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RESUMEN

La apomixis es un sistema de reproduccién asexual a través de semillas que conduce a la generacion
de progenies genéticamente idénticas a la planta madre. Este tipo de reproduccidn es significativo en
varios géneros de la subfamilia Panicoideae e importante por sus connotaciones evolutivas y por sus
implicancias en el mejoramiento genético. Paspalum es un género de la familia Poaceae que
comprende entre 330 y 400 especies naturales de regiones tropicales, subtropicales y templadas,
principalmente de América del Norte y América del Sur. El grupo Plicatula sobresale dentro del
género por el potencial forrajero de sus especies, muchas de ellas tipicas de los campos del NE de
Argentina. La mayoria de estas especies son tetraploides (2n = 4x = 40 cromosomas) y de
reproduccion apomictica (4xA), y algunas de ellas tienen una contraparte coespecifica diploide sexual
(2n = 2x = 20) (2xS). Hasta el momento no se han encontrado citotipos tetraploides sexuales (4xS)
creciendo en la naturaleza. El objetivo de este trabajo fue generar conocimiento sobre el control
genético de la apomixis en especies del grupo PLICATULA DE Paspalum L. mediante la utilizacion de
técnicas molculares. Para ello, se generd una poblacion segregante para el modo de reproduccion
mediante el cruzamiento entre las especies tetraploides de Paspalum plicatulum (100 % sexual, de
origen experimental) y P. guenoarum (apomictico natural), se construyeron los mapas de ligamiento
genético de ambas especies, se localizé en el mapa masculino la regidn responsable de la apomixis,
se comprobd el tipo de herencia de ambos genotipos parentales y se compararon los resultados con
los antecedentes citogenéticos. Se generd una poblacién hibrida interespecifica, segregante para el
modo reproductivo, de 211 plantas F,. De 206 hibridos clasificados, 127 se reproducen por
sexualidad y 79 son apomicticos. Los individuos F; heredaron mas caracteristicas del padre GR19 que
de la madre 4PT, lo cual indicd el origen hibrido de la progenie. La herencia del caracter apomixis en
especies de Plicatula mostrd una distorsion en la segregacién para el cardcter modo reproductivo de
1,6:1 a favor de los individuos sexuales. Este modelo de segregacion del cardcter propuesto para
especies de Plicatula representa una novedad para hibridos interespecificos del género. P.
guenoarum GR19 es de origen autotetraploide, como P. plicatulum 4PT y ambas especies presentan
en general una herencia de tipo tetrasémica, como lo evidencian los marcadores ADD de ambos
genotipos que se ajustaron a la proporcidn 5:1. Por otra parte, algunos sectores de los genomas de
ambos parentales presentarian herencia de tipo disémica (indicados por los marcadores 3:1 y las
frecuentes asociaciones cromosémicas bivalentes). Ambas especies comparten el mismo
complemento gendmico basico. Diecisiete combinaciones de cebadores de AFLP fueron ensayadas
en 89 individuos F; (55 sexuales y 34 apomicticos) que conformaron la poblacién de mapeo. El mapa
marco de ligamiento genético del genotipo tetraploide sexual de P. plicatulum consisti6 en 89
marcadores [39 maternos (1:1) y 50 biparentales (3:1)] asignados a 11 grupos de cosegregacion
cubriendo una distancia total de 819 cM. El mapa marco de ligamiento genético de P. guenoarum
tetraploide apomictico consistié en 127 marcadores [76 paternos (1:1 y 1:1,6) y 51 biparentales
(3:1)], que se distribuyeron en 23 grupos de cosegregacién. La distancia total cubierta fue de 1393
cM. En el mapa paterno se identifico el grupo de ligamiento que contiene al locus responsable de la
apomixis (grupo apo, M10). El grupo apo M10 quedd conformado por 7 marcadores: el caracter
apomixis, 5 marcadores paternos y un marcador biparental. Los marcadores paternos que mapearon
en M10, asi como la apomixis mostraron distorsién en la segregacién, confirmando asi la distorsiéon
en la transmision del caracter observada en la progenie F, y de la regién gendmica asociada. A
diferencia de lo observado para otras especies apospdricas de Paspalum y otras gramineas
apomicticas, hasta el momento, el andlisis de ligamiento realizado en P. guenoarum no ha revelado
marcadores completamente ligados a la apomixis. Los marcadores paternos que mapearon a menor
distancia de dicho marcador genético lo hicieron a 4 ctM y a 7 cM. El caso de Plicatula puede ser
diferente a los descriptos anteriormente y parece ser especial dentro del género. Posiblemente, si
nos referimos a P. guenoarum estemos frente a un modelo distinto dentro de Paspalum para el
estudio de la apomixis.
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ABSTRACT

Apomixis is a mode of asexual reproduction through seeds that originate progeny that is genetically
identical to the mother plant. It is significant in the subfamily Panicoideae and genera Paspalum and
its importance is given by the evolutionary connotations and its implications in breeding plant.
Paspalum (Poaceae) is a genus comprising between 330 and 400 natural species of tropical,
subtropical and temperate regions, mainly from North America and South America. Plicatula group of
Paspalum comprises many promising species as forage resources and several of them are typical on
natural fields of northeastern Argentina. Most apomictic species are tetraploid and usually possess
sexual diploid co-specific counterparts. Sexual tetraploid plants have not been found in nature so far.
The objectives of this research were: to generate a segregating population for the reproductive mode
by crossing Paspalum plicatulum 4PT (completely sexual, experimentally induced) and P. guenoarum
GR19 (natural apomictic) at tetraploid level, to construct genetic linkage maps of both species, to
localize the region responsible for apomixis on the male map, to investigate the mode of inheritance
(tetrasomic or disomic) of both parental genotypes. An interspecific hybrid population of 211 F,
plants, segregating for reproductive mode, was generated. Classification of 206 hybrids showed that
127 of them were sexual and 79 apomictic. The progeny showed morphological characteristics
intermediate compared to their parents but resembling more the male plant. Inheritance of apomixis
in Plicatula species showed a segregation distortion of 1.6:1, favoring to sexual individuals. This
proposed apomixis segregation model in Plicatula is a novelty for interspecific hybrids of Paspalum.
P. guenoarum and P. plicatulum are autotetraploids and both species show tetrasomic inheritance,
according to the DDA markers of both genotypes that fixed to the 5:1 ratio. Moreover, some regions
of both parental genomes showed disomic inheritance (markers 3:1 and bivalent chromosome
associations). Both species share the same basic genomic complement. Seventeen AFLP primer
combinations were assayed in 89 F; individuals (55 sexual and 34 apomictic). The female genetic
linkage frame map consisted of 89 markers [39 maternal (1:1) and 50 biparental (3:1)] assigned to 11
cosegregation groups, covering a distance of 819 cM. The genetic male linkage frame map was
formed by 127 markers [76 paternal (1:1 and 1:1.6) and 51 biparental (3:1)], that were distributed in
23 cosegregation groups, spanning 1393 cM. The linkage group carrying apomixis (apo group, M10)
was identified on the male map. Seven markers mapped onto the M10 linkage group: the character
apomixis, 5 paternal markers and a biparental marker. Paternal markers that mapped onto M10 and
apomixis showed segregation distortion, thus confirming the distorted transmission of the character
and its associated genomic region. Unlike the data for other aposporic Paspalum species and other
grasses, markers completely linked to apomixis have not been detected in P. guenoarum. Two
paternal markers mapped to 4 and 7 cM from apomixis locus. Results presented in this work
indicated that Plicatula species may be different cases from those previously described in the genus.
Probably, P. guenoarum represents a new model for studying apomixis in Paspalum.
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INTRODUCCION

La reproduccion sexual

Para definir la apomixis y sus rasgos distintivos, previamente resulta util y necesario
repasar brevemente las caracteristicas del sistema de reproduccion sexual de las
angiospermas para luego comprender las del proceso reproductivo apomictico mas
correctamente.

La reproduccidon sexual en las Angiospermas involucra la alternancia ciclica de
generaciones. La planta es la generacion esporofitica (2n) y en sus estructuras reproductivas
especializadas, las flores, ocurre la meiosis que proporciona recombinacidon genética y
reduccién del numero cromosdmico, dando lugar a micrésporas (masculinas) y megasporas
(femeninas) haploides (n). Las megasporas se generan como producto del proceso de
megasporogénesis que ocurre en una célula especializada del dvulo, la célula madre de las
megasporas que se divide por meiosis dando cuatro células haploides (megasporas), tres de
las cuales generalmente degeneran y la restante por mitosis da origen al megagametofito o
saco embrionario que contiene a la ovocélula, dos sinérgidas, la célula central binucleada y
tres antipodas. Por otro lado, la microsporogénesis da lugar a la formaciéon de gametos
masculinos a partir de células especializadas, las células madre de las micrésporas que se
encuentran en los microsporangios en el interior de las anteras. La division meidtica de cada
una de estas células madre origina cuatro micrésporas haploides que por mitosis origina a
los granos de polen. Ambos tipos celulares, micrésporas y megaspora, sufren un nimero
limitado de mitosis para formar el microgametofito (el polen o gametofito masculino) y el
megagametofito (el saco embrionario o gametofito femenino, con la ovocélula, la célula
central binucleada, dos sinérgidas y tres antipodas) que representan la fase haploide en la
alternancia de generaciones. El microgametofito deposita dos células espermaticas
haploides dentro del megagametofito a través de un tubo polinico que penetra el évulo. Una
célula espermatica (n) fertiliza la célula central binucleada (n + n) y originan el endospermo
(3n); la otra célula espermatica (n) fertiliza a la ovocélula (n) y forman el embrién (2n) y asi la
doble fecundacidn, caracteristica de las angiospermas, restaura el nimero cromosémico

somatico.
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Apomixis

La apomixis es un sistema por el cual ciertas especies se reproducen en forma asexual
(agamospermia) a través de semillas, conduciendo a la generacion de progenies
genéticamente idénticas a la planta madre (Nogler, 1984). Etimoldgicamente, apomixis
deriva del griego apo que significa falta o ausencia y mixis que quiere decir mezcla o unién,
lo cual hace referencia a que en este tipo de reproduccidon no ocurre la unidén de gametos
masculino y femenino para la formacién del embridn. Este sistema de reproduccién, no muy
frecuente pero importante en la familia Poaceae, es especialmente significativo en géneros
de la subfamilia Panicoideae, con distribucidon pantropical y subtropical, también descripto
en géneros de Asteraceae, Rosaceae y Rutaceae. Es importante por sus connotaciones
evolutivas y por sus implicancias en el mejoramiento genético.

Gregor Mendel fue el primero en experimentar, sin saberlo, con plantas apomicticas al
utilizar cruzas interespecificas de Hieracium para intentar confirmar los resultados obtenidos
en sus estudios de herencia en las arvejas de jardin. Como observé progenies F; segregantes
y numerosas F, no segregantes, Mendel atribuyd ésto a una frecuente autopolinizacion, sin
saber entonces que muchas especies del género Hieracium se reproducen por apomixis. La
apomixis fue descripta por primera vez en la especie australiana Alchornea ilicifolia (J. Sm.)
Muell. Arg. Un ejemplar femenino de esta especie que es dioica fue llevado a los jardines
botanicos del Kew en Londres, florecié y produjo semillas en ausencia de un progenitor
masculino, lo cual puso en evidencia el caracter (Savidan, 2000; Pessino y Ortiz, 2010).

Se considera que la apomixis evoluciond como un sistema de reproduccion alternativo
a la sexualidad a través de la reformulacion de los programas de desarrollo del ovario

(Koltunow, 1993; Grimanelli et al., 2001; Grossniklaus, 2001).

Rasgos distintivos y tipos de apomixis

La reproduccién apomictica resulta de ciertos desvios, fallas o cambios en
determinadas etapas de los procesos cito-embrioldgicos que son los que usualmente
producen dos resultados fundamentales para la reproduccién sexual: la reduccion del
numero cromosémico y la recombinacién génica a través de las meiosis, complementadas
por la reunidn al azar y fusion de gametos en el momento de la fecundacion. En la apomixis,

las modificaciones cito-embrioldgicas sefialadas llevan, por un lado a anular la meiosis o sus
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productos, y por otro a evitar o remplazar la fecundacidn mediante el desarrollo
partenogenético (Quarin, 1992).

La apomixis puede ser clasificada en:

(I) Embrionia adventicia o apomixis esporofitica: el embrion se forma directamente, sin
formacién de saco embrionario, a partir de una célula somatica del nucelo o de los
tegumentos del évulo; esta forma de apomixis es comun en los citricos.

() Apomixis gametofitica: da lugar a la formacion de sacos embrionarios (o
megagametofitos) no reducidos, ya que los nucleos que los conforman no han pasado por
meiosis y por ello no han reducido su contenido de ADN (esta ausencia de meiosis es
llamada también apomeiosis). Posteriormente, el embridn es originado por partenogénesis
de la ovocélula, una de las células del saco embrionario no reducido. Segun el origen de la
célula que genera al gametofito femenino no reducido, la apomixis gametofitica se divide en:

a) Diplosporia: el saco embrionario no reducido se origina de la célula arquesporial
directamente por mitosis o indirectamente por un proceso meiético modificado;

b) Aposporia: uno o mas sacos embrionarios no reducidos o sacos embrionarios
aposporicos (SEA) se originan por mitosis a partir de una o varias células somaticas del évulo,
usualmente de una perteneciente al nucelo. Este es el tipo de apomixis mas frecuente en las
especies del género Paspalum.

Tanto para la diplosporia como para la aposporia, existen diferentes formas de
desarrollo de los sacos embrionarios. A fines practicos y dentro del marco de la presente
tesis, se hard referencia solamente al tipo de saco embrionario apospérico tipico de las
especies aposporicas de Paspalum, limitandonos Unicamente a mencionar los demas tipos
de sacos existentes. Las formas de sacos diplosporicos mas comunes son el tipo Antennaria y
el tipo Taraxacum (Savidan, 2000). Por otra parte, en los SEA, segun la disposicion que
tomen los dos nucleos producto de la primera mitosis de la megagametogénesis se pueden
distinguir dos formas de desarrollo de los mismos: son monopolares, como el tipo Panicum,
compuesto por cuatro nucleos y carente de antipodas (Warmke, 1954); o son bipolares,
como el tipo Hieracium, con ocho nucleos distribuidos en siete células (Rosenberg, 1908;
1930). La aposporia es muy comun en el género Paspalum. Los sacos embrionarios de
muchas especies inician su desarrollo mediante una primera mitosis bipolar, pero también
presentan similitudes con el tipo Panicum. A la madurez, los SEA se caracterizan por

contener entre 4 y 5 nucleos, los cuales corresponden a la ovocélula, una o dos sinérgidas y
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una gran célula central con dos nucleos polares (Norrmann et al., 1989; Quarin y Burson,
1991).

La apomixis se caracteriza por cuatro procesos cito-embrioldgicos que la diferencian de
la reproduccion sexual:

() la apomeiosis: es una “atajo” en el camino normal de la meiosis, que ocurre tanto en la
diplosporia como en la aposporia. En la apomixis apospdrica la meiosis finaliza pero se
produce la degeneracidn de las cuatro megasporas;

() la capacidad de células citolégicamente no reducidas (2n) para desarrollar sacos
embrionarios; en individuos apomicticos apospdricos, los sacos embrionarios se desarrollan
a partir del nucelo;

(111 la partenogénesis: es la formacion del embridn directamente a partir de la ovocélula, sin
fecundacion de la misma;

(IV) la seudogamia: en muchas especies apomicticas, como en la mayoria de las gramineas
tropicales, es necesario que un gameto masculino se fusione con el o los nucleos polares de
la célula central del saco embrionario para formar el endospermo. Es el proceso de la
seudogamia. Es decir que, en la apomixis gametofitica, la partenogénesis excluye uno de los
procesos de la doble fecundacién, la unién de gametos femeninos y masculinos. Sin
embargo, aunque no necesariamente se anula la fecundacién de los nucleos polares, en
algunos casos el endospermo puede desarrollarse de forma auténoma (sin la unién de un
gameto masculino con los nucleos polares) (Quarin, 1992).

Como resultado de la apomixis gametofitica, el esporofito y el megagametofito tienen
el mismo nivel de ploidia. Por otra parte, si bien es un modo reproductivo especifico del
gametofito femenino y se considera que no afecta la formacion del microgametofito y que la
meiosis ocurre normalmente en las anteras de las plantas apomicticas (Nogler, 1984),
existen algunas excepciones (Pichot et al., 2001) y también se ha observado en Paspalum
notatum Fliigge (Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004) vy en Erigeron annuus (L.) Pers.
(Noyes y Reiseberg, 2000) que la transferencia del cardcter a través del polen se desvia
significativamente de las proporciones mendelianas esperadas.

Por otra parte, aunque con frecuencia se habla de sexualidad y apomixis como
sistemas alternativos, en muchas especies ambos sistemas reproductivos coexisten en una
misma planta, pudiendo aparecer simultaneamente sacos embrionarios reducidos y no

reducidos hasta en el mismo dvulo (Harlan et al.,, 1964). Es decir, el hecho de tener la
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capacidad para la apomixis no quita que la reproduccién pueda ocurrir también por la via
sexual. Una planta apomictica es considerada como facultativa cuando puede producir una
parte de su progenie por sexualidad. Las progenies de una planta facultativa pueden
segregar como clases maternas (2n + 0) y como aberrantes o fuera de tipo, provenientes de
reproduccidon sexual (Asker y Jerling, 1992). Entre los individuos aberrantes pueden
originarse: 1) hibridos BIl (n + n) que resultan de la unién de dos gametos reducidos, 2)
hibridos BIIl (2n + n) que se originan por fecundacién de una ovocélula no reducida por un
gameto masculino reducido y 3) haploides (n + 0) generados por partenogénesis a partir de
una ovocélula reducida y sin fecundacion (Savidan, 2000). Una planta es considerada

apomictica obligada cuando el 100 % de sus progenies es de origen materno.

Importancia agronémica de la apomixis

Aunque la apomixis ha sido reportada en mas de 400 especies de angiospermas, este
modo reproductivo es caracteristico de unas pocas especies relevantes para la agricultura,
entre ellas, especies forrajeras (Spillane et al., 2001). Sin embargo, la apomixis es un caracter
de gran interés para la agricultura, ya sea para el aprovechamiento de sus caracteristicas en
la produccion a gran escala de alimentos para la poblacién mundial como para incrementar
la produccién y mantener la calidad de especies de gramineas forrajeras seleccionadas que
sirven de alimento al ganado.

La clonacion natural y consecutiva de un individuo a través de semillas hace que
importantes grupos de investigacion en el mundo focalizaran sus estudios en la apomixis.
Por un lado, se han identificado los relativos apomicticos salvajes de algunos cultivos
importantes de granos (Bashaw y Hanna, 1990), mientras que para cultivos principales como
arroz, trigo, centeno y cebada no existen relativos apomicticos naturales que puedan ser
cruzados con las formas sexuales cultivadas. Los esfuerzos para introducir el caracter, desde
los relativos naturales a las variedades cultivadas, por medio de retrocruzas han sido
infructuosos (revisado en Spillane et al., 2001). Un abordaje alternativo para la introgresion
de la apomixis es la ingenieria del caracter a través de la biotecnologia.

Los principales beneficios del aprovechamiento de la apomixis en plantas cultivadas,
segun se enuncia en la Declaracion de Apomixis de Bellagio (Italia, 1998), son: la fijacion del
vigor hibrido en plantas cultivadas, supervivencia e inmediata fijacion de recursos genéticos

combinados, expansidn del uso de recursos genéticos y reproduccion a través de verdaderas
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semillas de plantas que usualmente se propagan vegetativamente. Ademads, el
mejoramiento genético vegetal empleando la tecnologia de la apomixis seria rapido vy
responderia de manera especifica a microambientes, limitaciones socioecondmicas vy
condiciones particulares de cultivo y de mercado. Los esquemas de mejoramiento
apomictico permitirian la inclusion a los mismos de germoplasma perteneciente a

variedades adaptadas localmente (Spillane et al., 2004).

