el estrés (Meier et al., 2011; Selva et al., 2012; Zappacosta et 

al., 2014; Rodrigo et al., 2017; Selva et al., 2017 y Garbus et al., 2017). Actualmente 

contamos con una lista de genes candidatos implicados en distintas vías metabólicas, sin 

embargo, el desarrollo de una población de mapeo y un mapa genético donde ubicar la/s 

región/es determinantes del carácter son etapas críticas a superar para poder avanzar en la 

determinación de la base genética de la regulación del carácter. Comprender la herencia de 

la apomixis que ocurre naturalmente en diferentes taxones es un requisito previo vital para 

aprovechar su potencial para su expresión exitosa en las plantas cultivadas.
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II. Hipótesis y Objetivos 

 

II.1- Hipótesis 

La apomixis en E. curvula es controlada por una o dos regiones genómicas de herencia 

mendeliana. En este contexto todo el proceso podría desencadenarse por un efecto 

pleiotrópico gobernado por una única región o podrían existir más regiones, controlando la 

diplosporía y la partenogénesis.  

 

II.2-Objetivo general 

El objetivo general de esta tesis es estudiar la herencia de la diplosporía en Eragrostis 

curvula y localizar la/s región/nes condicionantes de la misma a través de la obtención de 

una población de mapeo a nivel tetraploide, segregante para el modo reproductivo, y de la 

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

 

II.3- Objetivos específicos 

1) Caracterizar diferentes genotipos tetraploides de pasto llorón por métodos 

citoembriológicos y moleculares, a fin de seleccionar los más adecuados como parentales 

de la población de mapeo. 

 

2) Generar una población de mapeo de E. curvula a nivel tetraploide, determinar el nivel de 

ploidía de las plantas obtenidas y detectar la naturaleza híbrida de las mismas a través de 

marcadores moleculares. 

 

3) Caracterizar fenotípicamente la progenie híbrida obtenida utilizando citoembriología y 

determinar la herencia del carácter. 

 

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

determinantes de la diplosporía.
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III. Materiales y Métodos 

 

III.1- Material vegetal 

 

III.1.1- Genotipos 

Los materiales de Eragrostis curvula evaluados en esta tesis se mantuvieron en invernáculo 

y forman parte de la colección existente en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal 

(CERZOS-UNS), provenientes de INTA Anguil (La Pampa) y del USDA (United States 

Department of Agriculture). En la Tabla 1.1 se detallan los materiales de pasto llorón 

utilizados, indicando sigla con la que se les hará referencia, tipo agronómico (según 

clasificación de Covas, 1991), número cromosómico, modo reproductivo y la procedencia 

de la semilla. 

 

III.1.2- Cruzamientos realizados 

Para la obtención de una población de mapeo se requieren parentales contrastantes en el 

carácter a evaluar, en nuestro caso modo reproductivo. Se realizaron varios cruzamientos 

para obtener una población de mapeo (progenie F1) a nivel tetraploide (2n = 4x = 40) y 

segregante para la diplosporía. El genotipo sexual (OTA-S, USDA accesión PI574506) se 

cruzó con varios donantes de polen, algunos de ellos apomícticos facultativos (Morpa 

USDA accesión PI591632, Ermelo USDA accesión PI232986, Don Walter INTA) y un 

apomíctico obligado (Tanganyika, USDA accesión PI234217). Para realizar los 

cruzamientos las plantas de ambos parentales se colocaron aisladas en un sector del 

invernáculo y la polinización fue favorecida acercando y moviendo panojas del dador de 

polen diariamente. Como no fue posible la castración en el parental femenino 

(emasculación), a causa del tamaño y la morfología de las espiguillas, una porción de las 

semillas obtenidas fue producto de autofecundación. 
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Tabla 1. Materiales de pasto llorón utilizados en el trabajo, indicando la sigla con la cual se 

hará referencia al material en el texto, el tipo agronómico, número cromosómico, modo 

reproductivo y origen de las semillas. 

Cultivar Sigla Tipo agronómico Número 

cromosómico (2n) 

Modo 

reproductivo 

Origen (*) 

Morpa MINTA Curvula 40 Apomíctico USDA 

Ermelo EINTA Curvula 40 Apomíctico USDA 

Tanganyika TINTA Curvula 40 Apomíctico INTA 

Tanganyika TUSDA Curvula 40 Apomíctico USDA 

Don Walter DW Conferta 40 Apomíctico INTA 

OTA-S OTA Conferta 40 Sexual USDA 

 

(*) INTA (Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria), USDA (United States 

Department of Agronomy). 

 

III.1.3- Siembra de las semillas y establecimiento de las plantas F1 

Las semillas provenientes de los cruzamientos, luego de dos meses de almacenadas a 4 °C, 

se sembraron en almácigos con tierra estéril y luego de un mes las plantas se trasplantaron a 

macetas individuales. Con esta metodología germinaron solo unas pocas semillas y muchas 

de las plántulas murieron al poco tiempo de emerger, por lo que se decidió germinar las 

semillas in vitro y mantener las plántulas en estas condiciones hasta que pudieran ser 

trasladadas al invernáculo. Para ello las semillas se sumergieron en alcohol 70 % por 5 min, 

lavandina al 50 % por 10 min seguido por tres lavados en agua destilada estéril. Luego de 

esto las semillas se sembraron en placas (50 semillas/placa) con medio de cultivo de 
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Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962), compuesto de 4,33 gr de sales MS 

(Sigma), 30 gr de sacarosa, 8 gr de agar y 1 ml de vitaminas MS (vitaminas MS, 1 mg/ml, 

Sigma), en 1 L de agua destilada y se llevaron a cámara de cultivo a 25 °C en oscuridad. 

Luego de aproximadamente 30 días, las plantas se pasaron a vasos plásticos de 330 ml con 

mezcla orgánica (Grow Mix-profesional; Terrafertil S.A., Moreno, Argentina). Durante los 

primeros 15 días del trasplante, a fin de evitar la deshidratación, se colocó una cubierta 

transparente sobre las plantas. Las mismas fueron mantenidas en cuarto de cultivo durante 

dos meses, posteriormente fueron trasladadas a invernadero y trasplantadas a macetas de 5 

y 10 L con un fotoperíodo natural de 15 h de luz en el período de floración de primavera. 

 

A raíz de que las plantas madre no fueron emasculadas, para confirmar que las plantas F1 

fueran realmente híbridas, a los individuos de la progenie se los analizó con marcadores 

moleculares (RAPD) y sus patrones de amplificación se compararon con los de ambas 

plantas parentales. Se consideraron plantas híbridas aquellas que presentaron al menos tres 

marcadores paternos. 

 

Los RAPD se amplificaron siguiendo los protocolos descritos por Rodrigo y col. (2017) y 

las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla Suplementaria 1. Las 

amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 µl, conteniendo 50 ng de 

ADN, 200 ng de primer, 2 U Taq polimerasa (InVitroGen, Brasil), 62,5 mM de Cl2Mg, 0,2 

mM de cada uno de los dNTPs y solución tampón 1X (InVitroGen, Brasil) en un 

termociclador Biorad (MyCycler, Estados Unidos), utilizando un programa que consistió en 

6 min de desnaturalización inicial a 94 °C, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 94 °C, 45 seg a 

36 ºC y 1 min a 72 °C; además de un paso final de extensión de 6 min a 72 °C. Los 

fragmentos amplificados se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 % y 

se corrieron a una potencia de 40 W durante 90 min. Las bandas fueron visualizadas por 

tinción con nitrato de plata y digitalizadas. 
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1.4- Estimación del tamaño del genoma de lo parentales y determinación del nivel de 

ploidía de las plantas obtenidas 

En el caso de las mediciones de ploidía las hojas fueron maceradas en una caja de Petri con 

1 ml de solución de extracción tamponada de Otto I (Otto, 1990). La composición de la 

solución tampon fue la siguiente: 4,5 g de ácido cítrico monohidratado 0,1 M 1 ml Tween 

20 al 0,5 % v/v en 200 ml de agua destilada. Posteriormente la suspensión de núcleos es 

pasada por un filtro de nylon de 42 µm y vertida sobre el tubo receptor plástico, al cual se 

le adicionan 2 ml de solución tampón de tinción Otto II (28,65 g de Na2HPO4.12H2O en 

200 ml de agua destilada y DAPI 4 mg/ml). La intensidad relativa de fluorescencia en el 

citómetro de flujo fue calculada a través de la medición de más de 1.000 núcleos por 

muestra, utilizando como control el genotipo diploide Victoria, los genotipos parentales 

tetraploides (OTA-S y Don Walter) y el genotipo heptaploide Don Eduardo. Esto se 

determinó en un citómetro de flujo Partec PA (Partec GmbH, Münster, Alemania) con una 

absorbancia de 350 nm (Johnston et al., 1999) y una emisión de 450 nm (Doležel, 1995) en 

el Instituto de Floricultura del INTA.  

 

Para la estimación del tamaño del genoma se siguió el siguiente protocolo: 

aproximadamente 0,5 cm2 de tejido foliar fresco, junto con una cantidad igual de tejido 

foliar de Secale cereale cv. Dankovske (estándar con genoma de tamaño conocido), se 

cortó en trozos pequeños con hoja de afeitar en buffer de extracción (5 mM Tris, 2 mM 

Na2EDTA, 80 mM KCl, 20 mM NaCl, 15 mM β-mercaptoethanol y 0,1 % [v/v] Triton 

X-100, pH 7.5). La suspensión de núcleos se filtró e incubó en 100 µl de una solución de 

tinción que contenía ioduro de propidio (100 mg/l) y RNasaA. La suspensión de núcleos 

teñida se analizó utilizando un citómetro de flujo (Partec, Sysmex). El tamaño del genoma 

fue estimado en base al valor corresponiente al estándar utilizado, S. cereale cv. 

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

 

III.2- Observaciones citoembriológicas  

Las panojas se colectaron en el momento de presentar los primeros signos de antesis, 

tiempo en el cual es posible encontrar todo el rango del desarrollo del saco embrionario, 

desde la célula arquespórica hasta la posible fertilización (Brown y Emery, 1958; 
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Streetman, 1963). Estas fueron inmediatamente fijadas en FAA (10 % formol, 5 % ácido 

acético, 50 % alcohol y 35 % agua destilada) donde se conservaron hasta el momento de su 

utilización. Luego se procedió a la inclusión de las espiguillas, por separado, en parafina 

(Paraplast), montado y corte en micrótomo en secciones de 10 µm de espesor de acuerdo a 

la técnica de Johansen (1940). Las secciones se tiñeron con safranina-fast green. Los 

preparados fueron observados en un microscopio óptico Nikon Eclipse TE300. Para el 

fenotipado se siguieron los criterios establecidos en Meier y col. (2011), donde para 

diferenciar entre procesos sexuales y apomícticos se tiene en cuenta la presencia o no de 

meiosis o degenerantes y la cantidad y posición de los núcleos en el saco embrionario 

(Tabla 2). 

 

Tabla 2. Características de la megasporogénesis y megagametogénesis propias de los 

procesos sexuales y apomícticas utilizadas para el fenotipado (de acuerdo a Meier et al., 

2011). 

Proceso sexual Proceso apomíctico 

  
Célula Madre de la Megáspora no 

elongada 
Célula Madre de la Megáspora elongada 

Tétrada (meiosis) Sin rastros de meiosis 
Posición de núcleos durante las divisiones 

mitóticas en el saco embrionario 
- saco binucleado 

- saco tetranucleado 

Posición de núcleos durante las divisiones 
mitóticas en el saco embrionario 

- saco binucleado 
- saco tetranucleado 

Saco embrionario maduro con ocho o más 
núcleos (proliferación de antípodas) 

Saco embrionario maduro generalmente 
con cuatro núcleos (sin antípodas) 

________________________________________________________________________ 

Para caracterizar una planta como sexual o apomíctica, se siguieron los criterios propuestos 

por Savidan (2000) donde las plantas se consideran sexuales cuando solo presentan 

procesos sexuales en los pistilos observados y apomícticos cuando se observa al menos un 

proceso apomíctico. Se contabilizaron al menos 30 pistilos con sacos embrionarios en 

estadios óptimos para cada una de las plantas F1 evaluadas para el modo reproductivo. 
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III.3- Extracción de ADN 

Se utilizó un protocolo de extracción rápida a partir de material fresco (Zappacosta et al., 

2011). El ADN genómico se extrajo utilizando la siguiente solución reguladora: 50 mM 

Tris-HCl 1M pH 8, 10 mM EDTA 0,5 M pH 8, 100 mM ClNa 5 M, 10 % SDS y 10 mM β-

mercaptoetanol. Para la extracción se partió de material fresco (aprox. 100 µg) de plantas 

de aproximadamente tres meses de edad. Se cortaron hojas en pequeñas porciones y se 

colocaron en un mortero con nitrógeno líquido y se homogeneizaron. El producto obtenido 

se transfirió a un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 700 µl de solución tamponada de extracción 

y se incubó durante 20 min a 65 ºC con agitación lenta (estufa con agitador vertical). 