Mapeo genético
Mapas de ligamiento genético

Un mapa genético establece de manera probabilistica el arreglo lineal de un grupo de
marcadores sobre el genoma de una especie.

Un mapa de ligamiento es un mapa genético de una especie o poblacién experimental
gue muestra la posicion relativa de genes conocidos o de marcadores moleculares, en
términos de frecuencias de recombinacién a lo largo de cada cromosoma. Es la
representacion grafica lineal del orden mas probable de los marcadores moleculares. Cada
arreglo lineal es conocido como grupo de ligamiento (Russell, 2005; Griffiths et al., 2008).

Existe ligamiento genético cuando dos o mds genes o marcadores moleculares se
localizan juntos en un cromosoma y son heredados juntos en la meiosis, ya que a menor
distancia existente entre ellos, menor es la probabilidad de que sean separados hacia
diferentes cromatidas luego del entrecruzamiento o crossing-over que conlleva un
intercambio de material genético entre cromosomas homalogos.

El ligamiento genético fue descubierto por William Bateson y Reginald Punnett en
trabajos con aves y guisantes, luego del redescubrimiento de las leyes de Mendel en 1900.
Pero el concepto fue mejor comprendido a partir de los trabajos de Thomas H. Morgan en
Drosophila melanogaster Meigen, donde observé que ciertas mutaciones a veces aparecian
juntas en las progenies en el cromosoma sexual, y otras veces no. Esto lo condujo a la idea
de ligamiento genético y crossing-over (Russell, 2005; Griffiths et al., 2008).

El primer mapa genético fue generado por un estudiante de Morgan en 1913, Alfred
Sturtevant, en D. melanogaster usando seis marcadores morfoldgicos (Sturtevant, 1913).

Un marcador genético es cualquier caracteristica determinada genéticamente,
heredable, que permite establecer diferencias (polimorfismos) entre individuos (genotipos)

de la misma especie o especies emparentadas, cuya herencia responde a las leyes de
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Mendel y que pueden utilizarse como puntos de referencia en el genoma (Brown, 2000). Los
marcadores genéticos pueden ser de tres clases: I) morfoldgicos, son caracteristicas
fenotipicas visibles; IlI) bioquimicos, incluyen isoenzimas y proteinas de reserva y lll)
marcadores de ADN o moleculares, que son sitios de variacién del ADN.

El advenimiento de las técnicas de biologia molecular permitié superar las limitaciones
impuestas por los marcadores morfolégicos y bioquimicos al mapeo genético, mediante el
uso de marcadores moleculares de ADN que permiten detectar polimorfismos directamente
a nivel genédmico. Asi también, el avance de estas nuevas técnicas y metodologias permitié la
construccion de mapas de ligamiento genético en un gran nimero de especies vegetales y
animales. A su vez, estos mapas fueron el inicio de estudios genédmicos en donde no sélo es
posible describir la herencia y ubicacion relativa un determinado caracter, sino que ademas
es posible estudiar un gran niumero de loci simultdneamente y describir la estructura fisica
de los genomas (Brown y Brown, 2004). Actualmente, es posible generar dos categorias de
mapas genéticos: los mapas de ligamiento genético y los mapas fisicos (Brown y Brown,
2004). En la presente tesis solamente se tratara sobre la construcciéon y utilizacion de los

mapas de ligamiento genético.

Marcadores moleculares empleados en la construccion de mapas de ligamiento genético

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacién especifica en el
genoma, cuya herencia puede seguirse en los individuos de una poblacién. La secuencia
puede pertenecer a una regién génica o codificante, o a una regién del genoma sin funcién
conocida. Las técnicas de generacion de marcadores moleculares se basan en la presencia de
variaciones en la secuencia de ADN gendmico y el marcador puede ser definido como un
locus gendmico, detectable con sondas o cebadores especificos que, en virtud de su
presencia, revela de modo caracteristico e inequivoco un segmento cromosémico con el cual
se identifica a la regidn que lo circunda en el extremo 5’y 3" (Barcaccia et al., 2000). Entre las
diferentes metodologias desarrolladas para la generacién de marcadores moleculares se
encuentran la de RFLP (polimorfismo en la longitud del fragmento de restriccidn, restriction
fragment lenght polymorphism) (Botstein et al., 1980) y VNTR (numero variable de
repeticiones en tdndem, variable number of tandem repeats) (Jeffreys et al., 1988), basados
en la hibridacion de sondas oligonucleotidicas; las técnicas de RAPD (polimorfismos por la

amplificacién al azar del ADN, random amplification of polymorphic DNA) (Williams et al.,
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1990) y AFLP (polimorfismo en el largo del fragmento de amplificacion, amplified fragment
length polymorphism) (Vos et al., 1995), basadas en amplificaciones por PCR, y SSR
(polimorfismos en la amplificacion de secuencias repetidas, conocidos también como
microsatélites, simple sequence repeats o short tandem repeats —STR-) (Litt y Luty, 1989),
donde la secuencia central del marcador coincide con aquella sonda utilizada para RFLP o

VNTR.

Marcadores AFLP

Los marcadores elegidos para el trabajo de mapeo en esta tesis fueron los de AFLP.
Esta técnica de obtencion de marcadores moleculares combina la especificidad, la resolucién
y el poder de muestreo de la digestion con enzimas de restriccion, con la velocidad vy la
practicidad de la deteccién de los polimorfismos por medio de PCR. Desde su desarrollo, los
AFLP han sido empleados tanto para la obtencion de huellas dactilares de ADN o
fingerprinting, para mapeo genético localizado mediante la estrategia de analisis de
segregantes en grupo (bulked segregant analysis) (Michelmore et al., 1991) asi como para la
construccion de mapas genéticos especialmente en especies de plantas cultivadas que
presentan baja tasa de polimorfismo de ADN (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Los marcadores
de AFLP son muy eficientes para el mapeo ya que esta metodologia permite generar un
numero alto de marcadores, tipicamente unos 50 a 100 fragmentos de restricciéon son
amplificados y detectados por electroforesis en geles de poliacrilamida (Vos et al., 1995).
Tienen la ventaja de que no se necesita conocimiento previo de la secuencia del genoma a
estudiar para su implementacion y con una sola reaccion de amplificacidén se evaltan varias
regiones genomicas simultdaneamente, por lo que son mas efectivos en la cobertura y
representacion del genoma. La mayoria de los fragmentos de AFLP corresponden a
posiciones Unicas en el genoma y por lo tanto, pueden emplearse como hitos en mapas
genéticos. La técnica permite la deteccion de fragmentos de restriccién en muestras de ADN
de cualquier complejidad y con cualquier trasfondo genético, incluyendo muestras de
mezclas de ADN y segmentos de ADN clonados y mezclados. Los AFLP son marcadores de
tipo dominante. Esta es quizds su principal limitacién, ya que proporcionan un bajo
contenido de informacion genética por locus. Esto quiere decir que se detecta solamente un
alelo, o sea, el fragmento que se amplifica. Las demas variaciones alélicas son clasificadas

conjuntamente como un alelo nulo y los datos que se toman tienen naturaleza binaria. Los
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genomas heterocigotos no pueden discriminarse directamente de los homocigotos (Ferreira

y Grattapaglia, 1998).

Bases teoricas para la construccion de mapas de ligamiento genético

En los eucariotas, cada cromosoma esta constituido por una molécula de ADN cuya
longitud es constante dentro de la especie y variable entre los diferentes cromosomas del
cariotipo de la misma. En promedio, un cromosoma tiene 10° pares de base (100 Mega pares
de bases o Mpb) y multiples sitios de inicio de la replicaciéon (Kearsy y Pooni, 1996). Por lo
tanto, los genes y los marcadores genéticos se localizan en una sola dimensién y en
posiciones determinadas a lo largo de la molécula de ADN. El mapeo genético consiste en
determinar la posicion relativa de un determinado nimero de loci a lo largo del cromosoma
(Kearsy y Pooni, 1996). El ordenamiento se basa en la estimacién de la frecuencia de
recombinacion e intercambio de material genético entre cromosomas homalogos durante la
profase | de la meiosis.

La presencia de un quiasma en un cromosoma en particular implica que ha ocurrido un
intercambio de material genético entre cromosomas homaélogos, haciendo que en referencia
a dos loci adyacentes, la mitad de los gametos de esa meiosis sean de tipo recombinante y la
otra mitad de tipo parental. Por convencién, un cromosoma que presenta un solo quiasma
tiene en promedio una longitud de 50 centiMorgans (cM), unidad de mapeo establecida en
honor a T. H. Morgan (Kearsy y Pooni, 1996).

Brevemente, el primer paso en un programa de mapeo genético es la eleccidén de los
progenitores de la futura poblacion de mapeo, tratando de maximizar la probabilidad de
detectar polimorfismos a nivel de ADN. Luego, la poblacion segregante obtenida debe estar
compuesta por un numero tal de individuos que posibilite contar con una muestra
suficientemente grande de eventos meidticos, observables en la progenie pero que
ocurrieron en los padres. A partir de esta muestra se estimara la frecuencia de
recombinacidn entre los marcadores moleculares obtenidos.

Un mapa de ligamiento genético se construye entonces examinando las frecuencias de
recombinacién de determinados loci en las progenies de un cruzamiento y estableciendo las
posiciones relativas de los mismos en los cromosomas. Dos genes muy cercanos en el mismo
cromosoma no segregaran independiente durante la meiosis ya que la corta distancia fisica

que los separa reduce la probabilidad de que ocurra un entrecruzamiento entre ellos. Esta
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relacion se denomina ligamiento y explica la aparicion de combinaciones genéticas
parentales en mayor frecuencia de lo esperado segun la segunda Ley de Mendel o ley de la
segregacion independiente. Cuando dos loci son separados por un entrecruzamiento
durante la meiosis, la recombinacién que ocurrid entre ellos se identifica por la presencia de
gametos que contienen los loci recombinados y esos gametos a su vez, se reconocen por los
fenotipos/genotipos de las progenies. La frecuencia de estos gametos es una estimacion de
la frecuencia de recombinacién entre ambos loci (Suzuki et al., 1996; Kearsy y Pooni, 1996).

La poblacidon segregante de mapeo debe ser caracterizada genéticamente para un
numero suficiente de marcadores moleculares, los que fueron seleccionados por ser
polimérficos entre los genotipos parentales (presentes en uno y ausentes en el otro, y
viceversa). Posteriormente, a cada marcador se le aplica una primera prueba estadistica con
el objetivo de testear la hipdtesis nula de segregacién de acuerdo con las proporciones
esperadas (1:1, 3:1, 5:1, u otras). A partir de aqui, los marcadores que segregan en las
proporciones esperadas, 1:1 en nuestro caso, son sometidos de a pares a una prueba para la
deteccién de ligamiento genético. Esta es la tarea que realizan los programas especificos de
mapeo genético, como JoinMap (Stam, 1993; van Ooijen y Voorrips, 2001) y Mapmaker
(Lander et al., 1987). Los grupos formados por marcadores que no segregan
independientemente se denominan “grupos de ligamiento”.

El préoximo paso en el mapeo genético es la estimacion de la distancia en unidades de
recombinacion entre dos marcadores, que no es una distancia fisica sino que refleja la
frecuencia de recombinacion entre ellos. Diversos métodos permiten estimar este
parametro expresado en porcentaje de recombinacion o en cM, a través de la
transformacién de los valores de recombinacién por diferentes funciones de mapeo. Se
define como unidad de mapeo a la distancia entre dos loci o marcadores para los cuales se
observa un recombinante cada cien productos de la meiosis, equivalente a una frecuencia de
recombinacién r = 1 %. Si dos loci estan lo suficientemente cerca como para que sélo ocurra
un entrecruzamiento entre ellos, la frecuencia de recombinacién (r) serd igual a la distancia
en cM. Es decir, una unidad de cM equivale aproximadamente a un 1 % de recombinacion
cuando los marcadores estdn muy préximos, o puede diferir del porcentaje de
recombinacion cuando estan mas distantes (Haldane, 1919). Asi, cuando la distancia entre
los marcadores es tal que se pueden formar dos o mas quiasmas entre ellos, las distancias

relativas se distorsionan y no puede emplearse directamente el porcentaje de
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recombinacion para estimar posiciones relativas ya que la estimativa de la proporcion de
genotipos recombinantes en relacién con los parentales, se ve influenciada. Es posible
demostrar que la frecuencia de recombinacidn en estos casos puede resultar también en
promedio 50% (Russel, 1996). Esto indica que si bien la distancia de mapeo aumenta
linealmente con el nimero de quiasmas, la frecuencia de recombinacién alcanza un maximo
(50%). Para contemplar estos problemas se disefiaron funciones de mapeo que corrigen los
valores de recombinacién observados por la probabilidad de que existan quiasmas multiples,
siendo las funciones mas comunes la de Haldane (1919) y la de Kosambi (1944). Ambas,
permiten transformar los valores de la frecuencia de recombinacion (r) a valores de distancia
de mapeo en cM (R), lo cual hace que las distancias genéticas en unidades de mapeo sean
magnitudes aditivas.

Una vez agrupados los marcadores en los distintos grupos de ligamiento y tomadas las
distancias genéticas dos a dos, el mapa puede ser construido mediante el procedimiento
clasico de la prueba de tres puntos. Actualmente, los programas de mapeo utilizan métodos
mas sofisticados y rapidos para este paso en el que los marcadores deben ser ordenados, en
el orden mads probable. Estos métodos utilizan estimaciones de maxima similitud de la
frecuencia de recombinacién entre marcadores y algoritmos de ordenacién rdpida de gran

numero de marcadores.

Construccion de mapas de ligamiento con marcadores de ADN

En el andlisis de ligamiento con marcadores de ADN, la determinacién del orden de
marcadores ligados se basa en el método se maxima similitud, es decir el orden de
marcadores que abarca la menor distancia y requiere la menor cantidad de
entrecruzamientos entre marcadores (Mather, 1957). Actualmente, existen programas de
computaciéon que permiten el andlisis simultdneo de muchos marcadores en un gran nimero
de individuos: identifican grupos de cosegregacion, estiman las frecuencias de
recombinacion entre los marcadores ligados, asignan el mejor orden y estiman las distancias
(cM) de los marcadores que componen un grupo. Entre ellos, los mas citados en la literatura
son: Mapmaker (Lander et al., 1987) y Joinmap (Stam, 1993; van Qoijen y Voorrips, 2001).
Los cdlculos probabilisticos que emplean estos programas tienen la misma légica que las
funciones de mapeo en pruebas de dos o tres puntos clasicas, pero son mas poderosos

porque al tratarse de una prueba multipunto permiten minimizar los errores debidos a
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dobles entrecruzamientos e interferencias. Los algoritmos matematicos para detectar
ligamiento entre dos loci se basan en el LOD score (Mapmaker) o en el método de los
minimos cuadrados (JoinMap). El LOD score se define como el logaritmo en base diez del
cociente entre la probabilidad de que dos loci estén ligados para un valor dado de
recombinacion, sobre la probabilidad de que ambos loci no estén ligados y hayan co-
segregado por azar. Por ejemplo, un LOD score = 3.0 para un par de marcadores indica que
es 1000 veces mas probable que los marcadores estén ligados a que no lo estén (Lincoln et
al., 1993).

Idealmente, en un individuo diploide el nimero de grupos de ligamiento en el mapa
deberia ser igual al nUmero haploide de cromosomas (n) pero es posible que marcadores
que corresponden al mismo cromosoma aparezcan en grupos de ligamiento separados por
no haberse detectado loci intermedios. Es posible lograr una cobertura del genoma mas
completa a medida que se incorporan mas marcadores.

Es interesante describir las distancias entre marcadores de un mapa genético no sélo
en unidades de mapeo (cM) sino por su distancia fisica real en pares de bases (pb). La unidad
de mapa genético varia en numero de nucledtidos segun la especie, el cromosoma vy la
localizacion en el cromosoma. Aproximadamente, 1 cM equivale a 1 Mpb (1 millén de pares

de bases) en humanos y a 750 kpb en plantas superiores (Lincoln et al., 1993).

Poliploidia: Conceptos generales, autopoliploides y alopoliploides.

Un individuo es considerado diploide cuando su dotacidn normal de cromosomas
autosémicos estd compuesta por dos juegos idénticos de x cromosomas cada uno, de forma
que estos x cromosomas son todos diferentes entre si dentro de cada uno de los juegos, y no
pueden reagruparse en grupos inferiores. EI genomio es el conjunto de x cromosomas y
numero basico es el nUmero de cromosomas que lo conforman, es decir, x. Por extension, el
numero cromosémico de un individuo diploide es 2x (Lacadena, 1996).

Un individuo poliploide es aquél cuya dotacion autosémica normal estd compuesta por
mas de dos genomios o juegos completos de cromosomas (Lacadena, 1996). A los individuos
poliploides se los denomina tri, tetra, n-ploides de acuerdo con el nimero de x genomios
que presenten sus células somaticas. Los nUmeros cromosémicos seran entonces 3x, 4x, nx.
Se sabe que son varios los mecanismos citolégicos que inducen la poliploidia en plantas

(Ramsey y Schemske, 1998): la duplicacion somdtica en meristemos de esporofitos jovenes o
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adultos, que produce quimeras mixoploides; la duplicacion somatica en tejidos no
meristematicos; la duplicacion somatica en el cigoto o en el embrién joven genera
esporofitos completamente poliploides, fendmeno descripto en experimentos de shock
térmico donde embriones jévenes son expuestos brevemente a altas temperaturas (Ramsey
y Schemske, 1998), o en experimentos donde los embriones son expuestos a un agente
quimico como la colchicina; la no reduccidon gamética o restitucién nuclear meidtica durante
los procesos de micro y megasporogénesis, proceso que genera gametas 2n no reducidas
que contienen el conjunto completo de cromosomas somadticos y pueden dar origen a
embriones poliploides; la polispermia (Ramsey y Schermske, 1998).

Segun el origen de los genomas que los componen, los poliploides pueden ser de tipo:

a) Autopoliploide: los genomios componentes provienen de la misma especie (son
homadlogos) (Lacadena, 1996). Es un poliploide originado del cruzamiento dentro o entre
poblaciones de la misma especie (Ramsey y Schemske, 1998).

Se denomina cromosomas homadlogos a los cromosomas de un autopoliploide que
pertenecen a diferentes genomios y que se aparean durante la meiosis, debido a la
complementariedad de bases que poseen a nivel del ADN. En plantas, la duplicacién
somatica puede tener lugar en el cigoto o en embriones jovenes. Los autopoliploides pueden
tener un origen natural o inducido experimentalmente.

b) Alopoliploide: son poliploides que derivan de hibridos entre especies y los genomas
gue componen a estos poliploides provienen, por lo tanto, de dos o mas especies diploides
diferentes (Ramsey y Schemske, 1998). Se pueden originar por duplicacién cromosdémica de
hibridos interespecificos o intergenéricos, o por autopoliploidizacion y posterior cruzamiento
de los autopoliploides de especies diferentes. Se denomina homedlogos a los cromosomas
de los diferentes genomas que se originaron a partir de un cromosoma ancestral comun
(Lacadena, 1988).

El comportamiento de los cromosomas en meiosis comunmente difiere entre los
autopoliploides y los alopoliploides. Asimismo, este comportamiento influye en su fertilidad.

La constitucion genética de los gametos producidos por un autopoliploide dependera
de la formacién de multivalentes meidticos y de la posterior segregaciéon en anafase |, de
manera que las segregaciones fenotipicas y genotipicas seran diferentes de las mendelianas
tipicas de los organismos diploides: este comportamiento genético caracteristico de los

autoploides se denomina herencia polisémica, y herencia tetrasdmica en el caso de un
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autotetraploide (Lacadena, 1988). En este ultimo caso, los cromosomas homdlogos se
encuentran por cuadruplicado y dadas las homologias entre ellos, mas de dos cromosomas
pueden aparearse en las mismas zonas y originar diferentes configuraciones multivalentes
durante la profase I. Cuando se forman configuraciones de cromosomas en bivalentes, el
cromosoma elegido suele ser cualquiera de los homodlogos al azar, de manera que en cada
meiosis existe la misma probabilidad de que se apareen como bivalentes cualquiera de los
homoélogos. La segregacidon de los cromosomas en un autotetraploide es funcion de factores
como el nimero y posicién de los entrecruzamientos que ocurran en los multivalentes, de la
distancia del locus considerado y el centrdmero, del tipo de coorientacién, etc. (Lacadena,
1988). Por otra parte, a largo plazo luego de la constitucién de un autopoliploide, se
observan a veces sectores del genoma que tienden a presentar apareamiento preferencial,
fenédmeno en el que los homélogos se aparean como bivalentes siempre con los mismos
cromosomas.

En el caso de los alopoliploides, el comportamiento cromosémico meidtico depende
del grado de homologia que exhiban los genomas de las especies que originaron el
alopoliploide. En un alopoliploide durante la meiosis se formaran bivalentes entre
cromosomas homologos, dando lugar a una segregacidn genética igual a la de los diploides,
lo que se conoce como herencia disémica (Lacadena, 1988).

Entre los extremos representados por los autopoliploides y los alopoliploides obligados
existe una gran gama de situaciones en las que puede observarse una combinacion de
herencia de tipo disémica o polisdmica, segun el grado de homologia y/o diferenciacién en

los genomas que haya alcanzado la especie en particular (Lacadena, 1988).

Mapeo genético en poliploides

Si bien los métodos estadisticos para la construcciéon de mapas de ligamiento genético
fueron pensados para especies diploides como tomate, maiz y arroz, muchas especies
cultivadas de importancia agronédmica son poliploides.

El mapeo en especies poliploides es mucho mas complejo que para las diploides por
varias razones: a) hay un nimero mayor de genotipos segregantes esperados; b) puede
ocurrir co-migracion de fragmentos que tengan similar peso molecular y distinta secuencia;
c) la constitucién gendmica, es decir, el origen autopoliploide o alopoliploide, de muchas

especies no es conocida, haciendo dificil determinar los patrones de herencia; d) la
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caracterizacion fenotipica es complicada debido a la presencia de fragmentos multiples
(Sorrels, 1992; Wu et al., 1992).

Una estrategia para simplificar el mapeo en poliploides es analizar la segregacién de
los marcadores por presencia:ausencia en la poblacién. Un fragmento que esta presente en
dosis simple en uno de los parentales y que por lo tanto segrega en una relacion 1:1
(presencia:ausencia) en los gametos de este individuo se denomina alelo en dosis simple
(ADS). Un ADS en un autopoliploide es equivalente a un simplexo (Aaaa, en caso de
tetraploidia) o a un locus heterocigota en uno de los juegos diploides en un alopoliploide. En
ambos casos la relacién de segregacion del ADS en un cruzamiento Aaaa x aaaa es 1:1
(Aaaa:aaaa) (Wu et al.,, 1992). De esta forma es posible identificar exactamente el genotipo,
para ese determinado locus en cada individuo de la progenie.

El primer paso en la construccion de un mapa genético usando este método es
determinar la dosis de cada marcador en base a la relacion de segregacién, por medio de la
prueba de Chi cuadrado. Posteriormente, los marcadores en dosis simple se ordenan
formando grupos de ligamiento en fase de acoplamiento (grupos de cosegregacion). Por
definicion, dos o mas marcadores estan ligados en fase de acoplamiento o en cis, cuando se
encuentran en el mismo cromosoma; por otra parte, dos o mas marcadores estan ligados en
fase de repulsion o en trans, cuando se localizan en cromosomas homaélogos.

Como se mencioné anteriormente, las especies autopoliploides presentan herencia
polisdmica, es decir que dentro de cada grupo de cromosomas homaélogos, éstos se aparean
al azar durante la meiosis. Por otro lado, los alopoliploides presentan herencia disdmica y la
genética es similar a la de los diploides, excepto por los multiples genomas.

La estimacion del ligamiento tanto en un auto como en un alopoliploide, entre dos ADS
en fase de acoplamiento es idéntica que para un diploide. En cambio, si los ADS estan en
fase de repulsion, la estimacion del ligamiento serd igual que para los diploides sélo si el
poliploide muestra herencia disémica (alopoliploides). En caso de herencia polisémica
(autopoliploides) los ligamientos en fase de repulsién son muy dificiles de detectar ya que la
chance de apareamiento entre los cromosomas homaélogos que llevan los loci ligados en fase
de repulsién sera 1/(h-1) (h = nimero de homdlogos en el grupo), resultando en una menor

probabilidad de que se produzca recombinacidn entre ellos (Wu et al., 1992).
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Aplicaciones prdcticas de la construccion de mapas de ligamiento genético en vegetales

Tradicionalmente, el mejoramiento genético practicado en especies vegetales estuvo
basado en el analisis y seleccién de los fenotipos sobresalientes. Actualmente, la tendencia
en el mejoramiento genético de plantas es la combinacion de las técnicas clasicas con las
mas modernas de la biologia molecular y la biotecnologia. Es asi que la tecnologia de los
marcadores moleculares comenzé a contribuir al conocimiento bdsico de los cultivos y de los
caracteres agrondmicos y productivos de interés (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

En un sentido amplio, el mejoramiento genético vegetal en especies apomicticas, por
medio de cruzamientos, puede involucrar la creacion de una gran poblacién hibrida como
material fundacional (Hanna, 1995; Pessino y Ortiz, 2010).

La estrategia del uso de marcadores moleculares requiere de conocimientos basicos
sobre la naturaleza del cardcter estudiado. Los estudios primarios concernientes al adecuado
conocimiento del modo reproductivo del material vegetal disponible y a la comprension de
las bases genéticas de la herencia de la apomixis son indispensables para proponer un
programa de mejoramiento mediante cruzamientos en especies forrajeras apomicticas,
como objetivo principal. Entender las bases del control genético y de la herencia de la
apomixis que ocurre naturalmente en diferentes taxa, resulta un requisito previo vital para
explotar su potencial y tener éxito al intentar expresarla en plantas domesticadas que se
reproducen sexualmente (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Por otro lado, el desarrollo de mapas
de ligamiento genético de especies tetraploides puede también ofrecer una valiosa
herramienta a ser utilizada en estudios genéticos basicos de la apomixis, asi como en
programas de mejoramiento de los ecotipos tetraploides cultivados.

Sin embargo, el primer requerimiento de cualquier estudio genético primario del
caracter apomixis es la posibilidad de realizar cruzamientos entre una planta tetraploide
completamente sexual y una planta tetraploide apomictica, a fin de generar una poblacién
segregante F; para el modo reproductivo (Pessino y Ortiz, 2010).

Un mapa de ligamiento genético representa un marco genético para estudios bdsicos y
aplicados de la especie de interés. Dentro de este marco es posible, mediante marcadores
moleculares, identificar genotipos, identificar marcadores ligados a caracteres de interés
complejos y localizarlos en grupos de ligamiento, llevar a cabo seleccién asistida por
marcadores, hasta la clonacion de genes que puedan ser empleados en el mejoramiento

mediante transformacién genética. Ademas, la construccion de un mapa genético
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proporciona gran cantidad de informacién sobre la estructura y organizacién del genoma en
estudio, como por ejemplo patrones de distorsion de la segregacion mendeliana de
segmentos cromosomicos, la presencia de alteraciones estructurales como inversiones o
translocaciones y también ofrece la posibilidad de comparar la estructura genética de
distintas especies, en base a la homologia gendmica y la conservacidon de la distancia y el

orden de los marcadores moleculares en los grupos de ligamiento.

El género Paspalum

Paspalum es un género de la familia Poaceae (subfamilia Panicoideae, tribu Paniceae)
qgue comprende entre 330 y 400 especies, las cuales crecen naturalmente en regiones
tropicales, subtropicales y templadas de América del Norte y América del Sur, con unas
pocas especies nativas de Africa, Asia y Oceania y con sélo tres o cuatro especies
cosmopolitas. América del Sur es el centro de origen del género (Chase, 1929; 1939; Nicora y
Rugulo de Agrasar, 1987; Judziewicz, 1990; Zuloaga y Morrone, 2005), mientras que los
centros de diversidad se encuentran en los cerrados de Brasil y en los campos de Argentina y
Uruguay (Zuloaga y Morrone, 2005).

Los datos obtenidos hasta el momento han contribuido al conocimiento del sistema
genético de especies del género Paspalum. Los niveles de ploidia, el comportamiento de los
cromosomas en meiosis y el modo reproductivo fueron determinados para 72 especies
(Ortiz et al., 2012). De ellas, el 25 % es diploide y el 75 % es poliploide, con una variacién
desde 3x (Quarin y Lombardo, 1996) a 16x (Burton, 1940). El nivel de ploidia mds comun es
el tetraploide. El nUmero cromosdémico basico mas frecuente en Paspalum es x = 10 (Quarin,
1992). Como excepciones, han sido reportados x = 6 para P. almum Chase (Quarin, 1974), x =
9 para P. contractum Pilg. (Davidse y Pohl, 1974) y x = 16 para P. convexum Humb. & Bonpl.
ex Fliigge y P. stellatum Humb. & Bonpl. ex Fliigge (Selva, 1976; Killeen, 1990; Honfi et al.,
1990).

Las especies de Paspalum presentan diferentes estrategias reproductivas, con
representantes que son principalmente sexuales y aldégamos debido a la
autoincompatibilidad, y representantes que se reproducen por apomixis, son seudégamos y
autofértiles (Quarin, 1992; Bashaw et al., 1970). Las especies diploides son de reproduccién
sexual mientras que las especies poliploides se reproducen por apomixis y/o sexualidad. Es

probable que los distintos sistemas reproductivos asi como los diferentes niveles de ploidia
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qgue se observan entre las especies del género estén relacionados a la diversidad ecoldgica
de los taxones de Paspalum. Muchas de estas especies se caracterizan por presentar
citotipos diploides de reproduccion sexual y una contrapartida coespecifica tetraploide y
apomictica (Quarin, 1992). Se postula que la mayoria de las especies apomicticas de
Paspalum se origind por autopoliploidia a partir de ancestros diploides sexuales.
Morfolégicamente, estos citotipos diploides son semejantes a su respectiva contraparte
tetraploide (Norrmann et al., 1989; Quarin, 1992). La autopoliploidia fue confirmada en
Paspalum simplex Morong. (Pupilli et al., 1997), y en P. notatum (Stein et al., 2004) en base a
la herencia tetrasdmica de marcadores moleculares. Sin embargo, el género también
presenta algunos ejemplos indiscutidos de especies apomicticas alopoliploides, de origen
hibrido, como lo es P. dilatatum Poir. (Bashaw y Holt, 1958; Bashaw y Forbes, 1958).

Estudios basicos en Paspalum relacionados al sistema genético, hibridaciones, andlisis
de poblaciones y en los ultimos afos, la aplicacion de técnicas de biologia molecular
permitieron la obtencion de mapas de ligamiento genético, identificaciéon de la region
gendmica de la apomixis y de marcadores ligados al caracter apomixis, obtencién de
marcadores SCAR relacionados al caracter y su aplicacidon en seleccién asistida, estudios de
transcriptomica, clonado y secuenciacién de clones de BACs. Todo ello convierte al género
Paspalum en un modelo para los estudios relacionados con el aislamiento de genes ligados a
la apomixis del tipo apospdrica (Ortiz et al., 2001; Pessino et al., 2001; Lombarda et al., 2002;
Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004, 2007; Pupilli et al., 2004; Calderini et al., 2006; 2011;
Laspina et al., 2008; Polegri et al., 2010; Rebozzio et al., 2012).

Numerosas especies de Paspalum son componentes de las praderas naturales del este
de Bolivia, Paraguay, centro y sur de Brasil, norte de Argentina y Uruguay (Zuloaga y
Morrone, 2005). Muchas de ellas son valoradas por su calidad como forrajeras, su
palatabilidad y su produccion de materia seca. Sin embargo, sélo unas pocas han sido
seleccionadas de la naturaleza, domesticadas y llevadas a cultivo. Paspalum notatum y P.
dilatatum son econdémicamente las mas importantes y ampliamente empleadas como
forrajeras, principalmente en el Sur de los EE.UU. Otras, son cultivadas como cereal, césped

u ornamentales (Giussani et al., 2009).
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Estudios previos en relacion al cardcter apomixis en el género Paspalum: herencia y mapas
de ligamiento genético.
Herencia del cardcter apomixis en especies de Paspalum

Nogler (1984) propuso que los determinantes bdsicos de la apomixis se habrian
originado por mutacién y que la mayoria de los otros genes involucrados en el proceso
serian probablemente similares a aquellos implicados en la sexualidad. En el género
Paspalum, los estudios genéticos sobre herencia de la apomixis se han realizado
principalmente en P. notatum y en P. simplex. Burton y Forbes (1960) realizaron un test de
progenie para caracteristicas morfoldgicas en una poblacién segregante de P. notatum vy
propusieron que el caracter apomixis estaba controlado por unos pocos genes recesivos.
Mas tarde, Martinez et al. (1999) investigaron la segregacion del modo reproductivo en la
progenie F; del cruzamiento interespecifico entre una planta tetraploide sexual
autoincompatible de P. ionanthum Chase y un genotipo apomictico facultativo de P.
cromyorrhizon Trin. La proporcion de segregacidon observada fue de 3:1 para plantas
apomicticas vs. plantas sexuales. Entonces, dos modelos fueron propuestos para explicar el
control genético del caracter: 1) la aposporia estaba controlada por un gen mendeliano
recesivo con herencia tetrasémica que requiere al menos de dos dosis junto a una Unica
copia del alelo salvaje (dominante) para manifestarse; 2) la aposporia estaba controlada por
un factor dominante con herencia tetrasémica asociado a letalidad gamética (Martinez et al.,
1999). Sin embargo, estos dos modelos no pudieron ser comprobados debido a la esterilidad
masculina de la mayoria de los hibridos de la F; estudiada lo que no permitiéd obtener
poblaciones F, y tampoco realizar retrocruzas. Sin embargo, estudios mas recientes de la
herencia de la apomixis en P. notatum, que fueron realizados en esta especie al cruzar una
planta tetraploide completamente sexual de origen experimental (Q4188) con una
apomictica natural como parental masculino (Q4117) (Martinez et al.,, 2001) y analizando
asimismo las progenies F;, F, y retrocruzas, mostraron proporciones de segregacion de 1:2,8
a 1:3 apomicticas vs. sexuales. Estos experimentos indicaron que la apomixis es
efectivamente un cardcter dominante, pero al mismo tiempo el modelo fue modificado: se
trata de un alelo simple dominante con herencia tetrasémica, con una notable distorsion en
el patrén de segregacién en contra de la apomixis. Esto sugiere que el control podria tener
relacion con algun efecto letal pleiotrépico con penetrancia incompleta (Martinez et al.,

2001). El exceso de progenie sexual causaba la desviacion de las proporciones mendelianas
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observadas respecto a las esperadas 1:1 o 13:15 (si se asume segregacién al azar
cromosémica o cromatidica), lo que fue atribuido a un alelo dominante letal pleiotrépico con
penetrancia incompleta o a letalidad parcial de factores ligados al locus de la aposporia.
Posteriormente, el estudio de la segregacion del caracter en otra poblacion F; de los mismos
parentales mostré una distorsién aun mayor de las proporciones observadas (Stein et al.,
2004), indicando que la penetrancia del efecto letal puede variar. Por otra parte, se
observaron otras proporciones distorsionadas en la especie: 1:4 apomicticos vs. sexuales
(Acuia et al., 2009) y 1:4,6 apomicticos vs. sexuales (Acuia et al., 2011).

En el caso de Paspalum simplex, se observd una segregacién de 1:1,6 entre individuos
apomicticos vs. sexuales en una poblacion tetraploide derivada de la retrocruza entre un
hibrido F; apomictico y su parental femenino tetraploide sexual experimental. Esta
proporcion concuerda con el modelo de herencia tetrasdmica y segregacion cromatidica en
el que la apomixis es controlada por un alelo simple dominante, ligado o no a un alelo letal
recesivo (Pupilli et al., 2001). Otras proporciones de segregacion distorsionadas siempre a
favor de la sexualidad se observaron en cruzamientos interespecificos entre P. simplex y P.
malacophyllum Trin. (Pupilli et al., 2004) o P. procurrens Quarin (Hojsgaard et al., 2011).

Este modelo coincide parcialmente con otros postulados previamente en especies de
gramineas apomicticas tales como Guinea grass [Megathyrsus maximus (Jacq.) B. K. Simon &
S. W. L. Jacobs] (Savidan, 1975) o en especies de Brachiaria (Valle y Glenke, 1993); es el de
un gen simple o alelo en dosis simple dominante con herencia tetrasémica. Es decir, si este
modelo si aplicara en Paspalum notatum, la apomixis seria dominante sobre la sexualidad,
en base a la proporcion de segregacién 1:1 (apomicticos vs. sexuales) en las progenies de
una planta experimental autotetraploide sexual cruzada por una planta tetraploide
apomictica natural. La constitucion genética de dicho locus para el progenitor sexual y para
el apomictico seria nuliplexo (aaaa) y simplexo (Aaaa), respectivamente. En estas
condiciones, la relacion de segregacién esperada para un caracter en la progenie F; seria de
1:1 (apomicticos vs. sexuales).

La hipdtesis mds comun para explicar la baja transmisién de la apomixis en poblaciones
segregantes es la presencia de un alelo letal ligado al cardcter apomixis, que actia a nivel
gametofitico o esporofitico. Nogler (1982) postuld la existencia de un factor apospérico
dominante que actua como factor letal recesivo. Este factor apospdrico no se transmitiria a

través de gametos monoploides, lo que explicaria la ausencia de plantas apomicticas a nivel
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diploide. Esta hipdtesis fue parcialmente confirmada mediante cruzamientos interespecificos

entre P. notatumy P. simplex (Martinez et al., 2007).

Mapas de ligamiento genético, mapeo comparativo y marcadores moleculares ligados a la
apomixis en especies de Paspalum

El primer mapa de ligamiento genético en el género Paspalum fue desarrollado por
Ortiz et al. (2001) para citotipos diploides (2n = 2x = 20) de P. notatum (Pensacola
Bahiagrass). Este mapa marco se basé en marcadores moleculares de RFLP, AFLP y RADP. El
mapa de la especie contiene 10 grupos de ligamiento y se extiende en una longitud de 991
cM. Distintas regiones del mapa presentaron sintenia con los mapas de maiz y de arroz. Pese
a tratarse de una especie diploide de reproduccion sexual, fue posible localizar marcadores
en tres grupos de ligamiento distintos que habian sido reportados como ligados al caracter
apomixis en especies de gramineas relacionas (Ortiz et al., 2001).