Posteriormente se agregaron 200 µl de 5 M CH|3CO2K y se incubó en hielo durante 20 min. 

Pasado ese tiempo se centrifugaron los tubos en una centrífuga Eppendorf (20 min a 13.000 

RPM) para eliminar restos de tejido. El paso anterior se repitió para lograr un sobrenadante 

más limpio. El mismo se transfirió a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 700 

µl de isopropanol para precipitar el ADN. Los tubos se incubaron durante 10 min a -20 ºC. 

El ADN se precipitó por centrifugación a 13.000 rpm durante 4 min El precipitado se lavó 

con 600 µl de alcohol 70% y se centrifugó durante 4 min a 13.000 RPM. Este lavado se 

repitió una segunda vez. Luego el pellet se secó a estufa a 37°C o en flujo laminar durante 

aproximadamente 30 min y se resuspendió en 100 µl de solución TE 1X. La concentración 

y calidad de ADN se determinó en un espectrofotómetro (Spectroquant Pharo 300-Merck) 

con lecturas a DO260 y DO280. 

 

III.4- Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de amplificación (AFLP) 

Para ello se siguió el protocolo de Vos y col. (1995) con algunas modificaciones. Alícuotas 

de 500 ng de ADN genómico fueron simultáneamente digeridas con las enzimas de 

restricción PstI y MseI. Los fragmentos fueron ligados a adaptadores para PstI y MseI y 

constituyeron las plantillas para las siguientes amplificaciones. Los cebadores para la pre-

amplificación, para contenían un nucleótido selectivo, P+A y M+A respectivamente. Los 

productos de la pre-amplificación fueron diluidos (1:6) en 10 mM Tris y 0,1 mM EDTA y 

fueron usados como plantillas para la segunda ronda de amplificación, donde se utilizaron 

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

se encuentran en la Tabla Suplementaria S1.  

 

Se utilizaron 20 combinaciones de cebadores y los programas utilizados para la 

amplificación fueron los indicados por Vos y col. (1995). Para aumentar la confiabilidad de 

los datos, se realizaron por duplicado. Luego de las amplificaciones, los productos de PCR 

fueron mezclados con solución de siembra (98 % (v/v) formamida, 10 mM EDTA, 0,025 % 

(p/v) azul de bromofenol y 0,025 % (p/v) xilencianol) en proporción 6:1, desnaturalizados a 

95 °C durante 5 min e inmediatamente llevados a hielo. Seis microlitros de las muestras 

desnaturalizadas fueron cargadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6 % (p/v). 

Los productos de amplificación fueron visualizados con tinción de plata y digitalizados 

para el posterior análisis. 

 

III.5- Microsatélites (EST-SSRs) 

Los microsatélites de pasto llorón se desarrollaron a partir de ESTs con el programa SSR 

Discovery a partir de los transcriptomas previamente secuenciados por el grupo de trabajo 

(Cervigni et al., 2008a; Garbus et al., 2017). La secuencia de los cebadores utilizados se 

encuentra en la Tabla Suplementaria 1. Para la amplificación se utilizó el siguiente 

protocolo: solución tampón 1X, 2,5 mM Cl2Mg, 0,125 mM (c/u) dNTPs, 10 mM de 

cebador, 1,6 U Taq polimerasa (InVitroGen) y 50 ng ADN. El programa de amplificación 

fue tipo Touchdown (la temperatura baja de a 1°C en los primeros ciclos de amplificación): 

94 °C 4 min, 18 ciclos de 94 °C 30 seg, 68 °C 30 seg (-1 °C/ciclo), 72 °C 1 min, 30 ciclos 

de 94 °C 30 seg, 50 °C 30 seg, 72 °C 1 min, 72 °C 10 min, en un ciclador MJ Research 

100. Los productos de amplificación se separaron en geles de acrilamida al 6 % que se 

tiñeron con plata y digitalizados para el posterior análisis. 

 

III.6- Genotipado por Secuenciación (GBS) 

 

III.6.1- Extracción de ADN  

Para la extracción del ADN requerido para GBS se utilizó un protocolo que nos asegurara 

una excelente calidad de ADN, tanto en las relaciones de absorbancia 260/280, como en la 
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integridad del mismo. Se tomaron porciones basales de hojas frescas (porción cercana al 

tallo), se cortaron en pequeñas porciones con tijera y se colocaron en tubos Eppendorf de 

1,5 ml que tenían 2 bolitas de acero de 3 mm. Los tubos se sumergieron en nitrógeno 

líquido y luego se colocaron en un lizador Tissuelyser II (Qiagen, EE.UU.) donde se 

aplicaron 2 pulsos de 45 seg con una frecuencia de 25,5 movimientos por segundo. 

Inmediatamente después se agregaron 0,8 ml de buffer de extracción (100 mM Tris HCl pH 

8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA pH 8; 2 % (w/v) CTAB y β-mercaptoetanol 0,5 ml / 100 ml 

de buffer) y se incubaron los tubos durante 30 min a 65 °C, invirtiéndolos regularmente. 

Luego se agregaron 0,4 ml de cloroformo y se dejaron 10-15 min a temperatura ambiente, 

luego de lo cual se centrifugaron a 12.000 RPM durante 10 min. El sobrenadante (fase 

acuosa) se traspasó a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y el ADN se precipitó con 0,8 vol 

de isopropanol (0,64 ml), a temperatura ambiente, invertiendo el tubo un par de veces para 

que se mezcle. Inmediatamente después se centrifugó 1 min a 12.000 RPM y el pellet se 

lavó primero con etanol 70 % y luego con etanol absoluto. Luego de secar el pellet a 

temperatura ambiente bajo campana o flujo laminar durante 1 hora, el ADN se resuspendió 

en 70 µl de TE conteniendo 20 µg/ml de ARNasa. 

 

III.6.2- Selección de individuos y diseño de muestras para GBS  

El ADN fue enviado al Biotechnology Center (University of Wisconsin-Madison, EE.UU.; 

https://www.biotech.wisc.edu/services) donde se realizó la construcción de la librería y su 

secuenciado. Los ADNs se enviaron en una placa acorde a las especificaciones realizadas 

por el servicio de secuenciación (50 µl de 150 ng ADN/µl).. El ADN de los genotipos 

parentales se envió por cuadriplicado a fin de aumentar la cantidad de lecturas y hacer más 

eficiente la búsqueda de SNPs, se incluyeron 86 individuos de la población y dos controles 

(una muestra blanco sin ADN, solo con agua, y una muestra del cv. Victoria, diploide 

sexual cuyo genoma se ha secuenciado y se encuentra en proceso de ensamblado en el 

grupo de trabajo,Tesis Doctoral Ing. Agr. José Carballo (Tabla 3).  
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Tabla 3. Diseño de la placa con muestras de ADN enviadas al servicio de secuenciación de 

la University of Wisconsin-Madison (OTA-2 y DW-19 son los parentales de la población, 

Z002-Z271 son los individuos de la población y Blanco y Victoria son dos controles). 

ADN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A DW Z016 Z031 Z103 Z119 Z155 Z194 Z208 Z216 Z224 Z259 Blanco 

B 

OTA-
S Z017 Z032 Z105 Z122 Z158 Z195 Z209 Z217 Z225 Z260 Victoria 

C Z002 Z020 Z033 Z109 Z128 Z160 Z197 Z210 Z218 Z226 Z262 DW-19 

D Z007 Z021 Z034 Z111 Z131 Z162 Z198 Z211 Z219 Z229 Z263 OTA-S 

E Z008 Z024 Z039 Z112 Z138 Z167 Z203 Z212 Z220 Z237 Z266 DW 

F Z009 Z025 Z056 Z113 Z140 Z171 Z205 Z213 Z221 Z251 Z268 OTA-S 

G Z011 Z028 Z057 Z115 Z146 Z174 Z206 Z214 Z222 Z252 Z269 DW 

H Z012 Z030 Z100 Z116 Z154 Z191 Z207 Z215 Z223 Z258 Z271 OTA-S 

 

Al arribar las muestras al Biotechnology Center, la concentración de ADN fue nuevamente 

verificada utilizando el kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA kit (Life Technologies, Grand 

Island, EE.UU.). 

 

III.6.3- Elección de la enzima de restricción  

La selección de la enzima de restricción, que debe dejar 2 o 3 pb libres, ser de corte poco 

frecuente en la fracción genómica repetitiva y generar fragmentos de tamaño relativamente 

uniforme, es de crítica importancia. Para ello se probaron las enzimas ApeKI, PstI, NsiI y la 

combinación de las enzimas PstI/MspI y NsiI/MspI. ApeKI es una endonucleasa de 

restricción tipo II que reconoce secuencias degenerantes de 5 pb (GCWGC, siendo W una 

A o T) y es parcialmente sensible a la metilación. Las enzimas NsiI (ATGCA|T) y PstI 

(CTGCA|G) son de corte poco frecuente e insensibles a la metilación. MspI (C|CGG) es 

una enzima de corte frecuente que reconoce sitios de 4 pb (Elshire et al., 2011, Poland et 

al., 2012, Fu et al., 2016). En la prueba se digirieron 50 ng de ADN genómico durante 2 hs 

utilizando 10 veces la concentración de reacción de la enzima recomendada por el 

fabricante (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). Los fragmentos producto de 

cada corte enzimático fueron visualizados utilizando un BioAnalyzer 2100 (Agilent). 
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III.6.4- Construcción y secuenciado de las librerías de GBS 

Un esquema básico del protocolo utilizado para realizar GBS se muestra en la Figura 4. La 

construcción de la librería y su secuenciado se realizó en el Biotechnology Center (UWBC) 

de acuerdo al protocolo descripto por Elshire y col. (2011), con algunas modificaciones. 

Brevemente, 50 ng de ADN fueron digeridos utilizando la enzima de restricción 

seleccionada previamente ApeKI (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.), después 

de lo cual se ligaron con la enzima T4 ligasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. 

UU.) a los adaptadores con barcode disponibles para el secuenciado utilizando la 

plataforma Illumina. Las 96 muestras fueron agrupadas y amplificadas para proporcionar 

cantidades de fragmentos adecuados para la secuenciación, eliminándose los dímeros de 

adaptadores mediante purificación con perlas SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization 

magnetic beads). La calidad y cantidad del ADN de la librería preparada se evaluó 

utilizando el chip de alta sensibilidad del bioanalizador Agilent (Agilent Technologies, Inc., 

Santa Clara, CA, EE.UU.) y el kit de ensayo Qubit® dsDNA HS (Life Technologies, Grand 

Island, NY, EE.UU.), respectivamente. La generación de clusters se realizó utilizando los 

kits HiSeq SR Cluster v3 cBot (Illumina Inc, San Diego, CA, EE.UU.). La celda de flujo se 

secuenció en una sola lectura de 100 pb utilizando el kit HiSeq SBS v4 (Illumina Inc., San 

Diego, CA, EE.UU.) en un secuenciador HiSeq2500 (Illumina Inc., San Diego, EE.UU.). 

A raíz de que un porcentaje importante de las secuencias generadas presentaban 

adaptadores en tándem (provocaba que las secuencias limpias resultantes sean cortas), el 

servicio de secuenciación decidió hacer nueva limpieza de la librería con beads (perlas) y 

una nueva secuenciación. Ambas secuenciaciones se sumaron en el análisis bioinformático 

para la obtención de SNPs. 
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Figura 4. Pasos para la elaboración de la biblioteca GBS. Nota: Se pueden procesar 

simultáneamente hasta 96 muestras de ADN. (1) Las muestras de ADN, los adaptadores 

con barcode y los pares de adaptadores comunes se colocan en la placa y se secan; (2-3) las 

muestras luego se digieren con ApeKI y los adaptadores se ligan a los extremos de los 

fragmentos de ADN genómico; (4) la ligasa T4 se inactiva por calentamiento y una alícuota 

de cada muestra se agrupa y se pasa por una columna de exclusión por tamaño para 

eliminar los adaptadores que no reaccionaron; (5) se añaden cebadores apropiados con 

sitios de unión en los adaptadores ligados y se realiza una PCR para aumentar el conjunto 

de fragmentos; (6-7) Los productos de PCR se purifican y los tamaños de los fragmentos de 

la librería resultante se verifican en un analizador de ADN. Adaptado de Elshire y col. 