Posteriormente, Stein et al. (2007) desarrollaron el mapa de ligamiento genético de P.
notatum a nivel tetraploide (2n = 4x = 40). El mapa obtenido fue un mapa marco que
significé la base para la generacion de un mapa de mayor saturacién en trabajos posteriores,
algunos aun en curso actualmente. Con la construccion de este mapa tetraploide se
identifico el grupo de ligamiento asociado con la apomixis en la especie, llamado P173, se
caracterizé el modo de herencia tetrasémica de las razas tetraploides de la especie y la
organizacién de su genoma (Stein et al., 2004; 2007). Para su obtencidon, se generd una
poblacién segregante F; a partir del cruzamiento entre un genotipo tetraploide sexual de
origen experimental y una planta tetraploide apomictica natural como progenitor masculino.
De cuarenta grupos de acoplamiento esperados para cada mapa, se obtuvieron 26 grupos de
ligamiento con una longitud total de 1815 cM para el genotipo materno y 39 grupos y 2708
cM totales para el genotipo paterno (Stein et al., 2007). El grupo de ligamiento P17a es el
contiene la region gendmica que controla la apomixis y se encuentra en el progenitor
masculino, apomictico. Este grupo mostré un numero de marcadores que mapearon
completamente ligados entre si al locus del caracter apomixis, con valores de recombinacidn
de entre 1,5 % y 5,5 %, lo que indica una fuerte supresiéon de la recombinacién en esta
regidon, asi como apareamiento preferencial de los cromosomas, evidenciado por la
identificacion de ligamientos en repulsion menores al 33,3 % (Stein et al., 2004). La longitud

de este segmento cromosdmico seria de aproximadamente 36 Mpb. De manera similar, en
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P. simplex el locus que controla la apomixis es definido genéticamente como un alelo simple
dominante caracterizado por una fuerte represién de la recombinacion (Pupilli et al., 2001).
Tanto en P. notatum como en P. simplex y en P. malacophyllum se han detectado
marcadores moleculares ligados al caracter apomixis. Usando sondas heterdlogas
(provenientes de arroz) Pupilli et al. (2001) hallaron en P. simplex un grupo de marcadores
localizados en la regién telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de arroz que
cosegregan estrictamente con el caracter. Lombarda et al. (2002) determinaron que un
grupo de marcadores de AFLP homdlogos también cosegrega estrictamente con la apomixis
en P. simplex. El mapeo comparativo mostré que el locus que controla la apomixis en P.
simplex estd casi completamente conservado en P. malacophyllum, una especie
perteneciente al mismo grupo, mientras que en P. notatum, especie lejanamente
emparentada, la conservacién de la sintenia es sélo parcial. La sintenia observada fue
marcadamente fuerte al comparar este locus tanto de P. simplex como de P. malacophyllum
con un segmento del cromosoma 12 de arroz (Pupilli et al., 2004). De mismo modo, en P.
notatum la regidn que contiene el locus de la apomixis mostré sintenia con este segmento
del cromosoma 12 y ademads, con un segmento del cromosoma 2 de arroz (Pupilli et al.,
2004; Podio et al.,, 2012). Finalmente, diversos marcadores de RAPD, AFLP y RFLP
completamente ligados al locus de la aposporia fueron detectados en P. notatum (Stein et
al., 2004; Pupilli et al.,, 2004; Martinez et al., 2003; Stein et al., 2007). La sintenia del
segmento que porta el locus de la apomixis con segmentos de los cromosomas 2 y 12 de
arroz, asi como de los cromosomas 3 y 5 de maiz, fue confirmada por informacion obtenida a
nivel de secuencia del ADN (Calderini et al.,, 2006; Podio et al., 2012). Estos marcadores
definen un drea de represion de la recombinacidn en un cromosoma con apareamiento
cromosémico preferencial con uno de los tres homodlogos (Stein et al., 2004). Varios
marcadores de AFLP y dos marcadores SCAR ligados al caracter en P. notatum estuvieron
presentes en un grupo de plantas apomicticas de diversos origenes geograficos, lo que
sugiere que la estructura del segmento cromosémico que porta el caracter aposporia estd
altamente conservada en las razas apomicticas de la especie (Rebozzio et al., 2012).
Recientemente, la region gendémica ligada a la apomixis en P. simplex fue aislada
parcialmente (Calderini et al., 2011), mediante técnicas de mapeo fisico. Ademads, un

pequefio grupo de marcadores que cosegrega con la apomixis fue identificado, mediante
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analisis de mapeo comparativo, en P. simplex, P. malacophyllum, P. notatum 'y P. procurrens

(Hojsgaard et al., 2011).

El grupo Plicatula de Paspalum
Generalidades y especies que conforman el grupo

Plicatula es una categoria botanica informal e infragenérica establecida por Chase
(1929) que incluye a aquellas especies del género Paspalum que presentan marcadas
afinidades morfoldgicas con la especie emblematica del grupo, Paspalum plicatulum Michx.
El grupo comprende plantas perennes o anuales, terrestres o palustres, de inflorescencias
por lo general con numerosos racimos, rigidos y con las espiguillas marcadamente plano-
convexas. Las especies del grupo pueden ser facilmente reconocidas por las caracteristicas
morfoldgicas de la espiguilla ya que el antecio superior es de color castaio oscuro brillante y
la lemma inferior posee visibles arrugas o pliegues transversales; de ahi el nombre del grupo:
plicatulum proviene del latin plicatus que significa plegado. Pero estos ultimos caracteres no
son exclusivos de Plicatula ya que ocurren en otros grupos de Paspalum y en otros géneros
de Paniceae. Ademas, la delimitacion de los taxones se dificulta por la marcada variabilidad
de los caracteres vegetativos y reproductivos de las especies del grupo. Se han nombrado
numerosas variedades y especies pertenecientes a este grupo, particularmente en América
del Sur y es necesario un estudio integral del grupo Plicatula para dilucidar las relaciones
entre taxones (Zuloaga & Morrone, 2005). El centro de diversidad del grupo se encuentra en
Brasil (de Oliveira, 2004).

Las especies incluidas en Plicatula que habitan en América del Sur segin Zuloaga y

Morrone (2005) son las siguientes:

Paspalum plicatulum

P. atratum Swallen

P. chaseanum Parodi

P. compressifolium Swallen

P. convexum Humb. & Bompl. ex Fliigge
P. geminiflorum Steud.

P. glaucescens Hack.

P. guenoarum Arech.

P. limbatum Henrard

P. macranthecium Parodi

P. melanospermum Desv. ex Poir
P. modestum Mez

P. nicorae Parodi

P. palustre Mez

P. scrobiculatum L.

P. wrightii Hitchc. & Chase
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Sin embargo, Chase (1939) en su manuscrito inédito incluye ademas a las siguientes

especies dentro del grupo Plicatula:

P. plicatulum polystachyum Munro inéd.

P. plicatulum longipilum Hack.
P. arenarium Arech.

P. pubifolium Presl.

P. collinum Chase

P. centrale Chase

P. foveolatum Steud.
P. ellipsoidalis Chase
P. yaguaronense Henr.
P. pontanale Chase

P. goyanum Chase

P. rojasii Hack.

P. palustrine or subaquatic

P. otembense Leon

P. urbanianum Ekman
P. leptachne Chase

P. hydrophilum Henr.
P. texanum Swallen

P. lacustre Chase

P. crustarium Chase
P. subrotundum (Doell) Chase
P. amazonicum Trin.
P. riparium Nees.

P. boscianum Fligge

P. turgidum Chase

Estudios citogenéticos y reproductivos en el grupo Plicatula

El grupo Plicatula se caracteriza por incluir a especies diploides sexuales y poliploides
(especialmente tetraploides) que se reproducen por apomixis y son seudégamas vy
autofértiles (Quarin et al., 1997; Espinoza et al., 2001). Al igual que en Paspalum, en Plicatula
predominan las especies poliploides, siendo la tetraploidia el nivel mas comunmente
observado en este grupo (de Oliveira, 2004).

Si bien los citotipos diploides son raros en la naturaleza, han sido reportados biotipos
2x para algunas especies de Plicatula, tales como: P. compressifolium (Quarin et al., 1996), P.
glaucescens (Pritchard, 1962; sin. P. yaguaronense Henrard), P. plicatulum (Espinoza vy
Quarin, 1997), P. lenticulare (Espinoza et al., 2001; sin. P. limbatum) y P. wrightii (Martinez y
Quarin, 1999; sin. P. hydrophilum). Por otra parte, los estudios realizados hasta el momento
demostraron que las mayoria de especies analizadas presenta citotipos tetraploides y todos
ellos se reproducen por apomixis, tales como: P. guenoarum (Pritchard, 1970; Burson y
Bennett, 1971b; Espinoza et al. 2001), P. atratum (Quarin et al., 1997), P. lenticulare

(Espinoza et al., 2001) y P. plicatulum (Saura, 1941; Pritchard, 1970; Bashaw et al., 1970;
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Burson y Bennett, 1971b). De hecho, varias de estas especies fueron recientemente
introducidas al cultivo en diferentes lugares del mundo. Entre ellas podemos mencionar a: P.
nicorae, P. atratum y P. guenoarum (Espinoza et al., 2001; Urbani y Quarin, 2002; Evers y
Burson, 2004). Estos cultivares son el resultado de la seleccién de los mejores ecotipos que
han sido coleccionados directamente de la naturaleza, evaluados por sus condiciones
agrondmicas, seleccionados y luego propagados como clones a través de verdaderas
semillas. Hasta el momento no existen cultivares obtenidos por la via de los cruzamientos
para estas especies.

Numerosas especies de Plicatula son componentes de las pasturas naturales de
América del Sur y poseen un considerable potencial forrajero (Espinoza et al., 2001).

Dado que los genotipos 4x conocidos son apomicticos y que las razas 2x son de
reproduccién sexual, el mejoramiento genético mediante cruzamientos y selecciéon es
impracticable dentro de las especies del grupo a nivel tetraploide. La obtencion de plantas
sexuales a nivel 4x es un requisito importante para estudios basicos de la apomixis asi como
para iniciar cualquier programa de mejoramiento genético a ese nivel de ploidia. Esto
depende de la duplicacion de los cromosomas de una planta diploide. La relevancia de este
procedimiento ha sido inmensamente reconocida por varios autores, a partir de que Forbes
y Burton (1961a, b), Acuna et al. (2009) y Quesenberry et al. (2010) duplicaron los
cromosomas de bahiagrass diploide sexual (P. notatum) con el objetivo de cruzar plantas
sexuales tetraploides inducidas con genotipos tetraploides apomicticos naturales de la
misma especie. Sin embargo, duplicar los cromosomas para inducir plantas tetraploides
sexuales supone un punto especialmente difici. Ademas de los resultados pioneros
reportados por Forbes y Burton (1961a) para P. notatum, se han obtenido tetraploides
sexuales inducidos solamente para otras tres especies de Paspalum en la ultima mitad del
siglo: P. hexastachyum Parodi (Quarin y Hanna, 1980), P. simplex (Caceres et al., 1999) y mas
recientemente P. plicatulum (Sartor et al., 2009). El descubrimiento de plantas diploides
sexuales de P. plicatulum (Espinoza y Quarin, 1997) y las plantas tetraploides sexuales
obtenidas experimentalmente a partir de estos diploides han abierto la posibilidad para el
ingreso a programas de mejoramiento genético en estas especies (Sartor et al., 2009). Mas
aun, la disponibilidad de estas plantas tetraploides sexuales de P. plicatulum facilitaria los

cruzamientos interespecificos entre varias especies del grupo a nivel tetraploide.
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Especies utilizadas en este estudio: Paspalum plicatulum y P. guenoarum

Paspalum plicatulum es una especie ampliamente distribuida, desde el sur de los
Estados Unidos de América, hasta Argentina y Uruguay. Habita en sabanas, campos secos o
bajos, preferentemente en suelos arenosos y arcillosos, hUumedos, en bordes de caminos y
vias férreas y en suelos modificados. Posee una marcada variabilidad en sus caracteres
vegetativos y reproductivos lo cual dificulta su delimitacion y la de otras especies
pertenecientes al grupo (Zuloaga y Morrone, 2005). Esta especie posee dos citotipos: uno
diploide (2n = 2x = 20), de reproduccién sexual y alégamo debido a autoincompatibilidad
(Brown, 1950; Reeder, 1967; Davidse y Pohl, 1972, 1978; Fernandes et al., 1974; Honfi et al.,
1990; Espinoza y Quarin, 1997) y otro tetraploide (2n = 4x = 40) de reproduccién apomictica,
seuddgamo y autocompatible (Saura, 1941; Pritchard, 1970; Bashaw et al., 1970; Burson y
Bennett, 1971b). Hasta el momento no se han coleccionado plantas tetraploides sexuales de
P. plicatulum creciendo en la naturaleza. La existencia de razas diploides y tetraploides
sugiere un logico origen autopoliploide de los tetraploides (Sartor et al., 2009). Sin embargo,
para estos tetraploides apomicticos de P. plicatulum se ha indicado un reciente origen
alopoliploide segmentario (Pohl y Davidse, 1971; Burson y Bennett, 1971b) y autotetraploide
(Fernandes et al., 1974). Recientemente, se obtuvo de manera experimental una planta
tetraploide completamente sexual de P. plicatulum mediante duplicacién cromosdémica con
colchicina de una planta diploide sexual (Sartor et al., 2009).

Paspalum guenoarum crece en Bolivia, Paraguay, sur de Brasil, Argentina y Uruguay. Se
lo encuentra en campos sobre suelos humedos, rocosos o flojos. Se distingue de P.
plicatulum por el porte de la planta, el tamano de las inflorescencias y de las espiguillas. Es
una especie muy variable en el tamafo de las [dminas, numero de racimos y pilosidad
(Zuloaga y Morrone, 2005). En esta especie solamente se conocen biotipos tetraploides
apomicticos con 2n = 4x = 40 cromosomas (Pritchard, 1970; Burson y Bennett, 1971b;
Espinoza et al., 2001) y ningun citotipo diploide ha sido reportado para esta especie. Se ha
sugerido que P. guenoarum podria haberse originado por hibridacién al nivel de especie
(Pritchard, 1970) y que probablemente se trate de un alopoliploide segmentario (Burson y
Bennett, 1971a).

En P. plicatulum y en P. guenoarum la apomixis estd dada por aposporia seguida de

seudogamia (Aguilera et al., 2011).
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HIPOTESIS

En base a los antecedentes expuestos, las hipdtesis de trabajo planteadas son:
La apomixis puede ser transferida entre especies del grupo Plicatula por medio de
gametos masculinos y su herencia responde a un modelo de locus simple dominante.
Las especies Paspalum plicatulum y P. guenoarum son autotetraploides.
El caracter esta ligado a una serie de marcadores moleculares que se presume que deben
corresponder a regiones gendmicas conservadas, y que mayormente deben coincidir con
los que fueron descriptos para otras especies de Paspalum.
El control del caracter se ubica en una regién cromosdmica relativamente grande donde

la recombinacién se encuentra restringida.
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OBIJETIVOS

Objetivo general
Establecer la estructura bdsica de los grupos de ligamiento de especies del grupo
Plicatula a nivel tetraploide y localizar la region responsable de la apomixis en Paspalum

guenoarum.

Objetivos especificos

e Generar una poblacién segregante para el modo de reproduccion mediante el
cruzamiento entre las especies tetraploides de Paspalum plicatulum (100 % sexual) y
P. guenoarum (apomictico natural).

e Obtener un numero suficiente de marcadores moleculares como para cubrir el
genoma de la especie y realizar mapeo genético.

e Comprobar el tipo de herencia tetrasdémica o disdmica de ambos genotipos
parentales (P. plicatulum y P. guenoarum) y comparar los resultados obtenidos con
los antecedentes citogenéticos.

e |dentificar el grupo de ligamiento que contiene el locus responsable de la apomixis en

P. guenoarum.
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y cruzamientos

A fin de generar una poblacién F; segregante para el modo reproductivo se realizaron
cruzamientos entre dos genotipos de especies diferentes del grupo Plicatula de Paspalum.
Una planta tetraploide (2n = 4x = 40) sexual inducida, totalmente autoincompatible de P.
plicatulum (de ahora en mdas, 4PT) fue empleada como parental femenino en los
cruzamientos interespecificos. Este material fue obtenido a partir de porciones de rizomas
de la planta tetraploide sexual 4c-4x originalmente inducida por colchicina, obtenida en un
trabajo anterior a partir de la planta diploide sexual H-14 (Sartor et al., 2009). El parental
dador de polen fue la planta GR19, un genotipo tetraploide apomictico natural proveniente
del cultivar Rojas de P. guenoarum. Ambos parentales se encontraban creciendo en macetas
dentro de un inverndculo al momento de realizar los cruzamientos; posteriormente fueron
trasplantados al campo de cultivo experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-

UNNE) de Corrientes, Argentina (Fig. 1 Ay B).

Figura 1. Individuos parentales de los cruzamientos 4PT x GR19. A) Planta GR19 de Paspalum guenoarum
cultivar Rojas, tetraploide apomictica. B) Planta 4PT de P. plicatulum, tetraploide sexual de origen

experimental.
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Antes del inicio de la floracidn, las inflorescencias de 4PT fueron aisladas en sobres de
papel sulfito para evitar la contaminacion con polen de otro genotipo. Durante la manana
siguiente, se colectd polen fresco de GR19, se removio el sobre de la inflorescencia de 4PT
gue mostro algunas espiguillas en antesis y el polen de GR19 fue espolvoreado sobre los
estigmas expuestos de 4PT. La floracion en la planta 4PT ocurre alrededor de las 11:00 horas
(a.m.), progresivamente y hacia abajo desde los racimos superiores en la inflorescencia y
toma 4 a 6 dias completar la antesis de todas las espiguillas de una inflorescencia. Por lo
tanto, la polinizacion se llevd a cabo por varios dias en la misma inflorescencia, removiendo
el sobre de papel sulfito cada mafana y luego colocandolo nuevamente para evitar la
contaminacién con polen indeseado. La floracidon de la planta GR19 ocurre en horas mas
tempranas, aproximadamente a las 8:30 horas (a.m.) por lo que comUnmente una vez
colectado en un sobre, el polen fue conservado en el laboratorio hasta el momento de
realizar la polinizacion sobre los estigmas de 4PT. Las inflorescencias polinizadas
permanecieron en los sobres por un mes aproximadamente para evitar la caida y pérdida de
las semillas que iban madurando, luego fueron colectadas cortando las varas florales,
permaneciendo las inflorescencias dentro de los sobres. Estos se colocaron en estufa a 37 °C
durante 24-48 horas. Las espiguillas fueron separadas manualmente de las inflorescencias;
las espiguillas llenas fueron separadas de las vacias empleando un aparato soplador de
semillas.

Adicionalmente a la obtencion de la poblacion F;, se obtuvieron una poblacién F, y
tres poblaciones de retrocruzas; éstas fueron generadas a partir de la autopolinizacion de
una planta F; sexual (F{#8) y las retrocruzas involucrando a 4PT y a una planta F; sexual
(F1#29) y a dos F; apomicticas (F1#15 y F,#62) respectivamente. Todos los cruzamientos se
practicaron como se indicé anteriormente, durante los meses de verano cuando ocurre la
floracién de estas especies.

Las semillas obtenidas de todos los cruzamientos mencionados fueron puestas a
germinar en suelo esterilizado, a principios de la primavera, para obtener las plantas de las
futuras poblaciones F;, F, y de retrocruzas. Aproximadamente 2 semanas después de la
germinacién, los plantines fueron trasplantados a macetas que permanecieron en el
invernaculo hasta fines de la primavera, cuando fueron llevados al campo de cultivo

experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-UNNE) de Corrientes, Argentina.
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Caracterizacion morfoldgica de los parentales y sus hibridos

Los genotipos parentales (4PT y GR19) y 6 hibridos F; (tres plantas sexuales y tres
apomicticas) fueron utilizados para la caracterizacion morfoldgica. Las caracteristicas
medidas en las inflorescencias fueron: longitud del eje de la inflorescencia, nUmero medio
de racimos por inflorescencia y longitud de los racimos distal y basal. Las mediciones fueron
realizadas en inflorescencias al momento de la antesis en plantas cultivadas que se
encontraban creciendo en el campo. Tres inflorescencias fueron estudiadas por cada
genotipo. Otras de las caracteristicas analizadas fueron el ancho y la longitud de la Idmina de
la hoja determinados para la segunda hoja por debajo de la base de la inflorescencia.

También se determind el peso de 1000 semillas.

Clasificacion de los individuos F; segun el modo de reproduccion

Muestras de cariopses maduros del parental masculino GR19 y de cada una de las
plantas de la poblaciéon hibrida F; fueron analizadas por citometria de flujo (FCSS), siguiendo
los métodos descriptos por Matzk et al., (2000), para determinar el modo de reproduccion
en base al contenido relativo de ADN embrién:endospermo. Adicionalmente, los individuos
de la poblacion F, y los de las tres poblaciones obtenidas por retrocruzas también fueron
clasificados segun el modo de reproduccién mediante andlisis por citometria de flujo.