(2011). 

 

III.6.5- Filtrado de datos de las secuencias crudas 

Los datos de secuenciación sin procesar generalmente contienen varios tipos de errores y 

artefactos, como errores de denominación de base, bases de baja calidad, contaminación 

con adaptadores y lecturas duplicadas. Por lo tanto, es necesario realizar la evaluación de la 

calidad y la corrección de lecturas mediante filtrado o recorte de lecturas o regiones de baja 

calidad. Para ello, las lecturas de 100 pb obtenidas de la plataforma Illumina Hi-Seq 2500 

se recortaron utilizando el software Cutadapt version 1.14 (Martin, 2011) con los 

parámetros: low-quality ends (–q = 20); ii) maximum error rate (–e = 0.1); iii) overlap 

length (–O = 1) y iv) adapter (-a = AGATCGGAAGAGC), luego, las secuencias limpias 

resultantes se evaluaron con el software FastQC version 0.11.5 (Andrews et al., 2011). 

Usando los códigos de barras (barcode) proporcionados por el servicio de secuenciación y 

las lecturas filtradas, se procedió a la búsqueda de novo de SNPs (SNPs discovery) y la 
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llamada de genotipos (genotype calling) utilizando el software Tassel 5.0 UNEAK 

(Glaubitz et al., 2014) con los siguientes parámetros: i) minimum number of reads (-s = 

40.0000.000); ii) enzyme used to create the GBS library (-e = ApeKI); iii) minimum count 

of a tag to be output (-c = 10); iv) error tolerance rate in the network filter (-e = 0.02); v) 

minimum minor allele frequency (-mnMAF = 0.01); vi) maximum minor allele frequency 

(-mxMAF = 0.5); vii) minimum call rate (-mnC = 0.6) y viii) maximum call rate (-mxC = 

1). Este método no requiere una secuencia de referencia, ya que la búsqueda de SNPs se 

realiza directamente dentro de pares de etiquetas de secuencia (tags) coincidentes y se filtra 

a través del análisis de red. 

 

III.6.6- Análisis de la segregación de los marcadores SNP 

Para la construcción de los mapas de ligamiento se utilizaron los marcadores que 

cumplieron con los siguientes requisitos: 1) ser heterocigotos en un progenitor y 

homocigotos en el otro; 2) tener un valor p de la prueba de Chi2 mayor que alfa; 3) se 

excluyeron los SNPs con alelos inesperados, 4) solo se incluyeron los SNP con segregación 

de dosis única (1: 1), 5) se consideraron homocigotas los individuos con SNPs que tuvieran 

al menos 5 lecturas. Aquellos que tenían menos de 5 lecturas se consideraron datos 

faltantes, 6) se excluyeron los SNPs con más del 5 % de datos faltantes. Esta selección de 

SNPs se realizó con el software Excel. Los marcadores que cumplían estos requisitos se 

dividieron en los dos conjuntos de datos de marcadores de cada parental para la 

construcción de los mapas de ligamiento.  

 

III.7- Construcción de los mapas de ligamiento  

Se construyeron mapas de ligamiento genético por separado para ambos parentales de la 

población, OTA-S y Don Walter, utilizando el software JoinMap 4.1 (Van Ooijen, 2006) 

con la opción de población CP (población de hermanos completos F1, con padres de 

polinización cruzada) y siguiendo la estrategia de pseudo-testcross de dos vías (Van Ooijen, 

2006). Para garantizar una alta calidad en el mapa de ligamiento de cada parental, se 

seleccionaron aquellos SNPs que segregaban en un solo parental, es decir que un parental 

era homocigota para ese SNP y el otro heterocigota. Aquellos SNPs para los cuales ambos 

parentales eran heterocigotas (código "hk x hk" en Joinmap) no se consideraron en este 
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estudio, ni tampoco los SNPs para los cuales ambos progenitores eran homocigotas (no 

hubo segregación). Se armaron planillas Excel de cada parental por separado y se 

codificaron en el formato requerido por Joinmap (códigos "lm x ll" y "nn x np" para cada 

parental). Una vez cargados en Joinmap, se usó la opción de eliminación de marcadores 

idénticos y se agrupó el resto de los marcadores con un LOD (logaritmo de probabilidades) 

de 7 o superior (a intervalos de 0,5). En cada grupo de ligamiento, los marcadores se 

ordenaron utilizando el algoritmo de regresión con el mínimo nivel de LOD de 1,0 y 

frecuencia de recombinación máxima inferior a 0,4. Las distancias fueron estimadas 

utilizando la función de mapeo de Kosambi (Kosambi, 1944). Para el resto de los 

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

 

III.8- Análisis de sintenia 

Las secuencias extendidas de los SNPs mapeados se compararon contra los genomas de 

Oropetium thomaeum (VanBuren et al., 2018), Cenchrus americanus (Varshney et al., 

2017, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA294988), Setaria italica (Bennetzen 

et al., 2012; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA32913), Zea mays (Jiao et al., 

2017), Panicum hallii (Bioproject: PRJNA250527) y Oryza sativa (Kawahara et al., 2013). 

Los marcadores que se alinearon en una posición única en los genomas (P < e-4), con 

identidad > 80 % y una cobertura query > 70, se utilizaron para asignar cada grupo de 

ligamiento a un cromosoma y para identificar los grupos de homologos / homeologos. Para 

ello se utilizó el software BLAST 2.7.1 (Altschul et al., 1990). Para graficar la sintenia 

entre los mapas y los genomas de referencia se utilizó el software Circos v0.69 (Krzywinski 

et al., 2009). 
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IV- Resultados 

 

IV.1- Cruzamientos realizados y semillas F1 obtenidas 

Dada la importancia de disponer de una población para mapear las regiones que controlan 

la apomixis en pasto llorón, con el grupo de trabajo del CERZOS hemos realizado 

numerosos cruzamientos durante varios años tendientes a la obtención de la misma. La 

primera dificultad fue disponer de un parental femenino sexual a nivel tetraploide, a fin de 

poderlo cruzar con el donante de polen apomíctico (Zappacosta, 2009). En el año 2003 se 

obtuvieron dos plantas tetraploides a partir de la duplicación de un diploide sexual que 

derivaba de un tetraploide apomíctico (Cardone et al., 2006). Esas plantas fueron 

clasificadas como sexuales dada la variación que presentaba su progenie con marcadores 

moleculares. En aquel momento no se analizó el modo reproductivo por citoembriología, 

cuando se hizo, en el año 2007 se determinó que las plantas eran altamente sexuales, pero 

presentaban sacos apomícticos (Zappacosta et al., 2014), por lo cual se decidió no 

utilizarlas como parentales femeninos en las cruzas para obtener la población segregante. 

En el año 2008 se logró introducir la accesión OTA-S (accesión PI 574506 del USDA, 

Estados Unidos), un genotipo 100 % sexual (Voigt, 1976; Meier et al, 2011). Este material 

vegetal fue utilizado como parental femenino en cruzamientos con plantas del cv. 

Tanganyika (accesión PI 234217 del USDA), obteniéndose una importante producción de 

semilla (Tabla 4). En la siembra de estas semillas se observaron problemas de germinación 

y vigor en las plántulas, lo cual dio por resultado un bajo número de plantas normales 

(Tabla 4). El análisis molecular de la progenie mediante marcadores AFLPs (Figura 5) para 

verificar la naturaleza híbrida de los individuos obtenidos reveló que gran parte de los 

plantas eran producidas por autofecundación (Figura 2).  
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Tabla 4. Número de semillas germinadas, germinadas sin tallo o sin raíz, plantas necróticas 

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

S x Tanganyika USDA, sobre medio de cultivo MS.  

Cruzas  Número 

de 

semillas 

Semillas 

germinadas 

Plantas 

sin 

raíz/tallo 

Plantas 

necróticas 

Plantas 

normales 

Porcentaje 

de plantas 

normales 

ene-feb 
2009 

650 313 76 97 140 45 

sep-nov 
2009 

1400 499 68 225 206 41 

ene-mar 
2010 

663 312 132 137 111 36 

Total 2713 1124 276 459 445  

 

 

Figura 5. Patrones de amplificación de marcadores AFLPs de plantas de pasto llorón 

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

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

descendientes F1 . O: OTA-S; T: Tanganyika USDA. Las flechas en color blanco indican 

bandas polimórficas del padre. 
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Semillas: 2713

Híbridos: 6

A DCB

 
 

Figura 6. Porcentaje de plantas híbridas de pasto llorón obtenidas del cruzamiento OTA-S 

x Tanganyika USDA. A: Porcentaje de semillas germinadas y no germinadas; B:Porcentaje 

de plantas de desarrollo normal, plantas necróticas y plantas sin raíz/tallo; C: Porcentaje de 

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

 

Dado el bajo porcentaje de individuos híbridos obtenidos del cruzamiento OTA-S x 

Tanganuika-USDA, se evaluaron otros cultivares tetraploides como donantes de polen. Para 

ello, en el año 2014 se evaluaron individuos de los cultivares tetraploides (2n = 4x = 40) 

Morpa (accesión PI 591632 del USDA), Ermelo (accesión PI 232986 del USDA), 

Tanganyika (INTA) y Don Walter (INTA), los dos últimos genotipos provenientes del 

Banco de Germoplasma del INTA (EEA Anguil, La Pampa). En el caso de los tres 

primeros cultivares (Morpa, Ermelo y Tanganyika-INTA) se obtuvieron pocas semillas, 

pero cuando se trillaron las cruzas de OTA-S x Don Walter se obtuvo un gran número de 

semillas. Este cultivar posee una ventaja adicional sobre los anteriores, que es un mayor 

parentesco con OTA-S, ya que ambos pertenecen al tipo agronómico conferta (Poverene, 

1988; Covas, 1991). El análisis citoembriológico de Don Walter reveló que es un 

apomíctico facultativo que posee un 75 % de sacos apomícticos y un 25 % de sacos 

sexuales. Con la semilla obtenida se procedió a la siembra in vitro en medio MS, 

transplante y análisis por marcadores moleculares para identificar plantas híbridas. 

 

A fin de identificar los individuos híbridos se seleccionaron tres primers RAPDs, que 

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

7 y 8. 
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Figura 7. Porcentaje de plantas híbridas de pasto llorón obtenidas del cruzamiento OTA-S 

x Don Walter INTA. A: Porcentaje de semillas germinadas y no germinadas; B: Porcentaje 

de plantas de desarrollo normal, y plantas con desarrollo anormal; C: Porcentaje de las 

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

 

 

Figura 8. Patrones de amplificación de RAPDs (primer 248) de plantas de pasto llorón 

derivadas del cruzamiento OTA-S x Don Walter revelado en gel de acrilamida al 6 %. A la 

derecha del gel se observan los patrones de bandas parentales por duplicado y a su 

izquierda los de las plantas descendientes F1. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA. Las 

flechas en color indican bandas polimórficas del padre y las estrellas la presencia de 

marcadores paternos en la descendencia. 

 

Finalmente se obtuvieron 367 plantas derivadas del cruzamiento entre los cultivares OTA-S 

y Don Walter. El origen híbrido se verificó en una primera etapa con marcadores RAPD y 

se seleccionaron 86 plantas. Posteriormente, luego de un análisis con marcadores AFLPs, 
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19 de estas plantas fueron eliminadas, ya que provendrían de autopolinización del 

progenitor femenino. Más adelante, y luego de la secuenciacion, otros cinco individuos 

fueron eliminados debido a baja cobertura del GBS (ver más adelante en punto IV.3.3.3). 

En función de las consideraciones anteriores, la población para generar el mapa de 

ligamiento quedó finalmente constituida por 62 plantas híbridas. El análisis de ploidía 

realizado con el citómetro de flujo indicó que todas las plantas obtenidas eran del mismo 

nivel de ploidía que los parentales, es decir tetraploides. 

 

IV.2 - Observaciones citoembriológicas  

Una vez que los híbridos florecieron se realizó la colecta de panojas para la caracterización 

del modo reproductivo por citoembriología. En la Figura 9 se pueden observar las 

estructuras típicas usadas para la clasificación de los pistilos en procesos sexuales o 

apomícticos (diplospóricos). En la Tabla 5 se muestran los resultados de la observación de 

los cortes de 1.905 pistilos y en la Figura 10 se puede observar el porcentaje de procesos 

apomícticos y sexuales en 61 individuos de la población de mapeo, ya que una planta no 

florecio. Siguiendo el criterio de que una planta es considerada apomíctica cuando posee 

por lo menos un pistilo con reproducción apomíctica (Savidan, 2000), los 61 individuos de 

la población analizados se reparten en 27 sexuales y 34 apomícticos. Estos números, 

analizados con un test Chi2 (34:27, Chi2 = 0.37), muestran una proporción 1:1 

(apomixis/sexualidad), lo que indica un modo de herencia mendeliana siendo la apomixis 

dominante sobre sexualidad. A su vez se puede observar en la Figura 10 que el porcentaje 

de procesos apomícticos en las plantas apomícticas es variable (0-97 %), existiendo todo un 

gradiente de expresión de la apomixis. 
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Figura 9. Desarrollo del saco sexual (A, B, C, D, E) y diplospórico (F, G, H) en plantas de 

pasto llorón. Bar: 10 µm. Secciones teñidas con safranina-fast green. (A) Tres células de 

una tétrada lineal de megasporas. (B) Megaspora funcional calazal y megasporas 

degenerantes. (C) Saco binucleado. (D) Saco tetranucleado. (E) Saco octanucleado maduro. 

(F) Célula madre de la megáspora elongada. (G) Saco binucleado. (H) Saco tetranucleado 

maduro. a: antípodas, chn: núcleos calazales, dm: megasporas degenerantes, e: ovocélula, 

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

 

Tabla 5. Pistilos de plantas híbridas de pasto llorón provenientes de la cruza OTA-S x Don 

Walter, observados con la tinción de safranina-fast green para caracterizar a la plantas por 

su modo reproductivo en apomícticas o sexuales. Sex: Pistilos sexuales; Apo: Pistilos 

apomícticos; % Apo: Porcentaje de pisticos apomícticos; % Sex: Porcentaje de pistilos 

sexuales; A-S: Clasificación de la planta por su modo reproductivo (A: Apomíctica, S: 

Sexual). 

Genotipo Apo Sex Total % Apo % Sex A-S Genotipo Apo Sex Total % Apo % Sex A-S 

DW 59 21 80 74 26 A Z138 9 14 23 39 61 A 

OTA 0 28 28 0 100 S Z140 0 52 52 0 100 S 

Z002 22 3 25 88 12 A Z146 31 15 46 67 33 A 

Z005 20 4 24 83 17 A Z154 3 7 10 30 70 A 

Z007 13 0 13 100 0 A Z155 0 26 26 0 100 S 

Z008 8 25 33 24 76 A Z157 0 27 27 0 100 S 

Z016 0 40 40 0 100 S Z158 0 52 52 0 100 S 

Z017 18 3 21 86 14 A Z160 0 25 25 0 100 S 

Z020 0 21 21 0 100 S Z161 0 18 18 0 100 S 
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Z022 42 13 55 76 24 A Z162 0 11 11 0 100 S 

Z024 17 9 26 65 35 A Z164 0 37 37 0 100 S 

Z025 0 26 26 0 100 S Z167 0 40 40 0 100 S 

Z027 0 5 5 0 100 S Z171 0 22 22 0 100 S 

Z028 0 74 74 0 100 S Z174 0 27 27 0 100 S 

Z030 23 3 26 88 12 A Z191 4 19 23 17 83 A 

Z031 17 2 19 89 11 A Z194 32 3 35 91 9 A 

Z032 21 5 26 81 19 A Z196 30 20 50 60 40 A 

Z033 0 23 23 0 100 S Z197 48 5 53 91 9 A 

Z034 0 43 43 0 100 S Z203 17 2 19 89 11 A 

Z036 6 0 6 100 0 A Z208 0 20 20 0 100 S 

Z039 0 8 0 0 100 S Z210 24 2 26 92 8 A 

Z056 0 35 35 0 100 S Z218 1 30 31 3 97 A 

Z057 15 16 31 48 52 A Z219 0 40 40 0 100 S 

Z103 19 23 42 45 55 A Z221 0 50 50 0 100 S 

Z105 23 12 35 66 34 A Z222 6 0 6 100 0 A 

Z109 7 1 8 88 13 A Z227 2 13 15 13 87 A 

Z111 37 7 44 84 16 A Z237 21 7 28 75 25 A 

Z113 0 51 51 0 100 S Z252 20 4 24 83 17 A 

Z119 0 44 44 0 100 S Z259 30 1 31 97 3 A 

Z122 2 12 14 14 86 A Z269 1 30 31 3 97 A 

Z128 0 34 34 0 100 S Z271 22 2 24 92 8 A 

Z131 0 33 33 0 100 S Total 670 1245 1907    

 

 

Figura 10. Porcentaje de sacos embrionarios diplosporicos y sexuales en los individuos de 

la población de mapeo de pasto llorón (OTA-S x Don Walter).  

Cabe aclarar que con este análisis, donde los individuos de la población de mapeo fueron 

caracterizados como sexuales o diplospóricos es posible mapear regiones condicionantes de 
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la diplosporía (capacidad de formar sacos no reducidos), pero no la capacidad de desarrollar 

embriones a partir de estos sacos (partenogénesis). Esto se considerará más adelante dentro 

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

 

IV.3- Marcadores Moleculares 

 

IV.3.1 - Marcadores AFLP 

Las 12 combinaciones de primers de AFLPs utilizadas permitieron identificar 93 bandas 

polimórficas en los parentales de la población (36 para OTA-S y 57 para DW). Con estos 

marcadores fue posible identificar 19 plantas no híbridas, las cuales habían sido 

seleccionadas positivamente con los marcadores RAPD. En la Figura 11 se muestra un 

patrón de amplificación típico, revelado en geles de poliacrilamida al 6 % teñidos con plata. 

 

 

Figura 11. Patrón de amplificación de AFLP típico revelado en geles de poliacrilamida al 6 

% teñidos plata. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA; calles 3-48: individuos de la 

población F1. Las flechas en color indican bandas polimórficas en los parentales. 

 

IV.3.2 - Marcadores EST-SSR  

Los marcadores EST-SSR se obtuvieron a partir de primers desarrollados en nuestro 

laboratorio en base a transcriptomas florales de E. curvula desarrollados previamente 

(Cervigni et al., 2008a; Garbus et al., 2017). De aquí se seleccionaron 9 primers que 

resultaron polimórficos entre los parentales de la población. Como este tipo de patrones de 

amplificación son complejos de analizar, debido a la presencia de múltiples bandas, se 

analizaron las bandas independientemente y se codificaron como presencia/ausencia, como 

se realiza en un marcador dominante. Otros autores han tomado el mismo criterio para 



  

52 
 

evaluar este tipo de marcadores codominantes en poliploides (Ebina et al., 2007; Cidade et 

al., 2013; Armando et al., 2015). En total se genotiparon 11 marcadores en toda la 

población (seis presentes en OTA-S, SSR1-SSR6 y cinco presentes en Don Walter, SSR1 a 

SSR5). En la Figura 12 se muestra un patrón de amplificación típico, revelado en gel de 

poliacrilamida al 6 % teñido con plata. 

 

 

Figura 12. Patrón de amplificación de SSR en gel de poliacrilamida al 6 % teñido con 

plata. O: OTA-S; DW: Don Walter-INTA; calles 3-66: individuos de la población F1. La 

flecha en color indica una banda polimórfica entre los parentales. 

 

IV.3.3 - GBS y Marcadores SNP 

 

IV.3.3.1- Elección de la enzima de corte 

El primer paso antes de realizar la librería para GBS fue la elección de la enzima de 

restricción para generar los fragmentos de tamaño adecuado. En la La Figura 13 se muestra 

que la enzima ApeKI y la combinacion de las enzimas PstI/MspI y NsiI/MspI logran cortar 

el ADN de la muestra control (mezcla de ADN de los parentales) en fragmentos de 

aproximadamente 200 pb, mientras que las enzimas PstI y NsiI en forma independiente no 

lo logran.  



  

53 
 

 

Figura 13. Electroforesis de fragmentos de ADN de pasto llorón digeridos con las enzimas 

ApeKI, PstI, NsiI y la combinacion de las enzimas PstI/MspI y NsiI/MspI. L: Marcador de 

peso molecular.  

 

La distribución de los fragmentos de ADN obtenidos de la digestión con ApeKI se puede 

observar en la Figura 14, como un pico entre 184 y 187 pb. En la Tabla 6 esto se 

correlaciona con la mayor concentración de fragmentos de esos tamaños, que sumados 

acumulan 19,56 ng/ul. En el caso de las enzimas combinadas, como se puede ver en la 

Figura 15 y Tablas 7 y 8, se lograron fragmentos de similar tamaño pero en menor cantidad. 

En base a estos análisis se optó por utilizar la enzima ApeKI para la construcción de la 

librería de ADN para GBS. 

 

 

Figura 14. Tamaño de los fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la 

población de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) obtenidos de la digestión con 

ApeKI analizados con el BioAnalyzer 2100. 
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Tabla 6. Análisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la población 

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

 

 

A

 

B 

 

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

población de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) obtenidos de la digestión con 

PstI/MspI (A) y NsiI/MspI (B) analizados con el BioAnalyzer 2100. 

 

Tabla 7. Análisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la población 

de mapeo de E. curvula (OTA-S x Don Walter) cortados con PstI/MspI. 
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 Tabla 8. Análisis de fragmentos de ADN de una mezcla de los parentales de la población 

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

 

 

 

IV.3.3.2- Análisis de secuencias Illumina 

El informe de secuenciación FastQC entregó un tamaño de secuencias de 101 pb (Figura 

16), con una concentración de CG del 59 % (Figura 17). Sin embargo, se identificó la 

presencia de un alto contenido de adaptadores (Figura 18), es decir que las secuencias 

tenían copias en tándem de adaptadores en los extremos. A raíz de este resultado, el 

servicio de secuenciación de la Universidad de Wisconsin decidió realizar una nueva 

limpieza de la librería con perlas magnéticas y una nueva ronda de secuenciación. En esta 

nueva secuenciación se obtuvieron resultados similares, por lo que se optó por usar las 

secuencias obtenidas en las dos rondas de secuenciación, eliminar los adaptadores de las 

secuencias obtenidas y las secuencias que quedaron demasiado cortas para el análisis 

posterior fueron eliminadas (Tassel UNEAK necesita secuencias de 64 pb para buscar 

SNP). 
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Figura 16. Distribución del largo (en pb) de las secuencias obtenidas de la librería de ADN 

de pasto llorón utilizando la plataforma Illumina. 

 

 

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

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

con la plataforma Illumina. 

 

IV.3.3.3- Filtrado de los SNPs 

El conjunto de las dos rondas de secuenciación produjo 366.193.356 lecturas de 100 pb. 

Como se mencionara en el ítem anterior, se eliminaron 33.350.780 lecturas de baja calidad 

y sin el sitio de corte de la ApeKI, quedando 332.842.576 lecturas que fueron analizadas 

con el software Tassel UNEAK para identificar SNPs (de novo SNP discovery y SNP 

calling). En este paso se eliminaron cinco individuos de la población (Z116, Z154, Z217, 

Z223 y Z252) por su bajo número de lecturas. La profundidad de cobertura para cada 

muestra se detalla en la Tabla Suplementaria S2. 

 

La búsqueda de SNPs con el software Tassel UNEAK identificó 178.559 SNPs. Estos datos 

fueron posteriormente analizados con Excel para eliminar los SNPs que no cumplían con 

los criterios descriptos en la sección Materiales y Métodos. El primer paso fue eliminar los 

marcadores con datos faltantes en las plantas parentales quedando 106.105 SNP. Luego se 

seleccionaron los SNP segregantes que eran heterocigotos en uno de los progenitores y 

homocigotos en el otro, lo que dió como resultado 28.074 y 33.765 SNP para OTA-S y Don 

Walter, respectivamente. Luego se eliminaron los SNPs con alelos inesperados en la 

progenie, por ejemplo, algunos SNPs con alelos C/G en uno de los parentales y C/C en el 

otro presentaban individuos de la descendencia con G/G que no eran esperados. Una 

explicación para la aparición de estos alelos inesperados podría ser la falta de cobertura en 

esa región del genoma o errores en la secuenciación. Como no se puede adjudicar el error a 
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los alelos parentales o de la descendencia, la sola presencia de un individuo de la progenie 

con alelos inesperados hizo eliminar el SNP de los análisis subsiguientes. Se identificaron y 

eliminaron 5.426 y 5.340 SNPs con alelos inesperados para OTA-S y Don Walter, 

respectivamente. Posteriormente se analizó la segregación y solo se conservaron los SNPs 

que presentaban una segregación 1:1 acorde a un test Chi2. Finalmente, se eliminaron los 

SNPs que presentaron más de un 5 % de datos faltantes (missing data). El número final de 

marcadores SNP para OTA-S fue de 1.447 y de 2.192 para Don Walter. La Tabla 9 muestra 

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

 

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

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

Marcadores SNP OTA-S Don Walter 

Heterocigotas en cada parental 28.074 33.765 

Sin alelos inesperados 22.648 28.425 

Alelos de dosis simple (segregación 1:1) 9.829 11.991 

Datos perdidos ≤ 5 % 1.447 2.192 

 

IV.4 – Mapa de ligamiento 

En la construcción de los mapas de ligamiento se utilizaron SNPs (3.639 marcadores), 

SSRs (11 marcadores) y AFLPs (93 marcadores) distribuidos en cada parental como se 

muestra en la Tabla 10. El número final de marcadores para cada mapa fue 1.489 para 

OTA-S y 2.255 para Don Walter. En este último también se sumó el fenotipo (modo 

reproductivo) con el nombre de APO (diplosporía). 