Dado que en estas especies de Paspalum la apomixis estd dada por una serie de
eventos que involucran: apomeiosis, desarrollo de sacos embrionarios a partir de células
citolégicamente no reducidas, partenogénesis y seudogamia, el contenido relativo de ADN
embrién:endospermo presentara diferentes valores ya sea que la semilla haya sido originada
por sexualidad o a través de la via apomictica. Esto es debido a que en la mayoria de las
especies apomicticas de Paspalum los sacos embrionarios apospdricos tienen dos nucleos
polares no reducidos (2n) en la célula central. El valor 2x del embrién y el valor 3x del
endospermo indican que la semilla es producto de un evento sexual, como resultado de la
doble fecundacion: la de la ovocélula reducida (n) y la de la célula central (la cual tiene dos
nucleos polares n), cada una por uno de los nucleos espermaticos n que llegan al saco
embrionario a través del tubo polinico. En contraste, una proporcion de contenido de ADN
embrion:endospermo 2x:5x denota que la semilla se formd a partir de un SEA. El embridn es

formado por partenogénesis de una ovocélula no reducida (2n + 0), mientras que el
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endospermo surge de seudogamia que involucra la célula central (que porta dos nucleos
polares no reducidos, 2n + 2n) fecundado por un nucleo espermatico reducido (n).

Para cada planta, el analisis por citometria de flujo se realizd en grupos o bulks de 2 a
10 cariopses. Se analizaron en total entre 15 y mas de 50 cariopses frescos para cada planta
F1 vy del parental masculino GR19. Una relacién embridn:endospermo de 2:3 sugiere que esa
planta se reproduce por sexualidad debido a que la descendencia es exclusivamente
originada a partir de SEM; en cambio una relacién embrién:endospermo de 2:5 indica que
esa planta se reproduce por apomixis ya que origina descendientes a partir de SEA.
Eventualmente algunas plantas F; pueden tener la capacidad de reproducirse por sexualidad
y por apomixis (apomixis facultativa) donde las progenies pueden originarse a partir de SEM
y SEA. Cuando el analisis de semillas en bulks de plantas F; mostré histogramas
correspondientes a progenies originadas a partir de ambos tipos de sacos embrionarios, se
decidié realizar un andlisis individual de cariopses para establecer la expresividad de la
apomixis de las plantas F; apomicticas facultativas. Del mismo modo, entre 2 y 22 cariopses
de la descendencia F, y de los individuos obtenidos por retrocruzas fueron analizados por
citometria de flujo a fin de establecer el modo reproductivo de esas plantas.

Los cariopses fueron finamente cortados en 0,5 ml de buffer para extraccidon nuclear.
Luego de 2 minutos de incubacidn, la suspensidon de nucleos fue filtrada a través de un
pequeiio embudo con un filtro de 30 um en un tubo limpio. Luego se agregaron 1,5 ml del
buffer de tincion fluorescente 4a,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). El buffer de extraccion de
nucleos y el de tincidon estan incluidos en el kit Partec P y son marca registrada de Partec
(CyStain UV precise P; Partec, Munster, Germany). Las suspensiones fueron analizadas
pasandolas a través de un citémetro de flujo (Partec Ploidy Analyzer PA-Il), con el detector
operando a 355 nm. Para cada muestra, se contaron al menos 3000 nucleos. Para el analisis
de los datos, se utilizé el software de computacion PA-Il Partec FloMax. No se utilizd ningun
patrén interno junto a la muestra de semillas maduras debido a que sélo eran de interés la
presencia y posiciones relativas de los picos de los histogramas para inferir la o las vias

reproductivas presentes en esas muestras.

Determinacion del nivel de ploidia de los individuos F
Se determind el nivel de ploidia utilizando muestras del tejido de hojas, siguiendo las

recomendaciones del manual de Partec P kit CyStain UV Precise P 05-5002. Para realizar las
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mediciones se utilizé una porcién de hoja (aproximadamente 25 mm?) de la planta a estudiar
y una muestra similar de hoja de una planta control cuyo nivel de ploidia era conocido, en
este caso de la planta 4PT con 2n = 4x = 40 cromosomas (Sartor et al., 2009). Cada muestra
fue preparada siguiendo el mismo procedimiento que se indicd anteriormente para
cariopses (ver Clasificacion de los individuos F; segun el modo de reproduccion). Las
suspensiones fueron pasadas a través de un citdmetro de flujo (Partec Ploidy Analyzer PA-I1)
con el detector operando a 355 nm. Al menos 3000 nucleos fueron contados por cada
muestra. Los datos fueron analizados usando el programa de computacion PA Il Partec

FloMax.

Estudios de la meiosis de GR19 y sus hibridos interespecificos con 4PT

Inflorescencias jovenes del parental masculino P. guenoarum GR19 y de cuatro
hibridos fueron fijadas en solucién 5:1 (v/v) de etanol absoluto:acido lactico por 24 horas y
luego almacenadas en etanol 70 % a 4 °C. Para realizar los preparados citoldgicos, las
anteras fueron extraidas del interior de las espiguillas con ayuda de agujas histoldgicas y una
lupa binocular (Nikon) y fueron aplastadas en una gota de carmin acético al 2 %, para asi
obtener de su interior las células madre del polen (CMP). Los preparados se hicieron
permanentes con solucion de terpentina de Venecia. Las células en diacinesis y metafase |
fueron observadas con un microscopio Optico (Leica) para estudiar las asociaciones

cromosomicas meidticas.

Estudios de fertilidad

La fertilidad de un grupo de hibridos F; y del parental masculino GR19 fue determinada
mediante el analisis de la produccion de semillas bajo condiciones de autopolinizacion y en
polinizacién libre. Para las autopolinizaciones se seleccionaron tres inflorescencias de cada
planta que fueron aisladas antes del inicio de la antesis utilizando sobres de papel sulfito y
permanecieron en estas condiciones hasta la maduracion completa de las semillas
(aproximadamente 30 dias). En cambio, para la obtencién de semillas por polinizacién libre,
las inflorescencias seleccionadas permanecieron descubiertas hasta que finalizé la antesis en
toda la inflorescencia para permitir la libre polinizacion. Una vez que se completé la antesis,
las inflorescencias fueron aisladas con sobres de papel sulfito para evitar la pérdida de

semillas llenas. En ambos casos, se colectaron los sobres, se cosecharon las semillas y se
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separaron semillas llenas y vacias como se describié anteriormente (ver Material vegetal y

cruzamientos).

Extracciones de ADN gendomico

Se realizaron microextracciones de ADN gendmico total a partir de hojas frescas y
jovenes de los 109 individuos F; y de sus progenitores 4PT y GR19, siguiendo el protocolo
descripto por Dellaporta et al. (1983), con las modificaciones realizadas por Ortiz et al.
(1997). Se cosecharon entre 0,2 y 0,4 gramos de hojas frescas y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. Luego las hojas fueron molidas con mortero y pilén,
ambos enfriados apropiadamente con nitrégeno liquido. El polvo obtenido se colecté en
microtubos de 2 ml y cada tubo fue introducido inmediatamente en nitrégeno liquido hasta
el momento de procesar cada muestra. A cada tubo de muestra molida se agregaron 1,3 ml
de buffer de extraccion de ADN [Tris-HCI 100mM (pH 7,5), EDTA 50mM (pH 8), NaCl 500
mM, SDS 2 % y PVP 1 % PM 360000], el cual fue previamente precalentado a 68 °C y al que
se le adicionaron 10 pl de B-mercaptoetanol por cada 1 ml de buffer. Las muestras se
incubaron a 68 °C durante 15 minutos, agitdndolas suavemente 1 6 2 veces durante ese
tiempo para que el buffer entre en contacto con toda la muestra. Luego se agregaron 250 pl
de acetato de potasio 5M (pH 6,5) a cada tubo y se incubaron las muestras en hielo entre 1y
2 horas. Pasado este tiempo, los tubos se sometieron a 10 minutos de centrifugacion a
10500 rpm en una centrifuga (Eppendorf) refrigerada a 4 °C. Se tomaron 900 ul del
sobrenadante y se transfirieron a microtubos limpios de 2 ml y se agregéd 1 ml de
isopropanol frio a cada muestra. Esta mezcla se incubd durante toda la noche a -20 °C. Luego
de la incubacion los microtubos fueron centrifugados durante 10 minutos a 13000 rpm a 4
°C, se descartaron los sobrenadantes, se dejaron secar los pellets a temperatura ambiente el
tiempo necesario y luego se resuspendieron en 250 pl de TE [Tris-HClI 10 mM (pH 8) y EDTA 1
mM (pH 8)]. Los microtubos fueron agitados durante 1 hora aproximadamente para disolver
completamente los pellets. Luego se realizd un tratamiento con 1 pl de ARNasa (10 mg/ml)
durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién. Cada muestra se transfirié a un
microtubo de 1,5 ml, donde recibié un tratamiento de fenol:cloroformo, para lo cual se
agregaron 125 pl de fenol y 125 pl de cloroformo a cada muestra. Los tubos fueron agitados
por inversion durante algunos segundos y luego se centrifugaron a 13000 rpm durante 15

minutos en centrifuga refrigerada a 4 °C. Se transfirieron 150 ul de la fase superior de la
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muestra a microtubos limpios de 1,5 ml y se agregaron 10 ul de NaCl 5M y 500 pl de etanol
absoluto a cada tubo. Esta mezcla se incubd durante 8 horas a -20 °C. Luego de la incubacién
las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos en centrifuga refrigerada a 4
°C, se descartd el sobrenadante y el pellet se lavd con 1 ml de etanol 70 %. Las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente se descarto el
sobrenadante, se agregd nuevamente 1 ml de etanol 70 % al pellet para lavarlo y se
centrifugaron las muestras a 13000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, se descartd
el sobrenadante y el pellet se secé a 37 °C durante 20 minutos y luego fue resuspendido en

25 ul de agua ultrapura estéril.

Calidad y concentracion del ADN genomico

La concentracién de cada una de las muestras se estimo: (l)
espectrofotométricamente, para lo cual se realizaron mediciones de absorbancia a 260 nm
(Sambrook et al., 1989) empleando un espectrofotémetro BioRad SmartSpec 3000; (II)
mediante estimacidn visual en geles de agarosa al 1 %, en los que se realizé la corrida
electroforética de una alicuota de las muestras (1 ul) en presencia de buffer de siembra 1X
(azul de bromofenol 0,025 %, xilen-cianol 0,025 % vy glicerol 30 %) y una muestra de
concentracion conocida. La electroforesis se realizé en una cuba horizontal y una fuente de
poder BioRad 300 a 40 V durante aproximadamente 2 horas. Luego se realizé la tincion del
mismo sumergiéndolo en solucidon de bromuro de etidio (0,5 pg/ml) por aproximadamente
30 minutos y luego visualizado con un transiluminador de luz ultravioleta y digitalizado
mediante un analizador de imagenes. Finalmente, todas las muestras de ADN fueron

llevadas a una concentracién de 0,3 pug/ul y luego conservadas a -20 °C.

Generacion de marcadores moleculares de AFLP

La generacién de marcadores de AFLP se llevd a cabo segun la técnica desarrollada
originalmente por Vos et al. (1995), de acuerdo a lo descripto por Espinoza et al. (2006) y con
las modificaciones que se detallan a continuacion.

Digestion: Se utilizd 1 ug de ADN gendmico de cada planta que fue digerido utilizando
simultaneamente dos enzimas de restriccion: EcoRl y Msel. Para realizar la digestion se
utilizé buffer OPA 5X [Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), acetato de magnesio 10 mM, acetato de

potasio 50 mM], que es compatible para ambas enzimas y para T4 ADN ligasa de la marca
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comercial BioNeer. La digestion se realizé en un volumen final de 25 pl conteniendo la

mezcla de reaccién que se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes de mezcla de digestidon EcoRI-Msel.

Componentes Concentracion Concentracion Volumen para 1
inicial final muestra (25 pl)

Buffer OPA 5X 1X 5ul

DTT 250 mM 5mM 0,5 ul

BSA 500 ng/ul 50 ng/ul 2,5 ul

EcoRl 12U 5U 0,4 ul

Msel 10U 5U 0,5 ul

ADN 300 ng/ul 1ug 3,3 ul

Agua U.P. 12,8 ul

La digestidn se llevé a cabo a 37 °C durante 4 horas y luego se detuvo colocando los
tubos en bafio Maria a 72 °C durante 10 minutos.

Generacion de adaptadores: Los fragmentos de ADN gendmico generados por
restriccion fueron ligados a adaptadores especiales que se unen al extremo de ADN que haya
sido escindido ya sea por la enzima EcoRl o Msel. Para ello, los adaptadores se prepararon
utilizando oligonucledtidos de cadena simple sintetizados por la University of British
Columbia. Para obtener adaptadores de doble cadena se mezclaron, en un microtubo para
PCR 10 pg de los oligonucleétidos EcoRl “forward” (5-CTC GTG ACT GCG TAC C-3') y
“reverse” (5-AAT TGG TAC GCA GTC-3’) y en otro microtubo 10 pg de los oligonucledtidos
Msel “forward” (5’-GAC GAT GAG TCC TGA G-3') y “reverse” (5’-TAC TCA GGA CTC ATC-3').
Las mezclas se incubaron durante 5 minutos a 95 °C y luego a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Ambos adaptadores se diluyeron a 50 pM/pul. Los adaptadores EcoRI
fueron diluidos nuevamente en una proporcién 1:10 para llevarlos a una concentracion final
de 5 pM/ul.

Adaptador EcoRlI: 5’-CTCGTGACTGCGTACC-3’
3’-CTGACGCATGGTTAA-5’

Adaptador Msel: 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’
3’-TACTCAGGACTCAT-5

Ligacion de los adaptadores: La ligacién de los adaptadores a los sitios de restriccion
generados por las enzimas EcoRl y Msel se realizé en el mismo tubo donde se lleva a cabo la
reacciéon de digestion. A cada tubo se agregaron 7,5 ul de solucién de ligacidon de
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adaptadores (ATP 1mM, buffer OPA 1X, DTT 5mM, BSA 50 ng/ul), 5 pM de adaptador EcoRl,

50 pM de adaptador Msel y 5 unidades de T4 ADN ligasa (Tabla 2). Las muestras se

incubaron a 37 °C durante 4 horas y luego se conservaron a -20 °C.

Tabla 2. Componentes de la mezcla de ligacion.

Componentes

Concentracién Concentracion

Volumen para 1

inicial final muestra (10 pl)
Solucidn de ligacion 7,5 ul
T4 ADN Ligasa 200 U/ul 15 u/ul 0,075 pl
Adaptador Msel 50 pM 5 pM 1l
Adaptador EcoRl 5 pM 0,5 pM 1l
Agua U.P. 0,425 pl

Pre-amplificacion: Las reacciones de pre-amplificacidon se llevaron a cabo utilizando

como templado el producto de la ligacién, como cebadores los oligonucledtidos E01 (5'-GAC

TGC GTA CCA ATT CA-3’) y M01 (5'-GAT GAG TCC TGA GTA AA-3’) sintetizados por la

University of British Columbia y la enzima polimerasa GoTaq® DNA Polymerase de Promega.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl con los componentes que se

indican en la tabla 3.

Tabla 3. Componentes de mezcla de preamplificacién.

Componentes Concentracién  Concentracion Volumen para 1

inicial final muestra (25 pl)
Templado 2 ul 2 ul
dNTP’s 5mM 0,2 mM 1ul
Cebador EO1 30 ng/ul 1,2 ng/ul 1l
Cebador M01 30 ng/ul 1,2 ng/ul 1 pl
Go Tag Promega 5U/ul 1U 0,2 ul
Buffer Taq 5X 1X 5ul
Agua U.P. 14,8 pl

Las reacciones de pre-amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador de la marca

comercial BioRad programado como se indica en la tabla 4.
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Tabla 4. Esquema de ciclado de pre-amplificaciones.

No. de ciclos Temperatura Tiempo
(segundos)
20 ciclos 30s
60s
60s

Amplificaciones selectivas: Las amplificaciones selectivas se llevaron a cabo utilizando

como templado una dilucion 1:10 del producto de pre-amplificacién, como cebadores se

utilizaron diferentes combinaciones de cebadores E y M sintetizados por la University of

British Columbia y la enzima polimerasa GoTag® DNA Polymerase de Promega. Las

reacciones se realizaron en un volumen final de 10 ul con los componentes que se indican en

la tabla 5.
Tabla 5. Componentes de mezcla de la amplificacidn selectiva.

Componentes Concentracion Concentracion Volumen para 1
inicial final muestra (10 pl)

Preamplificaciéon 2ul 2 ul

dNTP’s 5mM 0,2 mM 0,4 ul

Cebador E 30 ng/ul 1,2 ng/ul 0,4 pl

Cebador M 30 ng/ul 1,2 ng/ul 0,4 pl

Go Taq Promega 5U/ul 1U 0,2 ul

Buffer Taq 5X 1X 2ul

Agua U.P. 4,6 pl

Las amplificaciones selectivas se realizaron en un termociclador de la marca comercial

BioRad, siguiendo las condiciones indicadas en Vos et al. (1995). El programa de

amplificacién consta de 36 ciclos y se indica en la tabla 6.
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Tabla 6. Programa de ciclado utilizado en las amplificaciones selectivas.

No. de ciclos Temperatura Tiempo
(segundos)

1 94 °C 30s

65 °C 30s

72 °C 30s
2a13 94 °C 30s

64 °C 30s

72°C 30s

Disminucion de la temperatura en 0,7 °C por ciclo
durante 12 ciclos

14336 94°C 30s
56 °C 30s
72°C 60 s

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los productos de las amplificaciones selectivas se resolvieron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida al 6 % [acrilamida:bisacrilamida (19:1); urea 7M; buffer TBE 10X]
de 4 mm de espesor. Antes de realizar la siembra se adiciond a cada muestra el volumen
necesario de buffer de siembra 6X (azul de bromofenol 0,05 %, xilen-cianol 0,05 %,
formamida 95 % y NaOH 10 mM) para llegar a una concentracion final de 1X y luego las
muestras fueron desnaturalizadas calentdndolas a 95 °C durante 5 minutos y colocadas
inmediatamente en hielo. Para realizar la corrida electroforética se utilizo el sistema de la
marca comercial SciePlas y una fuente de poder de 3000 V. Previo a la siembra se realizé una
precorrida del gel a una potencia constante de 60 W por aproximadamente 1 hora, hasta
alcanzar una temperatura de 50 °C. Luego se sembraron 5,5 ul de cada muestra y, en la
primera calle del gel 2,5 ul del marcador de peso molecular Cien Marker de la marca
comercial Biodynamics, previamente desnaturalizados. La corrida electroforética se llevd a
cabo a una potencia constante de 60 W por 1 hora y 20 minutos. Finalmente los geles fueron
tefiidos utilizando nitrato de plata segun el protocolo de Promega.

Los geles fueron analizados empleando un transiluminador de luz blanca. Se realizo el
registro de los patrones electroforéticos obtenidos para los marcadores de AFLP mediante el
sistema de notacién de (1) para las bandas presentes y (0) para las ausentes. Los geles fueron
escaneados para su digitalizacion.

La obtencién de marcadores moleculares por la técnica de AFLP se realizé en tres

etapas sucesivas distintas.
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Etapa 1: Se llevd a cabo la metodologia denominada Bulked Segregant Analysis (Andlisis de
segregantes en grupos, BSA por sus siglas en inglés), descripta por Michelmore et al. (1991),
gue permitio realizar una deteccién de las combinaciones de cebadores mads informativas, es
decir aquellas que revelaran mas polimorfismos entre los parentales, y que luego serian
ensayadas en todos los individuos de la poblacién para la construccion del mapa de
ligamiento. Para ello, se empled el ADN de 10 plantas F; sexuales y de 10 plantas F;
apomicticas que fueron mezclados en respectivos bulks sexual y apomictico. Luego, el ADN
de los bulks y el ADN de los parentales fueron digeridos con las enzimas EcoRl y Msel, se
ligaron los adaptadores especificos, se realizaron las pre-amplificaciones con el par de
cebadores EOLIMO1 vy las correspondientes amplificaciones selectivas con distintas
combinaciones de cebadores EcoRl (E) y Msel (M). En la tabla 7 se muestran las secuencias

de los cebadores E y M que, en distintas combinaciones, se ensayaron en esta etapa.

Tabla 7. Secuencias de cebadores E y M empleadas, en distintas combinaciones, para las amplificaciones

selectivas.