 

Tabla 10. Número total de marcadores para cada parental de la población de mapeo de E. 

curvula (OTA-S x Don Walter). 

Tipo de Marcador OTA-S Don Walter 

SNPs 1.447 2.192 

SSRs 6 5 

AFLPs 36 57 

Diplosporía  1 

Total 1.489 2.255 
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Usando valores de LOD entre 7 y 8,5 se armaron 40 grupos de ligamietno para Don Walter, 

constituidos por 2.019 marcadores (Tabla 11), con una distancia promedio entre 

marcadores de 0,98 cM. Solo 236 marcadores (10,46 %) quedaron sin asignarse a ningún 

grupo de ligamiento. La longitud de los grupos de ligamiento se encontró en el rango de 15 

a 93 cM y la distancia genética mas larga entre marcadores fue de 0 a 14,2 cM. El promedio 

de marcadores por grupo fue de 50,5, quedando conformados los grupos de ligamiento por 

entre 7 y 123 marcadores. En la Figura 19 se presentan los 40 grupos de ligamiento de Don 

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

 

Tabla 11. Distribución de los 40 grupos de ligamiento generados en ambos parentales de la 

población de mapeo de E. curvula (OTA-S x D. Walter), número de marcadores por grupo 

y longitud de los mismos (en cM). 

OTA-S Don Walter 

LG N° de marcadores Longitud (cM) N° de marcadores Longitud (cM) 

1 43 33,3 123 64,1 

2 28 30,6 103 70,4 

3 47 40,8 66 57,9 

4 101 63,0 118 65,7 

5 65 63,2 109 53,7 

6 62 36,1 103 82,1 

7 57 49,1 97 65,9 

8 54 29,5 94 93,0 

9 53 72,5 84 75,5 

10 45 23,7 75 71,4 

11 46 43,9 73 68,6 

12 45 47,6 65 61,4 

13 42 27,5 63 79,2 

14 42 46,4 62 56,3 

15 41 76,7 62 63,0 

16 37 31,3 61 56,0 

17 32 21,2 58 56,2 

18 31 26,8 54 55,4 

19 30 41,1 51 31,4 

20 29 52,3 50 35,4 
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21 24 28,6 46 64,7 

22 19 39,3 45 32,6 

23 18 29,6 36 40,7 

24 17 43,5 35 31,5 

25 16 55,6 33 27,9 

26 15 25,8 31 65,2 

27 13 20,4 28 62,6 

28 8 20,1 28 23,1 

29 8 28,5 21 30,0 

30 7 29,4 20 29,1 

31 7 9,8 19 42,9 

32 7 39,2 17 34,8 

33 6 14,3 13 32,7 

34  3 8,3  13 40,4 

35  3  15,7 13 32,0 

36  3 32,0  13 18,9 

37  3  14,7 12 34,3 

38  3  16,7 9 36,8 

39  2  1,6 9 18,4 

40  2 5,0  7 15,0 

Total 1.114 1.335,0 2.019 1.976,2 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19 (continúa) 
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Figura 19. Mapa de ligamiento del genotipo apomíctico cv. Don Walter de pasto llorón. 

Los grupos de ligamiento se construyeron utilizando el programa Joinmap 4.1. El nombre 

de los marcadores se encuentra a la derecha y la distancia entre marcadores (en cM) a la 

izquierda de cada grupo de ligamiento.  

 

El carácter diplosporía (APO) se ubicó en el grupo de ligamiento 3 del mapa de Don 

Walter, cosegregando con cuatro marcadores SNP (TP135456, TP107627, TP79423 y 

TP95591) que presentan una frecuencia de recombinación de 0 con el locus APO (Figura 

14). Esta falta de recombinación en el entorno del locus esta en concordancia con estudios 

realizados en otras especies, donde se ha informado una zona de baja recombinación en el 

entorno del locus APO (Ozias-Akins y van Dijk, 2007; Albertini et al., 2010; Ortiz et al., 

2013). En la Figura 20 se muestra un detalle de los marcadores que flanquean a la región 

determinante del carácter diplosporía en E. curvula. 
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Figura 20. Fragmento del grupo de ligamiento 3 del cv. Don Walter de pasto llorón donde 

se ubica el locus APO, determinante de la diplosporía.  

 

En el caso del mapa materno (OTA-S) se utilizaron para su construcción 1.447 SNPs, 36 

AFLPs y 6 SSRs, todos ellos de segregación 1:1. Con los marcadores se formaron 40 

grupos de ligamiento utilizando valores de LOD entre 7,0 y 9,0 (Figura 21), constituido por 

un total de 1.114 marcadores, con una distancia promedio entre marcadores de 1,2 cM. 

Trescientos setenta y cinco marcadores (25,2 %) quedaron sin asignarse a ningún grupo de 

ligamiento. La longitud de los grupos de ligamiento se encontró en un rango de 5 a 72 cM y 

la distancia genética entre marcadores fue de 0 a 20,7 cM. El promedio de marcadores por 

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

IV.5 – Sintenia 

Para identificar los grupos de homólogos/homeólogos las secuencias extendidas de los 

SNPs mapeados se compararon contra los genomas de Oropetium thomaeum, Cenchrus 

americanus, Setaria italica, Zea mays, Panicum hallii y Oryza sativa. Teniendo en cuenta 
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que los genomas de referencia utilizados solo se encuentran disponibles como haplotipos 

(número básico de cromosomas) el análisis realizado nos permitió identificar grupos de 

cromosomas homólogos y homeologos juntos, sin discriminar entre ambos, por eso de aquí 

en adelante se los denomina grupos de homólogos / homeólogos. 

 

Utilizando como referencia para el análisis la especie más cercana, de la que se dispone un 

genoma secuenciado de alta calidad (contiguidad), Oropetium thomaeum se encontró que 

477 (40 %) marcadores de OTA-S y 900 (45 %) marcadores de Don Walter fueron 

asignados a posiciones únicas (mejor coincidencia) con los parámetros mencionados 

anteriormente en Materiales y Métodos (identidad > 80 % y cobertura de consulta > 70). 

Aunque el orden de los marcadores y sus posiciones en el genoma de O. thomaeum no 

están altamente conservados en E. curvula, el análisis de los gráficos de Circos mostró que 

los marcadores de cada grupo de ligamiento tienden a agruparse en el mismo cromosoma 

(Figuras 22A y 22B). Como un ejemplo podemos mencionar el grupo de ligamiento 4 de 

OTA-S que presenta homología con el cromosoma 4 de O. thomaeum (líneas rojo oscuro en 

la Figura 22A). En el caso del mapa de Don Walter, el grupo de ligamiento 5 presenta 

homología casi completa con el cromosoma 3 de O. thomaeum (líneas rojas en la Figura 

22B). Sin embargo, también es posible observar grupos de ligamiento que presentan 

homología con más de un cromosoma, como es el caso del GL8 de Don Walter cuyas líneas 

en la Figura 22B se dirigen mayoritariamente a los cromosomas 7 y 8 de O. thomaeum. En 

la Figura 23 puede observarse que los marcadores del grupo de ligamiento 3 de Don Walter 

(que contiene el APO locus determinante de la diplosporía) son sinténicos con el 

cromosoma 5 de O. thomaeum. Ya que la representación de sintenia en los Circos no es tan 

fácil de visualizar se elaboró la Tabla 12, donde se muestran los grupos de homólogos / 

homeólogos. Para la construcción de los grupos de homólogos / homeólogos se consideró 

que si la mayoría de las homologías (número de marcadores con homología) supera en tres 

veces al resto se considera que el GL presenta homología solo con un cromosoma y se lo 

considera como grupo de ligamiento exclusivo. Los grupos de ligamiento compartido son 

aquellos que presentan homología con dos o tres cromosomas (en ningún caso con un 

número de marcadores tres veces mayor al resto). Este análisis nos permitió identificar 

grupos de homólogos / homeólogos para cada mapa de ligamiento, establecer la relación 
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entre los dos mapas y validar los mapas genéticos de E. curvula saturados. En las Tablas 

Suplementarias S3 y S4 se presentan los datos detallados de los SNPs que presentaron 

homología en cada grupo de ligamiento. 

 

El mismo estudio de sintenia con los genomas de las otras especies relacionadas (Cenchrus 

americanus, Oryza sativa, Panicum hallii, Setaria italica y Zea mays), arrojó resultados 

similares a los descriptos anteriormente (Tablas Suplementarias S5 y S6).  
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Figura 22. Gráficos de circos mostrando las relaciones de sintenia entre los grupos de 

ligamiento de E. curvula (A:OTA-S, B:Don Walter) y los cromosomas de O. thomaeum. 

Números del 1 al 40 representan los grupos de ligamiento de cada parental de la población 

de mapeo de E. curvula y los códigos CHR1 a CHR10 representan los cromosomas de O. 

thomaeum. 
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Figura 23. Comparación del grupo de ligamiento 3 de E. curvula (Don Walter) con el 

cromosoma 5 de O. thomaeum.  
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Tabla 12. Grupos de homólogos / homeólogos obtenidos mediante la comparación con el 

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

homología principalmente con un cromosoma (número de homologías por lo menos tres 

veces superior) y GL Compartido a GLs que presentaron homología con más de un 

cromosoma. 

 

OTA-S Don Walter Cromosoma 

O. thomaeum  GL Exclusivo  GL Compartido  GL Exclusivo  GL Compartido 

1 6, 11, 17 16, 32 1, 4, 14, 22  

2 5, 12, 13, 34 16, 24 2, 9, 12, 36 13, 34, 35 

3 10, 15, 18, 19, 22, 

28 

16, 32 5, 6, 25, 29 34, 35 

4 1, 2, 4, 14, 40 24 7, 19, 23, 31 24, 40 

5 8, 26, 29 32 3, 11, 26, 30  

6 3, 20  16, 20, 28, 33  

7 7, 21, 31  10, 18, 32, 38 8 

8 25 16 21, 37 8 

9 9, 23, 30  15, 17, 27 40 

10 27, 33 24 39 13, 24, 35 

 

IV.6-Tamaño del genoma 

Finalmente, se evaluó el contenido absoluto del ADN genómico en los genotipos parentales 

de la población de mapeo. El análisis de citometría de flujo arrojó un tamaño de genoma 

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

 

El análisis de segregación del modo reproductivo en nuestra población de mapeo 

tetraploide de E. curvula reveló una proporción de 1:1 de individuos diplospóricos contra 

sexuales. Este tipo de herencia apoya la hipótesis de que la diplosporía está controlada por 

un solo factor genético dominante en E. curvula, como se describe para otras especies 

apomícticas diplospóricas, como Taraxacum officinale (Vijverberg et al., 2004) y 

Tripsacum dactyloides (Grimanelli et al., 1998). Voigt y colaboradores realizaron estudios 

tendientes a dilucidar el control genético de la apomixis en pasto llorón (Voigt y Bashaw, 

1972; Voigt y Burson, 1992) y fenotiparon, por test de progenie, descencientes F2 midiendo 

varios caracteres morfológicos, obteniendo una proporción de descendencia apomíctica 

versus sexual de 1:1,4. Estos autores observaron que cuando el grado de sexualidad es bajo, 

las pruebas de progenie suelen dar resultados equívocos. Por esta razón en un estudio 

posterior (Poverene y Voigt, 1995) se evaluó el uso de isoenzimas para realizar pruebas de 

progenie trabajando con individuos previamente caracterizados para el carácter, 

obteniéndose buenas correlaciones entre las pruebas de progenie con isoenzimas y la 

caracterización por citoembriología y morfología. En 1992, Voigt y Burson, proponen un 

modelo genético simple para la herencia de la apomixis en pasto llorón, donde la apomixis 

es dominante sobre la sexualidad y es controlada por un solo gen. Éste análisis asume que 

la sexualidad es el modo básico de reproducción y que la apomixis es derivada y puede 

suprimir, pero no eliminar la sexualidad. También señalan la presencia adicional de otros 

genes que controlan el nivel de expresión de la apomixis en plantas que contienen el gen 

determinante del carácter. 

 

Voigt y col. (Voigt y Bashaw, 1972; Voigt y Burson, 1992) clasificaron las plantas en 

apomícticas, altamente sexuales y sexuales, sin embargo, hay que tener en cuenta que 

aquellas plantas que demuestran tener algún grado de reproducción apomíctica, aunque sea 

bajo, deben considerarse apomícticas en el análisis anterior, ya que tienen el potencial para 

expresar el carácter (Savidan, 2000). Teniendo en cuenta esta última premisa, volvimos a 

analizar los resultados de Voigt y col. y la proporción cambió a 1.7: 1 (96:56). Los 

resultados obtenidos en el presente estudio utilizando observaciones citoembrológicas y 
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marcadores moleculares (ambos métodos son más confiables que el análisis morfológico) 

mostraron una herencia 1:1 del carácter, señalando la presencia de un solo locus en el 

control de la diplosporía en pasto llorón y que este carácter es dominante sobre la 

sexualidad. Aún se desconoce si la expresión de este carácter se basa en un solo gen o en 

genes relacionados que cosegregan, siendo esta última hipótesis más probable (genes que 

cosegregan). Queda pendiente la evaluación de la partenogénesis, componente necesario 

para la obtención de semillas apomícticas. 

 

En otras especies diplospóricas, aunque las regiones que controlan los diferentes 

componentes de la apomixis (apomeiosis, partenogénesis y endospermo autónomo o 

pseudogámico) están separadas físicamente, estas regiones se heredan como un solo locus 

(T. dactyloides) o independientemente (E. annuus) ( Grimanelli et al., 1998; Noyes et al., 

2007). En el caso de la aposporía, que es un mecanismo más frecuente de apomixis que la 

diplosporía, se ha identificado una región dominante y de herencia simple (Akiyama et al., 

2004; Calderini et al., 2006, Okada et al., 2011; Ortiz et al., 2013), aunque en Poa 

pratensis, se cree que existen dos factores genéticos independientes que controlan la 

aposporía y la partenogenesis (Albertini et al., 2001). En Pennisetum squamulatum y en 

especies del género Paspalum, la ASGR (región genómica específica de aposporía) muestra 

falta de recombinación, formando un bloque extenso (50 Mbp en P. squamulatum; 

Akiyama et al., 2004) que se hereda de forma completa, asegurando así que todos sus 

componentes se hereden de forma simultánea (Ozias-Akins et al., 1998; Labombarda et al., 

2002; Stein et al., 2007). Diversos autores han informado la presencia de elementos 

repetitivos, pseudogenes y regiones heterocromáticas en el ASGR. Koltunow y 

Grossniklaus (2003) plantearon la hipótesis de que las secuencias repetitivas actúan como 

una señal para el silenciamiento de los factores involucrados en la vía reproductiva sexual, 

lo que altera la expresión de los procesos reproductivos sexuales y posiblemente causa la 

apomixis. Más recientemente, Kotani y col. (2013) informaron que las extensas estructuras 

de secuencias repetitivas asociadas con el locus de aposporía en Hieracium no son 

necesarias para la apomixis. Por lo tanto, es posible que estas características estructurales y 

la divergencia de alelos se produzcan como consecuencia de la reproducción asexual y la 
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falta de recombinación, que podrían haber evolucionado para mantener los elementos 

genéticos necesarios para la apomixis en un bloque. 

 

Aunque varias publicaciones describen la presencia de genes candidatos en diversas 

especies apomícticas, los cuales se expresan de forma diferencial o desempeñan roles 

funcionales en el desarrollo apomíctico (Albertini et al., 2005; Cervigni et al., 2008b; Selva 

et al., 2012; Corral et al., 2013; Siena et al., 2014; Conner et al., 2015; Pellegrini, 2016; 

Worthington et al., 2016; Garbus et al., 2017; Selva et al., 2017), se sabe muy poco sobre el 

tipo de regulación, las vías comunes entre diferentes especies apomícticas y los 

mecanismos subyacentes de la apomixis. 

 

En este trabajo se construyeron dos mapas de ligamiento genético para E. curvula, uno para 

el parental sexual (OTA-S) y otro para el apomíctico (Don Walter). Estos mapas son los 

más saturados para el género Eragrostis de que se dispone y uno de los mapas más 

saturados para especies poliploides forrajeras y para apomícticos que se han logrado hasta 

la fecha (Jessup et al., 2003; Stein et al., 2007; Thaikua et al., 2016; Worthington et al., 

2016). No obstante, se necesitan estudios adicionales para permitir que estos mapas de 

ligamiento alcancen la alta resolución de los mapas genéticos de las especies modelo, que 

incluyen miles de marcadores mapeados con alta precisión. Una de las mayores 

limitaciones en esta tesis para la construcción de los mapas de ligamiento fue el pequeño 

número de individuos en la población de mapeo, que fue sólo de 62 individuos. Trabajos de 

referencia, como el de Wu y col (1992), mencionan que las poblaciones deben tener un 

tamaño mínimo de 75 individuos, lo cual fue difícil de lograr para E. curvula debido a 

diversos factores, como el complejo modo reproductivo de esta especie, la incapacidad para 

realizar la castración (emasculación) debido al tamaño de las espiguillas y a su morfología, 

y la alta frecuencia de autopolinización en el único genotipo sexual tetraploide disponible 

(OTA-S). Además, otros genotipos utilizados como donantes de polen resultaron 

incompatibles con la planta materna o dieron un bajo número de híbridos. A pesar de estas 

limitaciones, el mapa obtenido en este estudio tiene un alto nivel de saturación de 

marcadores, lo que es consistente con los datos recopilados por otros autores que utilizan 

modelos y técnicas similares (Worthington et al., 2016, Huang et al., 2018).  
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Varios mapas de ligamiento de especies poliploides se basan exclusivamente en marcadores 

que segregan en una proporción de 1:1, alelos de dosis simple (Li et al., 2014; Thaikua et 

al., 2016; Worthington et al., 2016). El uso de estos marcadores permiten simplificar el 

modelo de herencia y utilizar software de mapeo para diploides, tales como JoinMap. Estos 

marcadores poseen otras ventajas adicionales sobre marcadores con otros tipos de 

segregación, principalmente en especies poliploides no exploradas para las cuales el modo 

de herencia es incierto, ya que los marcadores de herencia simple permiten crear un mapas 

de ligamiento "sin supuestos" (Bourke et al., 2018a). Otro fundamento para la utilización de 

Joinmap y marcadores de herencia simple es que E. curvula es considerada una especie 

alopoliploide y las especies alopoliploides tienen herencia disómica por lo cual la genética 

es similar a la de los diploides, excepto por la presencia de múltiples genomas. A E. 

curvula se lo considera una especie alopoliploide, aunque se ha registrado formación 

multivalente en algunos genotipos poliploides, como Tanganyika y Don Eduardo 

(Poverene, 1988 Vorster y Liebenberg, 1977), por lo que algunos autores como Burson y 

Voigt (1996) consideran a esta especie como alopoliploide segmental. Sin embargo, los 

multivalentes no son frecuentes en los genotipos parentales de la población de mapeo, 

donde se ha demostrado el apareamiento preferencial entre los cromosomas homólogos 

primarios (Poverene, 1988). La suposición de que todos los marcadores tienen una herencia 

disómica 1:1 podría ser una simplificación excesiva ya que los marcadores con un patrón de 

segregación diferente no se consideraron para la construcción de los mapas de ligamiento y 

esto puede provocar algún sesgo en los resultados. Sin embargo, al ser el presente estudio el 

primer mapa para una especie poco estudiada (orphan crop) consideramos que es una 

aproximación válida, que irá perfeccionándose en próximos estudios (Tesis de la Ing. Agr. 

Jimena Gallardo).  

 

Como se mencionara en la Introducción, existen softwares diseñados específicamente para 

construir mapas de ligamiento en especies poliploides, como polymapR (Bourke et al., 

2018b), TetraploidSNPMap (Hackett et al., 2017) y PERGOLA (Grandke et al., 2017). El 

problema con estas herramientas es que están diseñadas para procesar marcadores con 

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

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

 

Para la elaboración de los mapas de ligamiento de cada parental se tomó el criterio de armar 

tantos grupos de ligamiento como el número cromosómico (40). Aunque entendemos que la 

teoría sugiere armar tantos grupos de ligamiento como pares de homologos (Xu, 2010), en 

nuestro caso 20, se asumió el criterio de armar 40 grupos dado el alto nivel de 

heterocigocidad (Zappacosta et al., 2011) y el elevado número de marcadores en algunos de 

los grupos de ligamiento, que no permitia la elaboración del mapa de ligamiento por el 

método de regresión del Joinmap (acepta hasta unos 300 marcadores por grupo de 

ligamiento). Otros autores han tomado el mismo criterio y definieron tantos grupos de 

ligamiento como el valor 2n de cromosomas (Li et al., 2014; Worthington et al., 2016) y 

posteriormente identificaron los cromosomas homólogos y homeologos mediante la 

comparación con genomas secuenciados de especies emparentadas. 

 

Los tamaños de los mapas de ligamiento de OTA-S y Don Walter son muy diferentes 

(1.335 cM versus 1.976,2 cM, respectivamente) y esta variación no tiene relación con las 

diferencias en el tamaño del genoma que se estimaron (1.312 Mbp y 1.195 Mbp para los 

genomas haploide respectivamente). Por lo tanto, esta variación podría reflejar tasas de 

recombinación diferencial entre los genotipos. De hecho, estudios en plantas modelo han 

demostrado el impacto de la divergencia entre los genomas y las tasas de recombinación, 

con una tasa de recombinación más baja relacionada con los niveles más altos de 

divergencia del genoma (Chetelat et al., 2000; Opperman et al., 2004; Li et al., 2006). 

Además, se sabe que las tasas de recombinación difieren entre los sexos tanto en plantas 

como en animales (Lorch, 2005). Por ejemplo, Huang y col. (2018) encontraron que el 

mapa genético masculino de la mandarina era notablemente más grande que el parental 

femenino de la población de mapeo. 

 

Al buscar la sintenia entre los mapas de ligamiento de E. curvula con genomas de otras 

especies relacionadas, se lograron identificar grupos de homólogos / homeólogos. Los 

mejores resultados (mayor cantidad de SNPs con homología) se obtuvieron comparando 
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con el mapa físico de O. thomaeum, el pariente más cercano con genoma secuenciado de 

alta calidad. Utilizando esta información, además de obtener grupos homólogos / 

homeólogos para cada mapa, se consiguió establecer qué grupos de cada mapa serían 

equivalentes. 

 

En trabajos previos ya se había descripto que OTA-S solo presenta sacos embrionarios tipo 

Polygonum (Meier et al., 2011), mientras que Don Walter es un genotipo apomíctico 

facultativo, con 60 a 100 % de sacos embrionarios diplospóricos (Rodrigo et al., 2017). 

Como ocurre en la mayoría de las plantas apomícticas conocidas, estas plantas son 

facultativas y pueden cambiar su programa de desarrollo y pasar de la vía asexual a la vía 

sexual (Brukhin, 2017). Las plantas apomícticas de la población de mapeo mostraron 

diferentes niveles de expresión de la diplosporía, con un rango de 3 al 100 % de los pistilos 

observados que tienen sacos embrionarios apomícticos. Aunque no es frecuente, algunos 

estudios como el de Noyes (2005) en Erigeron también encontraron un gradiente completo 

en la expresión de la diplosporía. El tener la población de mapeo caracterizada de forma 

cuantitativa, es posible la búsqueda de regiones genómicas con efectos cuantitativos, lo que 

no es posible de realizar si los individuos están caracterizados solo de forma cualitativa. 