Cebador Secuencia

E31 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
E32 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA C-3’
E33 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’
E34 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA T-3’
E35 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC A-3’
E36 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC C-3'
E38 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAC T-3’
M31 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA A-3'
M32 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA C-3'
M33 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AAA G-3'
M34 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA T-3'
M35 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAC A-3'
M36 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AAC C-3'
M37 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAC G-3'
M38 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAC T-3'
M39 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAG A-3'
M40 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAG C-3'
M42 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AAG T-3'

Etapa 2: Se empled la estrategia de mapeo selectivo (Vision et al., 2000; ver mas adelante). El
ADN gendmico total extraido de los 109 hibridos F; de la poblacion de mapeo y de los
parentales 4PT y GR19 fue digerido con las enzimas EcoRl y Msel, se ligaron los adaptadores

especificos y se realizaron pre-amplificaciones con el par de cebadores EO1MO1. Estas pre-
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amplificaciones fueron utilizadas como templado para nuevas amplificaciones selectivas
empleando algunas de las combinaciones de cebadores que resultaron mas informativas en
el BSA. El mapeo selectivo se realizé mediante una funcion del programa de computacion
para el calculo de mapas de ligamiento genético JoinMap® 3.0 (van Ooijen y Voorrips, 2001) y
se comparo el perfil genético de las 109 F;. Para ello, se confecciond un archivo de datos que
contenia la informacion correspondiente a cada individuo, para los marcadores de tipo
paterno que segregaron en proporcion 1:1y para los que segregaron como 1:1,6, incluyendo
el caracter apomixis. Los criterios para excluir o mantener a un individuo dentro de Ia
poblaciéon de mapeo fueron los siguientes: 1) se establecié un umbral de similitud de hasta
0,75 para considerar a dos genotipos como distintos; a partir de este valor, dos plantas
fueron consideradas genotipicamente similares; II) no se excluyeron individuos de
reproduccién apomictica; Ill) en los casos en que los que se observé similitud (> 0,75) entre
una planta sexual y una apomictica, se excluyd la sexual. Ademas, fueron excluidos los
individuos que presentaron menos de 10 bandas segregantes desde el genotipo paterno
GR19, asi como aquellos genotipos que mostraron mas de 10 datos perdidos.

Etapa 3: Esta ultima etapa limito el trabajo a los hibridos seleccionados mediante el mapeo
selectivo de la etapa previa, y a sus parentales. Con las pre-amplificaciones existentes, se
realizaron las amplificaciones selectivas con combinaciones de cebadores E-M seleccionadas

de la etapa 1.

Clasificacion de los marcadores moleculares en la poblacion de mapeo

Se confeccionaron dos archivos de datos conteniendo los resultados de segregacion de
los marcadores en los 89 individuos de la poblacién de mapeo. Un archivo contenia
solamente los datos de los marcadores segregantes a partir del progenitor femenino
(marcadores maternos) y otro, solamente los que segregaron del progenitor masculino
(marcadores paternos); el caracter apomixis, segregante desde el progenitor GR19, se incluyd
en éste ultimo. Aquellos marcadores segregantes presentes en ambos progenitores se
consideran como puentes alélicos (Ritter et al., 1990) y en un primer momento, fueron
incluidos en un archivo independiente.

Los valores de segregacién de cada marcador que mostré polimorfismo entre los
progenitores fueron examinados mediante una prueba de xz (p<0,01), confrontando los

valores observados con los esperados de las distintas combinaciones alélicas posibles de cada
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uno de los progenitores o ambos en caso de herencia disémica o polisémica (Tabla 8).
También se tested la proporcion 1:1,6 para los marcadores paternos. Para ello, se considerd
que los alelos en dosis simple (ADS, Aaaa) son aquellos presentes en uno de los genotipos
parentales y ausentes en el otro y que segregan en proporcion 1:1 en la poblacidn, sin
importar el nivel de ploidia ni el tipo de herencia del organismo (Wu et al., 1992). Por otra
parte, en un individuo tetraploide (como es el caso de P. plicatulum 4PT y de P. guenoarum
GR19) los Unicos marcadores en dosis multiple presentes en uno solo de los genotipos
parentales que segregardn en la poblacién son los alelos en dosis doble (ADD, AAaa) ya que
los marcadores que tengan las otras dos configuraciones posibles (AAAa y AAAA) estardn
presentes en todos los individuos F;. Para un ADD se espera la relacién de segregacién
cromosémica 5:1 en un autotetraploide y 3:1 o 1:0 para un alotetraploide (Lacadena, 1988).
También se evalud la presencia de marcadores distorsionados, cuyos valores de segregacion
presencia:ausencia no se ajustaron a ninguna de las hipdtesis esperadas (x2>7; p<0,01).
Finalmente, se determind la presencia de marcadores segregantes desde ambos
progenitores. Las relaciones de segregacion esperadas para estos marcadores se muestran
en la tabla 8. Los marcadores de tipo puente alélico o biparentales son aquellos que se
encuentran en dosis simple en los dos genotipos parentales y cuya segregacién esperada es
3:1 para ambos tipos de herencia (Ritter et al., 1990). Aquellos marcadores maternos y
paternos que se ajustaron a la proporcion 1:1, y los paternos a la proporcion 1:1,6, fueron

empleados en la construccion del mapa genético.
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Tabla 8. Segregaciones esperadas de marcadores maternos o paternos (ADS y ADD) y marcadores

comunes (presentes en ambos genotipos parentales) en la poblacidon de mapeo tanto para auto

como para alotetraploidia (herencia tetrasémica y disdmica, respectivamente).

Tipo de marcador

Configuracion

Tipo de Herencia

Relacion de

parental segregacion
(presencia:ausencia)
ADS® Aaaa x aaaa TetrasOmica 1:1
Disémica 1:1
Materno (1/0)° o
Paterno (O/l)b ADD® AAaa x aaaa Tetrasémica 5:1
Disémica 3:101:0"
ADTf/ADCg AAAa x aaaa / TetrasOmica 1:0
AAAA x aaaa Disémica 1:0
Materno/Paterno Puente alélico Aaaa x Aaaa TetrasOmica 3:1
(1/1)° Disémica 3:1
AAaa x Aaaa TetrasOmica 11:1
Disémica 7:101:0"
AAaa x AAaa TetrasOmica 35:1
Disémica 15:101:0"

a: marcadores presentes en el genotipo materno y ausentes en el paterno

b: marcadores presentes en el genotipo paterno y ausentes en el materno

c: marcadores presentes en ambos genotipos

d: alelos en dosis simple

e: alelos en dosis doble

f: alelos en dosis triple

g: alelos en dosis cuadruple

h: relaciones de segregacidon esperadas segun que los alelos estén en cromosomas homdlogos u
homedlogos

Andlisis de segregacion y determinacion del tipo de herencia (disomica o polisémica)

Los marcadores segregantes desde cada genotipo parental fueron registrados y
analizados independientemente. Para la determinacién del tipo de herencia, solamente se
consideraron los marcadores presentes en un progenitor y ausentes en el otro, y viceversa.

El tipo herencia (disdmico o polisdmico) de estas especies se estudid mediante el
analisis de la segregacidon de marcadores en doble dosis (ADD). Estos marcadores (AAaa) son
los que segregan en una proporcion 5:1 en caso de herencia polisémica, y no segregaran o lo
haran en proporcion 3:1 si la herencia es de tipo disdmica, dependiendo si los fragmentos
amplificados estdan en cromosomas homoélogos u homedlogos, respectivamente (Wu et al.,

1992).
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Construccion de mapas de ligamiento genético

La estrategia utilizada para el desarrollo de los mapas de ligamiento a nivel tetraploide
en especies del grupo Plicatula de Paspalum se basé en la identificacién y mapeo de
marcadores de AFLP presentes en dosis simple (ADS) (Ej: AOOO x 0000) (Wu et al., 1992),
segregantes de cada uno de los progenitores de la poblacién de mapeo, de acuerdo a lo
descripto por Grattapaglia y Sederoff (1994). Los marcadores en esta situacion presentan una
segregacion esperada de 1:1 o 13:15 (presencia:ausencia) en la progenie, dependiendo si la
segregacion es cromosémica o cromatidica (Sorrells, 1992; Wu et al., 1992).

Los datos de segregacion de cada genotipo parental para estos marcadores se
registraron y analizaron independientemente y se construyeron dos mapas de ligamiento,
correspondientes a cada uno de los progenitores, 4PT y GR19. Los mapas marcos se
establecieron considerando las siguientes configuraciones alélicas: Aaaa x aaaa (presencia de
la banda en 4PT y ausencia en GR19) y aaaa x Aaaaa (presencia de la banda en GR19 y
ausencia en 4PT) para el desarrollo de los mapas materno y paterno, respectivamente.
Asimismo, se seleccionaron los marcadores de tipo ADS, que presentaron segregacion 1:1,
confrontando valores de segregacion observados contra los valores esperados con una
prueba de xz a un p<0,01, para un grado de libertad. En el caso de los marcadores
segregantes del progenitor paterno, también se considerd el caracter apomixis y a aquellos
marcadores que segregaron en la misma proporcidn presencia:ausencia que el caracter
apomixis en la poblacién. También se consideraron tanto para el progenitor materno como
para el paterno, los marcadores de tipo puente alélico que segregaron en una proporcién 3:1
en la poblacién (xz; p<0,01) y los mismos fueron incorporados a los respectivos archivos de
segregacion de los progenitores.

El andlisis de ligamiento y la localizacidon de la regién gendmica que caracteriza a la
apomixis se realizaron utilizando el programa de mapeo JoinMap®3.0 (van Ooijen y Voorrips,
2001). Este programa permite el calculo de ligamientos y frecuencias de recombinacién a
partir de varios tipos de segregacién y la combinacion de la informacion de ligamiento de
poblaciones diferentes, para la construccion de mapas integrados sobre la base de un
numero minimo de loci compartidos. El mismo estima las distancias de mapeo para un grupo
dado de marcadores por el método de los minimos cuadrados (Stam, 1993).

Los datos genéticos de los marcadores ADS y puente alélico fueron codificados como

una poblacion de tipo “CP” (cross-pollination population type). Los individuos F; que
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presentaron marcadores en dosis simples y/o el caracter apomixis fueron considerados como
heterocigotos del tipo simplexo (Aaaa) para ese locus, mientras que los individuos que no
presentaron marcadores y/o son sexuales se consideraron como homocigotos (aaaa). Las
unidades de mapeo en cM derivaron de la funcidon de Kosambi (1944).

El procedimiento para la construccién de los mapas materno y paterno fue llevado a
cabo en dos etapas. Primero, se establecieron los grupos de ligamiento de marcadores
ligados en fase de acoplamiento (grupos de cosegregacion). Esto permitié la construccién de
un mapa para el genotipo materno 4PT y de otro para el genotipo paterno GR19. Luego, se
realizé la determinacién de cromosomas homadlogos entre 4PT y GR19 en base a marcadores
de tipo puente alélico.

Se estimé el largo del genoma esperado, E(G), para los mapas de Paspalum plicatulum
y P. guenoarum por el método de Hulbert et al. (1988) modificado por Chakravarti et al.
(1991) de acuerdo a la ecuacién E (G) = [n (n-1) d] / k; donde n es el nimero de marcadores
en el mapa, d es la mayor distancia en cM observada entre dos loci a un LOD score dado y k
es el nimero de pares de marcadores ligados a ese LOD score. La cobertura del genoma se
estimé como la proporcidn del largo de recombinacién experimental obtenido (suma de los

grupos de ligamiento) sobre el largo tedrico estimado del genoma [E (G)] x 100.

Andlisis estadistico

El test estadistico xz Chi Cuadrado fue empleado para comparar las proporciones de
segregacion sexualidad:apomixis observadas con las proporciones esperadas parala Fy, Fo y
poblaciones de retrocruzamientos, y compararlas también con segregaciones previamente
reportadas. Todas las diferencias se refieren a una significancia a p < 0,01. Se considerd que
la segregacién observada no era significativamente diferente de la esperada cuando XZ <6,9.

Los datos de caracteristicas morfoldgicas fueron analizados usando el programa de
computacién PROC GLM de PC SAS (SAS Institute, 2004). Cuando se detectaron diferencias
significativas entre genotipos para un caracter morfoldgico, se empled el test de Tukey para

separacion de medias. Todas las diferencias se refieren a una significancia al a = 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sobre la genética del locus de la apomixis en especies del grupo Plicatula

Parte 1. Generacidn y caracterizacion de una poblacion segregante por el modo de
reproduccion obtenida mediante el cruzamiento entre dos especies de gramineas

forrajeras tetraploides: Paspalum plicatulum sexual y P. guenoarum apomictico.

Generacion de una poblacion F; entre especies tetraploides del grupo Plicatula

Aproximadamente 1400 espiguillas de la planta de Paspalum plicatulum (4PT) fueron
polinizadas con P. guenoarum (GR19). Ambas especies coinciden en el periodo de floracién,
gue se inicia entre mediados y fines del mes de diciembre, hasta mediados del mes de
febrero. Alrededor del 20 % de las espiguillas resultaron llenas y 242 semillas fueron
sembradas en bandejas conteniendo suelo estéril. Este valor de llenado de semillas es
comparable al 23 % (y un rango de 10 a 35 %) obtenido previamente para tetraploides
apomicticos y sexuales inducidos de P. notatum, especie reconocida como uno de los mas
importantes recursos naturales forrajeros de regiones tropicales y subtropicales de América
del Sur (Acufa et al.,, 2009). Considerando este dato, se puede afirmar que la planta 4PT
tetraploide inducida presentd un nivel de fertilidad como el de los tetraploides inducidos en
el trabajo de Acufia et al. (2009) o bien, que 4PT fue compatible con el parental masculino
GR19, como lo fueron los tetraploides inducidos de P. notatum en cruzamientos intra-
especificos con parentales masculinos apomicticos de P. notatum en ese estudio previo. Ello
indica que es factible que estas especies del grupo Plicatula sean exitosamente incluidas en
esquemas de mejoramiento por cruzamientos interespecificos, como lo estan siendo
distintos genotipos de P. notatum.

El porcentaje de germinacién fue del 80 %, obteniéndose un total de 211 individuos
gue constituyeron la poblacién F; derivada del cruzamiento entre Paspalum plicatulum vy P.
guenoarum y que se encuentran creciendo en el campo de cultivo experimental de la

Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-UNNE) de Corrientes, Argentina (Fig. 2).
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Figura 2. Progenie F, del cruzamiento entre Paspalum plicatulum 4PT y P. guenoarum GR19.

Caracterizacion morfoldgica de los genotipos 4PT, GR19 y de sus hibridos

En base a las comparaciones fenotipicas de los caracteres morfolégicos seleccionados,
los cuales exhiben mayor similitud con el progenitor masculino que con el femenino, y
debido a que la planta madre resulté ser completamente autoincompatible (Sartor et al.,
2009), los descendientes del cruzamiento 4PT x GR19 fueron clasificados como hibridos
interespecificos.

Se observd una considerable variabilidad entre los seis hibridos estudiados para varias
de las caracteristicas morfolégicas consideradas. Cuando las caracteristicas seleccionadas
difirieron entre los parentales, los hibridos produjeron valores intermedios a los de los
padres, aunque algunos hibridos excedieron los valores de los progenitores (Tabla 9). Las
inflorescencias de 4PT mostraron 3 a 4 racimos por inflorescencia, cuyo eje midié en
longitud 7,86 (+ 1,09) cm en promedio, mientras que en P. guenoarum las inflorescencias
contenian 5 a 10 racimos y promediaron 20,20 (+ 2,35) cm de longitud. Los racimos de 4PT
fueron todos de longitudes similares mientras que GR19 mostré inflorescencias truncadas
piramidales. En los hibridos la longitud del eje de la inflorescencia fue siempre mayor que en
la madre y los promedios oscilaron entre 10,20 (+ 1,55) y 22,10 (£ 5,10) cm, mientras que el
numero medio de racimos por inflorescencia fue variable (entre 4,00 y 6,33) pero intermedio

al de los padres (3,33 para 4PT y 8,33 para GR19). Los hibridos mostraron considerable
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variacion para la forma de la inflorescencia y la longitud de los racimos. Algunas
inflorescencias exhibieron mayor similitud con el parental femenino (p. e. el hibrido #01),
mientras que otros hibridos tuvieron inflorescencias mas piramidales, aunque ninguno de
ellos mostré la clara diferencia en la longitud del racimo superior e inferior observada en el
parental masculino (Tabla 9). El promedio del ancho de la lamina de la hoja fue 0,66 (+ 0,11)
cm para la madre y 1,63 (x 0,15) cm para el padre. Los valores de ancho de la [dmina de la
hoja observados para los seis hibridos fueron intermedios a los de los padres y variaron
entre 0,76 (x 0,15) y 1,20 (+ 0,26) cm. De la misma manera, la longitud media de la hoja fue
variable entre los seis hibridos e intermedia a la de los padres, con excepcion del hibrido #01
que tuvo hojas mds cortas que la planta madre (Tabla 9). En cambio, el peso de 1000
semillas llenas excedié los valores de ambos padres para la mayoria de los hibridos. De
manera global, y teniendo en cuenta las caracteristicas fenotipicas de los descendientes del
cruzamiento entre 4PT y GR19, los mismos heredaron mas caracteristicas del padre GR19
que de la madre 4PT, lo cual indica el origen hibrido de la progenie.

El analisis estadistico de los caracteres morfoldgicos analizados mostré que los mismos
fueron significativamente diferentes entre 4PT y GR19, con la excepcion de la longitud del
racimo superior de sus inflorescencias. La mayoria de los hibridos mostrd caracteristicas
morfoldgicas intermedias a las de los padres. Sin embargo, la mayoria de los valores
observados en los hibridos no fue significativamente diferente de los valores obtenidos para
el progenitor masculino GR19, pero fueron significativamente diferentes para la mayoria de
los valores obtenidos para el parental femenino 4PT. La excepcion fue el hibrido #01, que
mostro caracteristicas morfoldgicas que no fueron significativamente diferentes de 4PT pero
difirieron del parental masculino. Estos resultados tienen una singular significancia para
programas de mejoramiento en Paspalum, especialmente dentro del grupo Plicatula ya que
es posible diferenciar a los hibridos de manera sencilla mediante el uso de caracteres
morfolégicos en cruzamientos interespcificos a nivel tetraploide.

Por otra parte, estudios previos realizados en una muestra de 23 individuos de esta
poblacién F; utilizando marcadores de RAPD mostraron que la totalidad de la muestra
amplificd bandas especificas del parental masculino, comprobandose el origen hibrido de los

23 descendientes (Aguilera et al., 2011).
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Tabla 9. Caracteristicas morfoldgicas del citotipo tetraploide inducido por colchicina de P. plicatulum, P. guenoarum tetraploide y seis hibridos interespecificos.

Especies o Hibridos Longitud del eje de DE Numero de DE Longitud DE Longitud DE Ancho de la DE Longitud de la DE Peso de
la inflorescencia racimos por racimo racimo inferior lamina de la lamina de la hoja semillas
(cm) inflorescencia superior (cm) (cm) hoja (cm) (cm) ()"
P. plicatulum (4PT) (S)* 7,86 d 1,09 3,33 b 0,57 10,56 a 1,28 10,43 cod 2,30 0,66 b 0,11 32,66 bc 8,01 2,66
P. guenoarum (GR19) (A)" 20,20 ab 2,35 8,33 a 2,88 613 a 2,65 17,46  ab 3,33 1,63 a 0,15 51,50 a 4,97 2,39
Hibridos
01(S) 10,20 cd 1,55 4,00 b 0,00 7,66 a 0,86 7,80 d 1,12 0,90 b 0,10 28,80 c 1,20 3,78
02 (S) 13,66 bed 1,27 4,33 ab 0,57 7,53 a 1,36 11,63  bed 1,75 1,00 b 0,17 35,43 abc 5,95 4,19
06 (S) 17,50 abc 3,67 4,66 ab 0,57 11,43 a 1,60 14,70 abc 2,98 1,20 ab 0,26 47,00 ab 7,69 3,94
12 (A) 18,76 ab 1,06 5,00 ab 0,00 11,06 a 0,11 17,76 ab 0,25 1,13 ab 0,35 45,00 abc 4,35 2,66
20 (A) 19,90 ab 0,88 4,66 ab 0,57 9,03 a 1,77 16,53  abc 1,53 0,76 b 0,15 46,23 abc 6,33 2,30
22 (A) 22,10 a 5,10 6,33 ab 3,21 11,20 a 2,81 20,73 a 2,21 1,03 b 0,25 50,06 ab 7,65 3,20

DE, desvio estandar.
"Peso de 1000 semillas llenas.