Otro hallazgo importante a favor de la presencia de regiones que regulan este caracter es 

que la expresión del carácter depende en gran medida de las condiciones ambientales 

(Zappacosta et al., 2014; Rodrigo et al., 2017), aumentando ante condiciones de estrés la 

cantidad de sacos sexuales en individuos facultativos. Esto a su vez podría ser indicativo de 

regulación a nivel epigenético. 
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VI - Conclusiones 

En esta tesis se partió de la hipótesis “la apomixis en E. curvula es controlada por una 

región genómica de herencia mendeliana. En este contexto todo el proceso podría 

desencadenarse por un efecto pleiotrópico gobernado por una única región o podrían existir 

más regiones, controlando la diplosporía y la partenogénesis”.  

 

La fenotipificación de la población F1 mostró que la segregación de la diplosporía en E. 

curvula sigue una proporción 1:1 (diplospóricos : sexuales), indicando que la herencia del 

carácter sigue un modelo mendeliano simple, de un solo gen o región genómica. También 

se pudo corroborar que la apomixis es dominante sobre la sexualidad. Por lo tanto la 

hipótesis de herencia simple para la diplosporía se cumple, adeudando el estudio de la 

partenogénesis.  

 

La diferente proporción de sacos sexuales/apomíticos observados en los diferentes híbridos 

estarían indicando además la presencia de regiones reguladoras o de algún tipo de factor 

epigenético controlando el carácter, por lo tanto se propone para el futuro analizar el 

carácter como uno cuantitativo.  

 

En esta tesis también se logró obtener el primer mapa genético de E. curvula. Este mapa es 

el mapa más saturado para el género Eragrostis y uno de los más saturados para una 

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

 

El grupo de ligamiento 3 de Don Walter contiene el locus responsable de la diplosporía, 

con lo cual se corrobora la hipótesis de una región o locus. Este estudio también permitirá, 

junto a la secuenciación de genomas a nivel diploide y tetraploide y el análisis de genes 

candidatos (se dispone de cuatro) que se están llevando a cabo por el grupo de trabajo, 

delimitar la región involucrada en la diplosporía y conocer su arquitectura y contenido 

génico. 

 

Este mapa y la población de que se dispone también facilitará estudios adicionales que 

ayuden a identificar los genes que regulan la apomixis. También debería permitir mapear 
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otros caracteres que contrastan en los genotipos parentales y son factores limitantes para la 

producción de pasto llorón, como la calidad del forraje. Finalmente, también podría ser 

posible mapear los genes involucrados en la tolerancia al estrés biótico y abiótico. Estos 

son caracteres críticos para el mejoramiento de esta especie forrajera, que se siembra en 

zonas de producción marginales. 
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VIII – Material Suplementario 

 

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

 
Nombre Secuencia 5´- 3´ 

Cebador RAPD 232 CGGTGACATC 
Cebador RAPD 245 CGCGTGCCAG 
Cebador RAPD 304 AGTCCTCGCC 
Cebador RAPD 331 AGTCCTCGCC 

Cebadores SSR 10159 
F: TAGCCAGATGACCTCCAC 
R: CCTGCTCTCCTCCGAC 

Cebadores SSR 13665 
F: TGCGCTGGACCTCTACTA 
R: ACTGCTTCAGCCTCATCTT 

Cebadores SSR 13776 
F: TCCAACTCATCAACCAGTAA 
R: GTAGCTCTTGCCGAACC 

Cebadores SSR 15838 
F: AGTGGAGGAAGATGTAGCC 
R: ACAGAGTTGAAGGAGCAGAG 

Cebadores SSR 18079 
F: GACAGGACCCCTCTTCC 
R: AGGACTCCCAGCTCAGAT 

Cebadores SSR 20053 
F: CCACCAACCAATTATCCTAA 
R: GATCTCGCGACAACCC 

Cebadores SSR 20164 
F: GAACTACCTGCAGATCAAGG 
R: TGCACTTTGTTGTCATCTTC 

Cebadores SSR 27968 
F: ACTTGCAGAAATCACAAAGG 
R: GGATCGTGTTGATTGAAGTT 

Cebadores SSR 30246 
F: TCTTCTTCAGCCCCTTG 
R: ACGTCGTCGTCATCCTC 

Adaptador PstI 
GAC TGC GTA GGT GCA 
CCT ACG CAG TCT ACG AG 

Adaptador MseI 
GAC GAT GAG TCC TGA G 
ATG AGT CCT GAG TA 

PstI +1 cebador de pre-amplificación GAC TGC GTA CAT GCA GA 
MseI +1 cebador de pre-amplificación GAT GAG TCC TGA GTA AA 
PstI +3 P36 cebador de amplificación selectiva GAC TGC GTA CAT GCA GACC 
PstI +3 P37 cebador de amplificación selectiva GAC TGC GTA CAT GCA GACG 
PstI +3 P40 cebador de amplificación selectiva GAC TGC GTA CAT GCA GAGC 
PstI +3 P41 cebador de amplificación selectiva GAC TGC GTA CAT GCA GAGG 
MseI +3 M31 cebador de amplificación selectiva GAT GAG TCC TGA GTA AAAA 
MseI +3 M38 cebador de amplificación selectiva GAT GAG TCC TGA GTA AACT 
MseI +3 M39 cebador de amplificación selectiva GAT GAG TCC TGA GTA AAGA 
MseI +3 M43 cebador de amplificación selectiva GAT GAG TCC TGA GTA AATA 
MseI +3 M45 cebador de amplificación selectiva GAT GAG TCC TGA GTA AATG 
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Tabla Suplementaria S2. Número de lecturas, cantidad de bases, cobertura sobre el 

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

cada muestra. 

Población 

Número 

de 

lecturas Bases 

Cobertura sobre el 

genoma (1.250 Mb) Código de barra 

OTA-S 8686226 96302141 0,0770417 
TTCTC - CGCCTTAT - TAACGA - 
TTCCTGGA 

Don 
Walter 6032130 85668723 0,0685350 

CTCC - GTCGATT - TACAT – 
TCTGTGA 

Z002 7384611 93448324 0,0747587 GCTTA 

Z007 4588128 79385667 0,0635085 AACGCCT 

Z008 3290499 64043291 0,0512346 AGGC 

Z009 2192540 48372739 0,0386982 TCGTT 

Z011 5041626 78367157 0,0626937 TGGCTA 

Z012 3413555 62471714 0,0499774 TGCTGGA 

Z016 6421475 84386552 0,0675092 TGCA 

Z017 2405340 55402434 0,0443219 AGCCC 

Z020 5204427 79505163 0,0636041 CTTCCA 

Z021 2389801 51051466 0,0408412 AATATGC 

Z024 2665440 55271073 0,0442169 GATC 

Z025 4048032 71402419 0,0571219 ACCTAA 

Z028 2774892 56949093 0,0455593 ACGTGTT 

Z030 3946910 67310291 0,0538482 AACCGAGA 

Z031 3569332 64063151 0,0512505 ACTA 

Z032 2796563 58818606 0,0470549 GTATT 

Z033 3610063 66703303 0,0533626 GAGATA 

Z034 2490973 53530015 0,0428240 ACGACTAC 

Z039 2858932 57459187 0,0459673 TCAC 

Z056 2758106 54898642 0,0439189 ATATGT 

Z057 1771737 47841938 0,0382736 ATTAATT 

Z100 4183334 70607085 0,0564857 ACAGGGAA 

Z103 5706918 83505023 0,0668040 CAGA 

Z105 3732574 67924952 0,0543400 CTGTA 

Z109 2496781 56375384 0,0451003 ATGCCT 

Z111 3362015 65290408 0,0522323 GGTGT 

Z112 2953192 59059757 0,0472478 AGGAT 

Z113 3223946 63462614 0,0507701 ATCGTA 

Z115 2625251 56673112 0,0453385 ATTGGAT 

Z116 43 2300 0,0000018 ACGTGGTA 

Z119 3182001 58137442 0,0465100 AACT 
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Z122 3793850 66734225 0,0533874 ACCGT 

Z128 2097744 53189133 0,0425513 TATTTTT 

Z131 2389376 52184428 0,0417475 TAGCATGC 

Z138 7899592 88710417 0,0709683 ATTGA 

Z140 5244109 76257866 0,0610063 CATCGT 

Z146 2277674 52499198 0,0419994 CATAAGT 

Z154 141 7843 0,0000063 CCATGGGT 

Z155 5150415 77459966 0,0619680 GCGT 

Z158 5495090 74397819 0,0595183 GTAA 

Z160 4353305 74562985 0,0596504 CTTGCTT 

Z162 3211307 59640185 0,0477121 AGTGGA 

Z167 4570508 72282386 0,0578259 CATCT 

Z171 4358408 72420309 0,0579362 CGCGGT 

Z174 2940174 60183907 0,0481471 CGCTGAT 

Z191 4161339 70808221 0,0566466 CGCGGAGA 

Z194 3944315 72536068 0,0580289 TGCGA 

Z195 3686441 67622753 0,0540982 GGTTGT 

Z197 2686593 59686691 0,0477494 ATGAAAC 

Z198 3980163 73468911 0,0587751 TAGGCCAT 

Z203 3047491 62246625 0,0497973 CCTAC 

Z205 4090934 73436653 0,0587493 CTATTA 

Z206 5595417 81710657 0,0653685 CGGTAGA 

Z207 3594271 66766676 0,0534133 CGTGTGGT 

Z208 4621284 74193184 0,0593545 CGAT 

Z209 4749631 79372014 0,0634976 CCAGCT 

Z210 2393924 57468554 0,0459748 AAAAGTT 

Z211 5109761 79165108 0,0633321 TGCAAGGA 

Z212 3842303 69380082 0,0555041 GAGGA 

Z213 4610694 75581028 0,0604648 GCCAGT 

Z214 5633506 83532422 0,0668259 CTACGGA 

Z215 3118270 61964249 0,0495714 GCTGTGGA 

Z216 3666689 68932120 0,0551457 CGCTT 

Z217 437881 18511153 0,0148089 TTCAGA 

Z218 6347847 84840536 0,0678724 GAATTCA 

Z219 6789993 87989046 0,0703912 TGGTACGT 

Z220 4281545 73754554 0,0590036 GGAAC 

Z221 4158009 67709438 0,0541676 GGAAGA 

Z222 3853240 68031641 0,0544253 GCGGAAT 

Z223 310 15123 0,0000121 GGATTGGT 

Z224 3281913 66014094 0,0528113 TCACC 

Z225 2868647 62083088 0,0496665 TAGGAA 
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Z226 2988142 61808129 0,0494465 GAACTTC 

Z229 3465220 65469815 0,0523759 TCTCAGTC 

Z237 5534614 78628033 0,0629024 GTCAA 

Z251 3481431 64853943 0,0518832 GTACTT 

Z252 1735 93014 0,0000744 TAGCGGA 

Z258 3692875 67866726 0,0542934 GTGAGGGT 

Z259 3390186 66991778 0,0535934 CTAGC 

Z260 3739979 69460685 0,0555685 GCTCTA 

Z262 3784315 71015867 0,0568127 GGACCTA 

Z263 5520355 83011046 0,0664088 CCGGATAT 

Z266 2407760 56759379 0,0454075 TAATA 

Z268 3777322 67925757 0,0543406 GTTGAA 

Z269 2905223 61593101 0,0492745 TCGAAGA 

Z271 3430260 66868799 0,0534950 TATCGGGA 

Total 328261542 5683418629 4,5467349  
 

 

Tabla Suplementaria S3. Detalle del analisis de sintenia entre los grupos de ligamiento de 

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

presentaron homología preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento específicos) 

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

compartido). 

Cromosomas de O. thomaeun  OTA-S 

GL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Otros 

1    17   1     

2   1 9    1    

3    2  12 1    contig_108 

4 1  2 44 2 2 1 1    

5 1 29   1 1   1   

6 15  1 2 2 2      

7      1 14     

8  2 2 2 19 1      

9       2  15   

10  1 14  2  2 1  1  

11 14 2   2   2    

12  14 2 1  1 1   1  

13 1 13 1  1  1   1  

14   1 19 2  1   1  

15 1  12 1 1     2  
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16 3 2 3 1    7    

17 12       1    

18   8        contig_2 

19   12         

20  2    11     contig_89 

21     1  11  1 1  

22   8 1        

23 1 2       6   

24  1  1    2  1  

25        5    

26   1  8       

27          5  

28   2         

29     1       

30         2  contig_89 

31       3 1    

32 1  2  1       

33          4  

34  2          

35           Sin homología 

36           Sin homología 

37           Sin homología 

38           Sin homología 

39           Sin homología 

40    2        
 

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

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

presentaron homología preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento específicos) 

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

compartido). 