’s, planta sexual.
SLos valores dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a un nivel de probabilidad de o = 0,05 de acuerdo al test de Tukey.

YA, planta apomictica.

Tabla 10. Proporciones de contenido relativo de ADN embrién:endospermo y modo reproductivo de Paspalum plicatulum tetraploide sexual, P. guenoarum tetraploide

apomictico y sus hibridos interespecificos caracterizados por citometria de flujo en semillas.

Especie o Hibridos Contenido relativo de  Contenido relativo de Proporcién Modo de
ADN del Embridn ADN del Endospermo  Embrién:Endospermo reproduccion
P. plicatulum (4PT)* 2x 3x 2:3 Sexualidad
P. guenoarum (GR19) 2x 5x 2:5 Apomixis
Hibridos F;
127 individuos 2x 3x 2:3 Sexualidad
79 individuos 2x 5x 2:5 Apomixis

*Datos obtenidos de Sartor et al. (2009).
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Caracterizacion reproductiva de los individuos F

La determinacién del modo reproductivo de la poblacion F; se realizdé por citometria
de flujo en semillas maduras de 206 individuos y de ambos parentales, mediante la
estimacion de la relacién del contenido relativo de ADN del embrién y del endospermo
siguiendo la metodologia explicada en la seccién de Material y Métodos.

El andlisis mostré segregacién para el modo de reproduccion. Del estudio surgié que la
madre (4PT) y 127 individuos F; presentaron histogramas con un pico en 2x correspondiente
al embrién y un pico pequefio en 3x para el endospermo, lo que indica una relacién del
contenido de ADN embrion:endospermo de 2:3 (Tabla 10; Fig. 3A). Esto significa que las
semillas de estos individuos fueron generadas exclusivamente a través de un proceso sexual
mediante la intervencion de sacos embrionarios reducidos (meidticos).

Sin embargo, el parental masculino (GR19) y los restantes 79 hibridos mostraron
histogramas con una relacién de contenido relativo de ADN embridon:endospermo de 2:5
(Tabla 10; Fig. 3B). Esto significa que presentaron como modo de reproduccién a la apomixis
ya que las semillas producidas por estos individuos se originaron a partir de sacos
embrionarios no reducidos. El embridén de las mismas se origind por partenogénesis de la
ovocélula no reducida (2n + 0), mientras que el endospermo se generd por la fecundaciéon de
la célula central binucleada y no reducida (2n + 2n) por un nucleo espermatico reducido (n).
La necesidad de fecundacién de la célula central en estos individuos apomicticos, fenémeno
conocido como seudogamia, es comun a la mayoria de las especies apomicticas de Paspalum
(Quarin, 1999).

La mayoria de estos 79 hibridos apomicticos mostrd capacidad para la reproduccion
sexual, es decir fueron apomicticos facultativos. Esto se evidencié cuando el analisis de
grupos de semillas de estas plantas reveld picos en los histogramas que sugirieron que
algunas de esas semillas se originaron a partir de sacos embrionarios apospdricos y otras a
partir de sacos embrionarios meidticos. En esos casos, ademas del pico 2x del embrién y del
pico 5x del endospermo, se observaron picos con una relacién del contenido de ADN
embridn:endospermo de 2:3, tal como fuera explicado anteriormente.

Los histogramas de las plantas apomicticas y sexuales siempre mostraron picos
adicionales producidos por nucleos del embrién y del endospermo en estado G, del ciclo

celular (Fig. 3 Ay B).
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La expresividad del caracter apomixis fue determinada por citometria de flujo en
semillas individuales de un grupo de 36 de los 79 hibridos F; apomicticos. En estos 36
individuos analizados, la expresividad varié de 80 a 100 %, con un promedio de 95,22 % (+
5,27) (Tabla 11). Estos individuos fueron considerados como altamente apomicticos. Al
menos 12 de estos hibridos apomicticos mostraron exclusivamente la relacién de contenido
relativo de ADN embrion:endospermo 2x:5x (Tabla 11), la cual caracteriza a las plantas
apomicticas obligadas. Este pequeno potencial para reproducirse por la via sexual es una
caracteristica comun en las especies apomicticas de Paspalum. En estas 36 plantas
altamente apomicticas, la expresividad de la sexualidad varié de 0 a 13,33 %, con un
promedio de 3,26 % (+ 4,77) (Tabla 11).

Ademas, fueron observadas algunas semillas hexaploides que fueron cosechadas de
algunos hibridos apomicticos (Tabla 11). El porcentaje de semillas formadas como hibridos
By vario de 0 a 6,67 %, con un promedio de 1,16 % (+ 1,93). Estos individuos hexaploides se
originan porque eventualmente se produce una falla en la partenogénesis de la ovocélula no
reducida de un saco embrionario no reducido y que al ser fecundada por un gameto

masculino reducido origina un hibrido By (2n + n).
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Figura 3. Histogramas de citometria de flujo generados a partir de semillas de hibridos interespecificos de
Paspalum plicatulum x P. guenoarum. A) Hibrido sexual mostrando un pico 2x mas alto para el embrién y un
pico 3x mas pequefio para el endospermo. B) Hibrido apomictico con una proporcidn de contenido relativo de
ADN embrién:endospermo de 2x:5x. Ambos histogramas mostraron picos adicionales producidos por nucleos

del embridn y del endospermo en estadio G, del ciclo celular.
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Tabla 11. Determinacién de la expresividad de la apomixis por citometria de flujo en semillas individuales de un

grupo de 36 hibridos F; apomicticos.

Proporcion de semillas originadas por

Hibrido Ndmero de semillas Sexualidad Apomixis By (2n +n)
(n+n)(%)  (2n+0) (%) (%)
3 40 0 100 0
4 55 0 98,18 1,82
6 50 0 100 0
9 35 0 100 0
10 51 0 100 0
12 15 0 93,33 6,67
13 40 2,50 95 2,50
15 51 0 98,04 1,96
16 15 13,33 80 6,67
20 15 0 100 0
21 15 20 80 0
22 36 0 97,22 2,78
23a 15 13,30 86,70 0
23b 52 0 98,08 1,92
31 50 0 100 0
33 56 3,57 96,43 0
34 68 2,94 91,18 5,88
44 52 11,54 88,46 0
45 50 2 96 2
52 50 0 100 0
53 54 5,55 92,59 1,85
58 61 3,28 96,72 0
62 50 0 100 0
63 49 4,08 91,84 4,08
66 25 8 92 0
68 25 8 92 0
72 25 0 100 0
74 54 3,70 92,59 0
82 50 4 96 0
83 50 4 96 0
85 51 0 98,04 1,96
86 54 0 100 0
93 50 0 100 0
96 53 3,77 92,23 0
97 51 3,92 94,12 1,96
112 48 0 100 0

Determinacion del nivel de ploidia de la F;

Con el objetivo de conocer el nivel de ploidia de las plantas de la poblacién segregante
derivada del cruzamiento entre 4PT y GR19, se analizaron por citometria de flujo porciones
de tejido de hoja de una muestra de los hibridos F;. Se utilizé una porcién de hoja de la
planta a estudiar y una cantidad comparable de tejido de hoja de una planta con nivel de
ploidia conocido, en este caso la planta 4PT con 2n = 4x = 40 cromosomas. El niumero
cromosomico y el nivel de ploidia de 4PT fueron determinados previamente por recuento de
sus cromosomas en puntas de raiz (Sartor et al., 2009). Del mismo modo, anteriormente
fueron determinados el nimero cromosdémico y el nivel de ploidia del parental masculino

GR19 (2n = 4x = 40).
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Todos los individuos de la F; estudiados produjeron histogramas mostrando un
contenido relativo de ADN similar al control 4x utilizado en este andlisis (4PT). Un solo
hibrido hexaploide (2n = 6x) fue recuperado de la poblacidon F;. Dado que la planta madre
4PT es completamente sexual, puesto que se observd que solamente produce sacos
embrionarios meidticos (Sartor et al., 2009), el hibrido hexaploide que se instalé en la
poblaciéon podria provenir de la germinacion de una semilla de alguno de los hibridos

apomicticos que producen By,.

Estudios de fertilidad

Una importante variacion fue observada para el llenado de semillas de los hibridos
(Tabla 12). La proporcion de espiguillas conteniendo cariopses varié de 11,30 a 55 % en
condiciones de polinizacion abierta para los 11 hibridos que fueron analizados. Mas de
17000 espiguillas maduras de estos 11 hibridos fueron consideradas y el llenado de semillas
fue en promedio de 31,30 %. Un total de 6627 espiguillas de cinco hibridos diferentes fueron

autopolinizadas y el llenado de semillas promedid el 9,50 % con un rango de 0,30 a 23,60 %.

Tabla 12. Llenado de semillas en hibridos de Paspalum plicatulum x P. guenoarum.

Plantas hibridas  Espiguillas analizadas Promedio y rango de espiguillas

(no.) (no.) con cariopses (%)
Autopolinizacién 5 6627 9,50 (0,30-23,60)
Polinizacién Abierta 11 17376 31,30(11,30-55)

Retrocruzamientos y poblaciones F,. Determinacion del modo reproductivo.

Una vez establecida la poblacién F;, se obtuvo una poblacién F; y tres poblaciones a
partir de retrocruzamientos (backcross, BC). La tabla 13 indica los cruzamientos realizados, el
numero de progenies obtenidas, las proporciones de segregacion observadas para el modo
reproductivo y los ajustes de Chi cuadrado (xz) a distintas proporciones esperadas.

La autopolinizacién de la planta F;#8 sexual produjo una F, de 24 plantas. Los
retrocruzamientos involucraron a la planta madre de la poblacién F;, 4PT, y a las plantas
F1#29 sexual y F1#15 y F1#62 apomicticas como dadores de polen y produjeron 23, 20y 22
individuos respectivamente (Tabla 13). Estos resultados confirman las observaciones de

Sartor et al. (2009) respecto a que es posible obtener poblaciones F, y BC, involucrando a P.
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plicatulum 4PT y a otra especie del grupo Plicatula, como P. guenoarum GR19. Estos
cruzamientos se realizaron a fin de corroborar la proporciéon de segregacion observada para
el modo de reproduccion en la poblacién F;, mediante la clasificacion de las progenies por
citometria de flujo.

La autopolinizacién de un individuo F; sexual o la retrocruza involucrando plantas
sexuales produjo progenies completamente sexuales (Tabla 13). El analisis del modo de
reproduccién por citometria de flujo en semillas mostré que la autopolinizacién de la planta
sexual F;#8 dio origen a una progenie F, de individuos que se reproducen exclusivamente
por sexualidad (24:0). De la misma manera, se comprobd que el retrocruzamiento de 4PT x
F1 sexual #29 dio lugar exclusivamente a individuos sexuales (23:0).

Los retrocruzamientos involucrando a 4PT y plantas apomicticas produjeron, como se
esperaba, progenies segregantes para el modo reproductivo (Tabla 13). El andlisis por
citometria de flujo en semillas mostré que el cruzamiento de 4PT x F; apomictica #15
produjo 10 plantas sexuales y 10 apomicticas. Por otro lado, el cruzamiento de 4PT x F;

apomictica #62 origind 8 plantas sexuales y 14 apomicticas.

Segregacion del cardcter apomixis en especies del grupo Plicatula

El modelo genético mas ampliamente aceptado para la herencia de la apomixis en
gramineas tropicales, o de la aposporia mas especificamente, considera que el caracter es
controlado por un gen o alelo en dosis simple dominante con herencia tetrasémica (Savidan,
1975; Valle y Glenke, 1993). La constitucidn genética de los progenitores sexual y apomictico
para dicho locus seria nuliplexo (aaaa) y simplexo (Aaaa), respectivamente. La relacion de
segregacion esperada para un cardcter en esta condicidén en la progenie F; seria entonces de
1:1 sexual vs. apomictico (Fig. 4).

Sin embargo, los estudios de la herencia de la apomixis en P. notatum, mostraron una
particularidad. Bahiagrass es de origen autotetraploide y por lo tanto se esperaba que
mostrara herencia tetrasdmica. Los experimentos realizados por Martinez et al. (2001)
indicaron que la aposporia es efectivamente un caracter dominante, pero su segregacién no
correspondia directamente al modelo de herencia simple. Los autores postularon que el
caracter aposporia seria determinado por un alelo simple dominante con herencia
tetrasdmica influenciado por un efecto letal pleiotréopico y/o penetrancia incompleta, que

causa una notable distorsion en el patréon de segregacion de este caracter en la progenie. Se
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propuso también que, alternativamente factores letales ligados a la apomixis podrian estar
contribuyendo a la distorsion de la segregacion en contra del caracter.

Como se menciond anteriormente, del cruzamiento 4PT x GR19, 127 plantas F; fueron
clasificadas como sexuales y 79 como apomicticas (Tabla 10), resultando ello en una relacién
de segregacion de 1,6:1 sexuales vs. apomicticas (Tabla 13). El analisis de Chi cuadrado xz
mostrd que la proporcion de 127:79 se desvio significativamente del modelo esperado 1:1
(x2 11 =11,18, p < 0,01) (Tabla 13). Para corroborar este patron de segregacion observado se
realizaron cruzamientos experimentales posteriores y se obtuvo una poblacién F, y tres
poblaciones de retrocruzas con la planta 4PT, y todas las progenies fueron clasificadas segun
el modo reproductivo por citometria de flujo.

La autopolinizacién de un individuo F; sexual y la retrocruza involucrando plantas
sexuales produjo progenies completamente sexuales (Tabla 13). Como se esperaba, las
proporciones observadas en estas poblaciones se ajustaron a la proporcién esperada 1:0 y se
desviaron significativamente de 1:1 y de 1,6:1 (Tabla 13).

Las retrocruzas involucrando a 4PT y plantas apomicticas produjeron, como se
esperaba, progenies segregantes para el modo reproductivo (Tabla 13). El cruzamiento de
4PT x F; apomictica #15 produjo 10 plantas sexuales y 10 apomicticas. Si bien esta
proporciéon observada se ajusta a 1:1, no difiere significativamente de 1,6:1
sexuales:apomicticas (Tabla 13) que es la proporcion observada en la F; para el caracter
modo reproductivo y que se espera se repita en todo cruzamiento de una planta sexual por
una apomictica entre estas especies. Por otro lado, el cruzamiento de 4PT x F; apomictica
#62 origind 8 plantas sexuales y 14 apomicticas, en wuna proporcion 1:1,75
sexuales:apomicticas, lo cual no mostré diferencias significativas respecto a 1:1 y tampoco
resulté significativamente diferente de la proporcién esperada 1,6:1 (Tabla 13). Por lo tanto
si consideramos que para un cruzamiento sexual x apomictico en Paspalum se espera que la
proporcién de segregacion sea mayor a 1 a favor de la sexualidad (Acufia et al., 2009), vy si
esto debiera cumplirse también en especies del grupo Plicatula, los resultados obtenidos en
estos andlisis indican que la distorsion a favor de las progenies sexuales ocurre en Plicatula
pero es menor en este grupo que en el grupo Notata al que pertenece P. notatum. Por otra
parte, el hecho de que sean 3 los genotipos apomicticos distintos que originaron la F; vy
ambas poblaciones de retrocruza respectivamente, podria explicar porqué se observa una

penetrancia distinta para el caracter en cada caso.
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En general, las observaciones de segregacidn del cardcter en la F; estan en
concordancia con la distorsion en la segregacion reportada previamente por Martinez et al.
(2001) y por Acuia et al. (2009) para poblaciones experimentales de P. notatum. Mas aun,
Pupilli et al. (2001) observaron el mismo patron de segregacion de la apomixis en una
poblacién tetraploide de P. simplex. En aquel caso, la poblacién derivé de la retrocruza de
una planta F; apomictica con un genotipo sexual autotetraploide inducido por colchicina y
de sus 87 descendientes, 53 fueron sexuales y 34 apomicticos, segregaciéon concordante con
la proporcioén 1,6:1 (xz = 0,01, p < 0,01) y significativamente diferente de 1:1 (xz =4,15,p <
0,05). Para los autores, esta proporcidn es consistente con un modelo de herencia
tetrasémica y segregacion cromatidica al azar de un alelo en dosis simple dominante, con
(para la proporcién esperada 15:12, xz = 1,16 no es significativo) o sin ligamiento (para la
proporcién esperada 15:13, xz = 1,66 no es significativo) a un gen letal recesivo. Las
observaciones del presente trabajo de tesis coinciden con las de Pupilli et al. (2001): en
ambos casos se observaron patrones de segregacion con diferencias significativas respecto a
la proporcién 1:1, que se ajustan a 1,6:1 y que no muestran diferencias significativas
respectoa 15:12y 15:13 ()(2 = 3,10y 5,41 para Plicatula, respectivamente).

La distorsion en la segregacion a favor de plantas sexuales fue observada también en la
progenie de cruzamientos interespecificos entre P. simplex tetraploide sexual y P.
malacophyllum tetraploide apomictico (Pupilli et al., 2004) o P. procurrens (Hojsgaard et al.,
2011), asi como en poblaciones segregantes de otras gramineas apomicticas (Ozias-Akins y
van Dijk, 2007).

La poblacién de hibridos F; de 4PT x GR19 mostrd distorsion en la segregacion del
caracter modo reproductivo a favor de los individuos sexuales. Esto puede deberse a que la
F1 representa la primera generacion del cruzamiento interespecifico y que los genomas
parentales no resultan completamente homodlogos. Los resultados obtenidos en las
poblaciones de BC pueden ser diferentes y quizds ya en este caso la posibilidad de
apareamientos regulares aumente y por lo tanto disminuya la distorsidn de la segregacion.
La distorsién observada en Plicatula fue menor a la reportada para P. notatum, lo que indica
gue no necesariamente todas las poblaciones de Paspalum se ajustaran al modelo de P.
notatum. El modelo de segregacién del caracter para especies de Plicatula propuesto en esta

tesis representa una novedad para hibridos interespecificos del género.
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Tabla 13. Proporciones de segregacion del modo reproductivo de la poblacion F; y de las poblaciones originadas por autopolinizacién y

retrocruzamientos de hibridos F; de Paspalum plicatulum x P. guenoarum.

. . . Proporcion 2 2 2
Individuos parentales Numero de Progenies Sexual : Apomictica 11 X161 X 10
Madre Padre Sexuales Apomicticas
4PT (S) GR19 (A) 127 79 1,6:1 11,18 0,00 30,30
Autopolinizacién de F, #8 (S) 24 0 1:0 24 15 0,00
Retrocruzamiento
4PT (S) F, #29 (S) 23 0 1:0 23 14,38 0,00
4PT (S) F, #15 (A) 10 10 1:1 0,00 1,13 5
4PT F, #62 (A) 8 14 1:1,75 1,64 5,89 8,90
4PT Sexual GR19 Apomictico
Progenitor Femenino: PS Progenitor Masculino: PA
Genotipo aaaa Genotipo Aaaa
Gametas: aa Gametas: 2 Aay % aa
PS
1 aa
PA
72 Aa 72 Aaaa
¥ aa Y2 aaaa
Segregacion esperada: 1 (Aaaa) : 1 (aaaa)

Figura 4. Modelo de segregacion esperada para un alelo dominante simple (A) responsable del caracter apomixis en la poblacion F; segregante.
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Los resultados de este trabajo de tesis permiten afirmar que la herencia del caracter
apomixis en especies de Plicatula tiene puntos en comun con lo reportado en otras especies
de Paspalum: la apomixis es controlada por un locus simple con distorsion de la segregacion
gue favorece la prevalencia de genotipos sexuales.