Cromosomas de O. thomaeun  DW 

GL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Others 

1 48 1 1   2   1 1 contig_2 

2  43  2   1 1 1 6  

3   1  20 1 1 1    

4 51 4   1  2   1  

5 3  46  1 1 1   1 contig_23, contig_66 
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6   37  1 2 2   3  

7 4 2 2 37    1  2  

8   2 3 2  19 8    

9 3 18   2 1 1    contig_10(2),contig_148 

10 1 2 1  1 3 17  1   

11   3 2 23  2 1    

12  22     1    contig_1 

13  5       2 7  

14 18  1 1     2  conitg_57 

15 2 3  1  2 1  15   

16 1     20 1   1  

17  2       18  contig_60 

18  1 1 1   14     

19  1  19 2 3      

20 1 1 1  1 17 1     

21     1   12  2  

22 20 2  1    1    

23  2 1 20   1     

24 1   17      10  

25   18  2       

26 1    15       

27       1  14  contig_89 

28 1     11     contig_91 

29   13         

30     11    1   

31    15        

32      1 3   1  

33      6  2    

34  3 2         

35  2 2      1 2  

36  4         contig_1 

37        2    

38       1     

39          4  

40   1 3     3   
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Tabla Suplementaria S5. Analisis de Sintenia entre los grupos de ligamiento de Don 

Walter (DW GL) con los mapas fisicos de Cenchrus americanus, Oryza sativa, Panicum 

hallii, Setaria italic y Zea mays. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que 

presentaron homología preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento específicos) 

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

compartido). 

 
DW Cenchrus americanus (cromosomas)

GL CM007982 CM007983 CM007984 CM007985 CM007986 CM007987 CM007988

1 1 18 15 1 10 3 3

2 5 11 6 1 1 11

3 16 6 1 1

4 2 19 21 1 3 7

5 4 1 1 3 1 36 4

6 6 4 4 28 1

7 7 8 2 3 20 5 3

8 7 3 3 2 1 1 13

9 2 3 4 3 2 2 6

10 3 1 3 1 2 9

11 24 1 1 2 2

12 1 8 1 2 6

13 1 6 1 4 2

14 8 1 1 8 1

15 4 3 7 1 2 5

16 1 18 2 1 2

17 2 1 1 11 1 2

18 1 2 1 1 1 6

19 2 22 2

20 1 15 2 2

21 1 2 3 2

22 1 20 2 1

23 1 14 1 1 1

24 1 3 1 11

25 2 16 1

26 11 2

27 3 2 1 3 2

28 3 1 2

29 1 9

30 3 1 1 2

31 10 1

32 1 1 1 1 1 1

33 1 1 2

34 3 1

35 1 1 1 1 1 2

36 1 2 1

37 2

38 1 1

39 4

40 1 1   
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DW Oryza sativa  (cromosomas)

LG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Otros

1 15 4 1 1 1 2 13 2

2 1 1 2 1 2 23 2 1 12 1

3 3 1 14 1

4 1 22 6 3 3 1 2 1 18 1

5 28 1 3 8 1 1 2

6 22 1 1 2 4 3 1 2

7 4 25 1 2 1 2

8 6 7 1 1 1 4 1 4 AC155918

9 1 1 2 8 1 7

10 3 2 2 7 1

11 2 1 18 3 1 2 3

12 1 1 3 10 4 6

13 1 1 1 2 5

14 6 1 1 1 7 1

15 2 2 1 2 2 8 2

16 2 2 2 13 1 1

17 2 1 9 3

18 1 1 1 4 6 1

19 1 14 1 1 1 2 1

20 1 4 14 1 1

21 1 1 6 1

22 9 1 1 1

23 1 13 2 1 1

24 13 1 2

25 12 2 1 1 1

26 1 8 1

27 1 12 1

28 6 1

29 11

30 4

31 8 1 1

32 1 1

33 8

34 3

35 2 2 1

36 3 1

37 1 1

38 1

39 3

40 1  
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DW Panicum hallii  (cromosomas)

LG NC-038042 NC-038043 NC-038044 NC-038045 NC-038046 NC-038047 NC-038048 NC-038049 NC-038050 Otros

1 30 1 3 1 2 16 NW_020356358

2 1 16 2 30 1 3

3 1 15 1 2 1 1

4 32 1 3 5 3 22

5 1 6 1 45 2 1

6 3 2 3 35 1 3

7 2 1 2 2 40

8 13 2 2 1 2 8 1

9 15 12 1 1 2

10 14 1 1 3 2 2

11 1 3 22 1 1 4

12 15 11 NW_020356368

13 6 2 2

14 11 1 1 12

15 3 2 12 2 1 2 NW_020356210

16 1 1 1 25 1

17 20 2 1 4

18 2 12 4 1 1 1

19 1 1 24

20 4 2 18 1

21 1 1 10

22 19 2 1

23 2 1 2 1 16

24 2 1 1 1 15

25 2 18

26 2 14

27 1 12

28 14

29 13

30 3 3

31 1 1 11

32 1 1 1 1

33 9

34 1 3

35 1 2 1 1 1 2

36 4 1

37 1 4

38 1

39 2 5

40 1 2  
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DW Setaria italica  (cromosomas)

GL Scaffold_1 Scaffold_2 Scaffold_3 Scaffold_4 Scaffold_5 Scaffold_6 Scaffold_7 Scaffold_8 Scaffold_9

1 24 1 3 1 1 2 19

2 16 30 1 1 1 4

3 1 2 15 1 3 3 2

4 30 2 2 2 5 24

5 1 3 2 47 1 2

6 1 3 44 1 1 3

7 4 2 6 1 3 36

8 2 17 2 1 8 2

9 11 1 11 1 1

10 1 18 1 3 3 1

11 2 24 4 4

12 1 11 2 10 1 2

13 1 8 1 3 1 2

14 12 4 11

15 3 1 12 2 2

16 1 2 20

17 2 1 18 1 3

18 12 4 2 1 1

19 1 24

20 3 2 18

21 1 2 8

22 19 1 2 3

23 1 2 1 20

24 1 16

25 1 1 1 14 1 2 2

26 2 12 1

27 1 12

28 9 5

29 11

30 5

31 1 11

32 2 1 1

33 6 4

34 1 3

35 2 3 1 1 2 1

36 3

37 4

38 1

39 1 4

40 3  
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DW Zea mays  (cromosomas)

GL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 9 1 1 1 24 1 1 1

2 2 2 1 10 11 1 18

3 2 2 11 5 1

4 14 1 9 13 1 1 2 6 2

5 18 1 1 3 20 1 1

6 2 1 18 1 2 2 1 16

7 27 2 1 7 6 2

8 1 8 3 1 10 3 1 1

9 1 7 1 3 6 6

10 3 1 1 11 2 1

11 1 2 2 2 9 7 2

12 5 1 1 2 4 6 2 4

13 4 1 1 4

14 8 2 3 4 1

15 4 3 3 4 4 1

16 12 1 1 1 1 3 4

17 4 1 1 5 1

18 2 5 2 1 1 7

19 12 1 1 1 6

20 2 9 1 3 1 1 11

21 2 2 1 5 1

22 1 10 8

23 11 1 1 6 1

24 13 4

25 11 8 1

26 2 6 8 1

27 7 1 1 2 1 1

28 9 5

29 6 5

30 2 2

31 4 4 1

32 1 1 1 1

33 5 1 1 2

34 1 2

35 1 1 4 1

36 1 1 1 1

37 1

38 1

39 2 2

40 1  
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Tabla Suplementaria S6. Analisis de Sintenia entre los grupos de ligamiento de OTA-S 

con lo mapas fisicos de Cenchrus americanus, Oryza sativa, Panicum hallii, Setaria italic y 

Zea mays. En amarillo se indican los grupos de ligamiento que presentaron homología 

preferencial con un cromosoma (grupos de ligamiento específicos) y en verde los que 

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

 

OTA-S Cenchrus americanus  (cromosomas)

GL CM007982 CM007983 CM007984 CM007985 CM007986 CM007987 CM007988

1 10 3 3 1 1

2 1 1 7

3 1 10 1

4 7 1 2 27 1 5

5 3 9 1 5 1 6

6 4 14 1 3 1 1

7 1 1 3 2 15

8 12 2 3 4 1

9 5 3 3 4 2

10 1 1 13 1

11 4 11

12 2 6 2 1 2 1 3

13 2 3 2 2 2 2 6

14 1 3 15 1

15 2 3 2 10

16 2 1 3 3 1 3

17 2 1 8

1 1 2 6

19 1 11

20 2 2 6 3 1 1 1

21 1 12

22 1 1 1 8

23 2 2 1 1

24 2 1 2 2

25 2 2 1

26 6 3 1

27 2 1

28

29 2

30 1

31 1 1 1 3

32 1 1 1 1

33 2

34 1

35

36

37

38

39 1

40 1   
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OTA-S Oryza sativa (cromosomas)

GL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 11 1

2 1 1 8 1 1

3 9 1 2 1

4 1 1 34 2 1 3 1

5 1 1 2 11 2 7 1

6 2 9 1 2 1 2

7 1 12 1

8 1 2 14

9 1 2 10 1 1

10 14 1 1 1 1

11 11 1 1 1 1 1 1 2

12 3 1 2 4 1 4 2 2

13 1 1 1 3 10 1 1

14 13 1 2

15 8 1 1 2 2 2

16 3 2 1 6 2

17 7 1 1 2

18 5 1 1 1

19 9 1 1 1

20 2 2 2 2 1 1

21 1 1 1 5

22 5 2 1

23 4 1 1

24 1 1 1 3 3

25 1 5

26 1 1 2 2

27 4 1

28

29 1

30 2

31 1 1 1 1

32 2 1 1

33 3

34 1 1

35

36

37

38

39 1

40 2  
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OTA-S Panicum hallii (cromosomas)

GL NC-038042 NC-038043 NC-038044 NC-038045 NC-038046 NC-038047 NC-038048 NC-038049 NC-038050 Otros

1 1 15

2 2 9

3 1 15 1

4 1 1 1 1 1 1 2 41

5 9 1 12 2 8 1

6 15 1 1 1 1 4

7 12 1 1 1 5 1

8 20 1 1 2

9 2 1 18 1

10 1 16 1

11 14 1 1 6

12 8 1 6 1

13 2 12 3 1 2 2 1 NW_020356287

14 1 1 1 1 15

15 2 2 10 2 2

16 2 1 4 2 8 2

17 12 1 1

18 11 1

19 1 8 1 1

20 1 12

21 10 1 1

22 2 9

23 1 3 2

24 1 5 NW_020356164

25 6

26 2 5 1 1

27 2

28

29 2

30 1 1

31 2 2

32 1 1 1

33 3

34 1 1

35

36

37

38

39 1

40 2  
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OTA-S Setaria italica (cromosomas)

GL Scaffold_1 Scaffold_2 Scaffold_3 Scaffold_4 Scaffold_5 Scaffold_6 Scaffold_7 Scaffold_8 Scaffold_9

1 1 1 12

2 1 1 8

3 4 3 1 15 1

4 1 1 1 3 43

5 2 10 1 11 1 3

6 11 1 1 1 1 4

7 1 13 2 1 1

8 2 1 18 1 1 1 1

9 1 2 15 1 2

10 1 1 15 1

11 8 1 4 5

12 10 5 2 2 2

13 14 1 3 2 2 4

14 1 1 16

15 2 2 2 11 1 1

16 2 4 1 9 1

17 9 3 2

18 8 1

19 1 1 12

20 1 1 1 8 1

21 10 2

22 1 9

23 1 5 1

24 1 2 3

25 5

26 2 4 1

27 2 1

28 2

29 3

30 1

31 3 1

32 2 1

33 4

34 1

35

36

37

38

39 1 1

40 2  
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OTA-S Zea mays (cromosomas)

GL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 7 7 1 1

2 2 1 4

3 3 7 1 2 4

4 17 2 2 4 2 1 1 1 10 1

5 6 1 1 1 4 5 11 1

6 2 1 1 8 3 2 1 1

7 1 2 2 1 14 1

8 9 1 4 1 1

9 12 1 2 2 1

10 1 2 7 1 4 1

11 1 3 3 13 1

12 1 3 2 7 3 1

13 3 2 2 2 6 1 2 1

14 9 1 1 4 6

15 1 4 1 6 2

16 6 1 4 1

17 1 2 7 2

18 1 4 5

19 8 2

20 5 2 1 1 4

21 3 1 5 1

22 7 2 1 1

23 2 3 1

24 1 1 1 3

25 3 1

26 1 3 3 1

27 1 3

28

29 3

30 2

31 1 1 1

32 1 1 1 1 1

33 3 1

34 1 1

35

36

37

38

39

40 1  
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