Sin embargo, es importante considerar que actualmente ya no se habla de un gen
como unico determinante del cardcter apomixis. Dada la estrecha relaciéon entre apomixis y
poliploidia, desde hace un tiempo se sabe que luego de la poliploidizacién el genoma de
Paspalum es genética y epigenéticamente modificado en regiones que codifican
retrotrasposones y pseudogenes lo que lleva como consecuencia a efectos moduladores de
la expresion génica (Martelotto et al., 2007; Rodriguez et al., 2012). Tan importante es el
escenario genético poliploide del genoma para la expresion completa de la apomixis, que en
P. notatum la duplicacién por colchicina del genoma de una planta diploide sexual produce
poliploides tanto sexuales como apomicticos facultativos (Quarin et al., 2001), lo cual indica
que los determinantes de la apomixis se encuentran presentes a nivel diploide pero estan
silenciados. Entonces, se plantea la posibilidad de que, al menos en Paspalum, exista para la
apomixis un mecanismo de activaciéon dependiente de la dosis génica que involucre a otros
loci que controlen la expresién del caracter mediante efectos de interacciéon génica. Los
rapidos rearreglos gendmicos (translocaciones, insercion de elementos transponibles, etc.)
que ocurren como respuesta a la poliploidizacién pueden relocalizar genes cerca de
elementos regulatorios en cis que pueden desregular su transcripciéon. Otro factor a tener en
cuenta es el hecho de que la regidon que controla la apomixis (ACR, Apomixis Controlling
Region) contiene una abundante cantidad de retroelementos (Podio et al., 2012, Calderini et
al., 2006). La expresidén génica de esta regién podria estar mediada por estos elementos
repetitivos, puesto que se sabe que los elementos transponibles en general (transposones y
retroelementos) pueden interferir por varios mecanismos en la regulacion génica. Al mismo
tiempo, esta region que controla la apomixis contiene genes ligados al caracter, de
estructura, funcidn y posicién desconocida. Algunos de estos genes son pseudogenes que se
caracterizan por la desregulacién constitutiva de la expresidon. Aunque la expresion de estos
pseudogenes podria estar relacionada al silenciamiento de sus relativos sexuales homadlogos,
la presencia de algunos genes que actien como activadores positivos de la apomixis no debe

ser descartada (Pupilli et al., en preparacion).
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El cruzamiento entre P. plicatulum sexual y P. guenoarum apomictico a nivel
tetraploide abre la posibilidad de intercambiar genes entre estas dos especies, al mismo
nivel de ploidia. Este mecanismo posibilita ademds explotar la gran variabilidad genética
presente en los individuos apomicticos naturales y utilizarla para la creacién de nuevos
cultivares. Esta posibilidad se basa en el éxito de cruzamiento obtenido entre las dos
especies (20%), el grado de fertilidad entre los hibridos (mayor al 55%), la segregacion
observada para el modo reproductivo en la progenie F; y el procedimiento muy simple
empleado para determinar el modo reproductivo de cada hibrido. Las practicas de
cruzamientos podrian involucrar la creacion de una poblacién hibrida grande, como fue
propuesto por Hanna (1995). Los segregantes apomicticos pueden ser identificados
facilmente por citometria de flujo usando una pequefia muestra de semillas de cada hibrido.
Debido a que los andlisis del modo reproductivo realizados en este trabajo de tesis indicaron
que los hibridos pueden ser clasificados como completamente sexuales, apomicticos o
apomicticos facultativos, el analisis de 10 semillas por hibrido (semilla por semilla) puede ser
suficiente para clasificar cada planta por su modo reproductivo. Una vez que los hibridos
apomicticos son identificados, éstos pueden entrar a pruebas de campo para evaluacién
agrondmica y llegar al status de cultivar. Por otro lado, los hibridos sexuales pueden ser
evaluados y seleccionados para ser usados como parentales femeninos en nuevos intentos
de cruzamientos. Debido a que los resultados sugieren un control monogénico del modo
reproductivo con la aposporia dominante sobre la sexualidad, como fue propuesto en
Paspalum notatum (Martinez et al., 2001), la sexualidad deberia estar condicionada por el
genotipo homocigoto recesivo. Esto trae la posibilidad de sintetizar una poblacién de
cruzamiento tetraploide sexual a partir de hibridos de primera generacién formados por el
cruzamiento de la planta 4PT con una variedad de genotipos tetraploides apomicticos de P.
guenoarum. Este esquema de cruzamiento fue propuesto por Miles (2007) para programas
de cruzamiento de Brachiaria. Brevemente, el procedimiento implica la obtenciéon de una
poblacién tetraploide sintética que permaneceria completamente sexual generacion tras
generaciéon y puede ser manejada por métodos simples de selecciéon masal. Ya que el
objetivo para los programas de cruzamientos seria la obtencidon de cultivares solamente
apomicticos, la creaciéon de una poblacién de cruzamiento tetraploide sexual sintética
representa un paso inicial, a ser seguido por el cruzamiento de esta poblacién con uno o mas

genotipos apomicticos de elite (P. plicatulum o P. guenoarum) para generar poblaciones
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hibridas de las cuales se podrd seleccionar genotipos apomicticos segregantes superiores a
ser desarrollados al status de cultivar. De hecho, a partir de la poblacién F; hibrida
segregante obtenida en este trabajo, hibridos apomicticos y sexuales han sido seleccionados
para su evaluacion en estudios a campo, en el caso de los apomicticos, y para la formacion

de una poblacidon sexual tetraploide sintética, en el caso de los sexuales.

Conclusiones

El cruzamiento entre P. plicatulum sexual y P. guenoarum apomictico a nivel
tetraploide produjo una poblacidn hibrida interespecifica de 211 plantas F,, segregante para
el modo reproductivo. De manera global, estos individuos heredaron mds caracteristicas del
padre GR19 que de la madre 4PT, lo cual indicd el origen hibrido de la progenie.

La herencia del caracter apomixis en especies de Plicatula mostré una distorsion en la
segregacion para el caracter modo reproductivo, a favor de los individuos sexuales, lo cual
concuerda con los antecedentes para el patron de herencia de la apomixis en Paspalum. Sin
embargo, dado que la distorsién observada en la poblacidon estudiada en este trabajo fue
menor a la reportada para P. notatum es posible afirmar que no necesariamente todas las
poblaciones de Paspalum se ajustaran al modelo de P. notatum. El modelo de segregacion
del cardcter para especies de Plicatula propuesto en esta tesis representa una novedad para
hibridos interespecificos del género.

La posibilidad de hibridacion entre P. plicatulum y P. guenoarum a nivel tetraploide y el
grado de fertilidad observado entre los hibridos abren nuevas posibilidades para el
mejoramiento vegetal a través de cruzamientos y transferencia de genes entre estas
especies de Plicatula. Los resultados de esta tesis indican que es posible saltear el cuello de
botella que supone la falta de biotipos sexuales en P. guenoarum para el mejoramiento
vegetal a través de cruzamientos. A partir de estos resultados, se espera que otras especies
tetraploides apomicticas del grupo Plicatula de Paspalum puedan estar involucradas en este

esquema de cruzamiento interespecifico.
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Parte 2. Citogenética de Paspalum guenoarum y sus hibridos con P. plicatulum. Andlisis de

segregacion de los marcadores moleculares.

Estudio de la meiosis en GR19 y cuatro de sus hibridos con 4PT

Las configuraciones cromosdmicas en diacinesis y metafase | de la meiosis fueron
analizadas en los microsporocitos de P. guenoarum y de cuatro de sus hibridos F; con P.
plicatulum. En P. guenoarum, los cromosomas se asociaron principalmente como bivalentes
() y cuadrivalentes (IV) (Tabla 14, Fig. 5A). En los cuatro hibridos F; estudiados, las
configuraciones cromosémicas meidticas fueron similares a aquellas observadas en el
progenitor GR19, principalmente asociaciones bivalentes y cuadrivalentes, con ocasionales

univalentes (l) y trivalentes (lll) (Fig. 5B).

Tabla 14. Configuraciones cromosdmicas meidticas de Paspalum plicatulum tetraploide sexual y P. guenoarum

tetraploide apomictico y sus hibridos interespecificos en diacinesis y metafase I.

Numero de plantas No. de Promedio y rango () por célula
Especies o Hibridos cMmp'
| 1 1 \%
P. plicatulum 4PT (S)*® 1 53 0,06 (0-1) 14,20 (8-18) 0,06 (0-1) 2,80 (1-7)
P. guenoarum GR19 (A)" 1 21 1,38 (0-6) 12,33 (7-18) 0,09 (0-1) 3,38 (1-6)
Hibridos 4PT x GR19 4 38 1,65 (0-6) 12,26 (4-18) 0,50 (0-2) 3,07 (1-7)

'CMP, células madre del polen.
iS, planta sexual.

SDatos de Sartor et al. (2009).
A, planta apomictica.

Las configuraciones cromosdmicas meidticas en GR19 mostraron un promedio mas
alto de cuadrivalentes (3,38 por célula, con un maximo de 6 por célula; Tabla 14) que los
previamente reportados para otras accesiones de la misma especie. Pritchard (1970)
menciond un promedio de 0,82 cuadrivalentes por célula en una planta tetraploide
coleccionada en Paraguay y sugirio que P. guenoarum podria haberse originado por
hibridacién al nivel de especie. Burson y Bennett (1971a) reportaron una media de 1,84
cuadrivalentes con un maximo de cinco cuadrivalentes por célula; ésto indicaria que la
especie es un alotetraploide segmentario o bien, un autotetraploide. Los autores

propusieron que debido a que la especie mostré una baja frecuencia de cuadrivalentes y
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ninguna célula madre del polen tuvo 10 cuadrivalentes, P. guenoarum era probablemente un
alopoliploide segmentario. Esto implicaria un origen hibrido de dos especies genédmicamente
relacionadas. En base a las asociaciones cromosdmicas observadas por Burson y Bennett
(1971a) y los resultados del presente trabajo, es posible postular que P. guenoarum se
origind probablemente por autopoliploidia antes que por hibridacién interespecifica. El
comportamiento cromosémico reportado por Sartor et al. (2009) para la planta tetraploide
sexual de P. plicatulum, obtenida experimentalmente a través del tratamiento con colchicina
de un biotipo diploide, apoya esta propuesta. La planta 4PT promedié 2,80 cuadrivalentes
por célula con un maximo de siete por célula (Sartor et al., 2009), mientras que en GR19 se
registr6 un promedio mds alto de cuadrivalentes por célula (3,38) y un maximo de 6
cuadrivalentes. Los datos de Sartor et al. (2009) indican que al menos en algunas especies de

este grupo no necesariamente los 40 cromosomas formaran 10 cuadrivalentes en la meiosis.

Figura 5. Asociaciones cromosomicas en P. guenoarum y sus hibridos interespecificos con P. plicatulum. A)
Diacinesis en P. guenoarum con ocho bivalentes y seis cuadrivalentes. B) Diacinesis en un hibrido de P.
plicatulum x P. guenoarum con un univalente, cuatro bivalentes, un trivalente y siete cuadrivalentes. La punta
de flecha apunta a un bivalente superpuesto con un cuadrivalente y la flecha indica el trivalente. La barra mide

5um.

Usualmente, el criterio citogenético utilizado en especies poliploides para juzgar el
origen de las mismas por autopoliploidia o por hibridaciéon de los genomas de dos especies
cercanamente emparentadas (alopoliploide segmentario) es el nimero medio y el rango de

asociaciones cromosOmicas multivalentes en meiosis. Sin embargo, la proporcion de
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cromosomas asociados como multivalentes puede variar. Gilles y Randolph (1951) fueron los
primeros en reportar que en autopoliploides inducidos ocurre un cambio gradual que lleva
de la formacion de sinapsis de tipo multivalente a una de tipo bivalente. Estos autores
observaron los apareamientos cromosémicos en una raza autotetraploide de maiz, por un
periodo de 10 afios y concluyeron que las asociaciones cromosdmicas multivalentes
caracteristicas de la mayoria de los autopoliploides de origen reciente no necesariamente
persisten indefinidamente en las generaciones siguientes. Existe una tendencia para los
autopoliploides, tanto naturales como inducidos, de adquirir gradual o rdpidamente las
caracteristicas citoldgicas de un diploide (Swaminathan y Sulbha, 1959). Si esto sucede de tal
manera, existe la posibilidad de que muchos poliploides naturales que muestran
regularmente configuraciones bivalentes se hayan originado como autopoliploides.
Actualmente, se sabe que esta variacién en la formacion de configuraciones multivalentes
estd bajo la influencia de procesos de diploidizacion o bajo el control genético del
apareamiento cromosémico.

Mas aun, P. guenoarum tetraploide mostré un numero promedio aun mayor de
cuadrivalentes por célula que el observado en el autotetraploide obtenido
experimentalmente de P. plicatulum (4PT). Esto sugiere fuertemente que P. guenoarum
puede haberse originado por autopoliploidia.

La observacion de las asociaciones cromosémicas en los hibridos tetraploides de P.
plicatulum x P. guenoarum y sobre todo la formacidn de asociaciones de cuadrivalentes
indican que las dos especies comparten el mismo complemento gendmico basico.

Desde que Saura (1941) observd 2n = 40 cromosomas en P. plicatulum, muchos
autores han reportado el mismo nimero cromosémico para varias accesiones, indicando
gue la tetraploidia es la regla (Gates et al., 2004). Sin embargo, algunos diploides (2n = 20)
han sido ocasionalmente reportados desde que Brown (1950) descubrid un citotipo diploide.
Las razas tetraploides son todas apomicticas (Pritchard, 1970; Bashaw et al., 1970; Burson y
Bennett, 1971b), mientras que los diploides se reproducen sexualmente (Espinoza y Quarin,
1997). No se han descubierto tetraploides sexuales creciendo en la naturaleza. Por el
contrario, sélo biotipos tetraploides apomicticos son conocidos para P. guenoarum
(Pritchard, 1970; Burson y Bennett, 1971b) y ninguna planta diploide ha sido descubierta

para esta especie hasta el presente.
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Generacion de marcadores moleculares y andlisis de segregacion en la poblacion de mapeo
Marcadores moleculares

Antes de exponer los resultados sobre la determinacion del tipo de herencia de P.
plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum tetraploide apomictico, realizada mediante
el analisis de marcadores moleculares, es necesario en este punto explicar las etapas en las
gue se obtuvieron dichos marcadores y los consiguientes resultados.

Se realizaron extracciones de ADN gendmico de 109 individuos F;. En la figura 6 se
observa la fotografia de un gel de agarosa al 1 % con las muestras de ADN de las 109 plantas

y de sus parentales.

Figura 6. Gel de agarosa al 1 % teiido con bromuro de etidio en el que se observan las muestras de ADN
gendémico de 109 hibridos F,, del parental materno 4PT (5 muestras sefaladas con estrellas rojas) y del

parental paterno GR19 (4 muestras sefialadas con estrellas azules).

Los marcadores moleculares de AFLP fueron generados en tres etapas sucesivas
distintas, revelados y analizados segln se detalla en la seccién Material y Métodos.
Luego de la digestion del ADN de las 109 F;, 4PT y GR19, la digestién con las enzimas

EcoRly Msel y la ligacion de los adaptadores, se realizaron las reacciones de preamplificacion
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con los cebadores EO1 y MO1. Los productos generados en este primer paso de amplificacion
se emplearon en todas las amplificaciones selectivas posteriores.

En primer lugar se realizaron amplificaciones selectivas y se ensayaron 50
combinaciones de cebadores EcoRl (E) y Msel (M) mediante la metodologia de BSA,
empleando el ADN de los genotipos parentales 4PT y GR19 y grupos generados in vitro con
ADN de 10 plantas sexuales y 10 apomicticas (bulk sexual y bulk apomictico,
respectivamente). Las combinaciones de cebadores ensayadas fueron: E31M31, E31M32,
E31M33, E31M34, E31M35, E31M36, E31M37, E31M39, E31M42, E32M31, E32M32,
E32M33, E32M34, E32M35, E32M36, E32M37, E32M39, E32M42, E33M31, E33M32,
E33M33, E33M37, E33M38, E34M32, E34M33, E34M34, E34M35, E34M37, E34M38,
E34M39, E34M40, E34M42, E35M32, E35M33, E35M34, E35M35, E35M37, E35M39,
E34M40, E35M42, E36M32, E36M33, E36M34, E36M35, E36M37, E36M38, E36M39,
E38M32, E38M38, E38M39. Las primeras 37 combinaciones que fueron probadas
permitieron generar mas de 500 marcadores con un porcentaje promedio de polimorfismo
entre los padres del 20 % (variando entre 5y 36 %). Este paso permitio seleccionar aquellas
combinaciones que produjeron patrones de amplificacién con bandas claras vy
perfectamente distinguibles, asi como las que revelaron mayor polimorfismo entre los
padres y las que mostraron bandas especificas del parental GR19 y del bulk apomictico, para
emplearlos posteriormente con toda la poblacién. Este procedimiento de eleccion de
combinaciones de cierta manera sesgd la busqueda de marcadores moleculares hacia
aquellos posiblemente ligados al caracter apomixis lo cual resulté de suma utilidad al
momento de caracterizar la regién gendmica en la que maped el caracter.

Luego, mediante la estrategia de mapeo selectivo (Vision et al., 2000) se seleccionaron
89 plantas F; del total de 109 hibridos. Se utilizaron las siguientes combinaciones de
cebadores E-M: E31M32, E31M35, E31M42, E34M32, E35M33, E35M34, E36M32. Mediante
la funcién “Similarity of individuals” del programa computacional de mapeo genético
JoinMap® 3.0 se comparé el perfil genético de las 109 F; obtenido con estas combinaciones.
Para excluir o mantener a un individuo dentro de la poblacion de mapeo fueron
considerados los criterios mencionados en Material y Métodos. Ademas, fueron excluidas 12
F1, entre ellas 2 apomicticas, que presentaron menos de 10 bandas segregantes desde el
genotipo paterno GR19. También fueron excluidos 4 genotipos sexuales que mostraron mas

de 10 datos perdidos. De esta manera, se excluyeron 20 plantas de los analisis posteriores y
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la poblacion de mapeo quedd conformada por 89 hibridos F1: 55 sexuales y 34 apomicticos,
manteniéndose la proporcion de segregacién 1,6:1 sexuales:apomicticos.

Finalmente, las combinaciones de cebadores E31M33, E32M33, E32M39, E33M32,
E33M33, E34M35, E34M42, E35M32, E35M42, E36M33, E36M37 y E36M38 fueron
ensayadas en las 89 F; de la poblacion. De estas combinaciones, solamente 2 no
amplificaron o dieron un patrén de amplificacion inespecifico o muy poco informativo. A
estos nuevos datos se le sumaron los de las 7 combinaciones mencionadas anteriormente.
En la figura 7 se muestra un gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata donde se
observan los productos de las amplificaciones selectivas obtenidos con la combinacidn de

cebadores E34M42 en parte de la poblacidon de mapeo.
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Figura 7. Marcadores de AFLP generados en la poblacién de mapeo mediante la combinacién de cebadores
E34M42. M: marcador de peso molecular Cien Marker. 4PT: progenitor sexual, P. plicatulum tetraploide sexual.
GR19: progenitor apomictico, P. guenoarum tetraploide apomictico. F1 Sex: progenie hibrida F; sexual. F1 Apo:
progenie hibrida F, apomictica. Las flechas rojas, azules y verdes indican algunos de los marcadores maternos,
paternos y biparentales analizados, respectivamente. La flecha celeste indica un marcador que mapeé a 4 cM

del caracter apomixis.

Andlisis de segregacion

Debido a que la poblacién de mapeo es una familia tipo F; derivada del cruzamiento
de dos genotipos tetraploides altamente heterocigotos, distintas configuraciones alélicas
para los diferentes loci examinados fueron esperadas (Ritter et al., 1990). Los marcadores de
AFLP se analizaron con los datos obtenidos de la totalidad de la poblacién de mapeo (89
individuos). Como se menciond anteriormente, los datos de cada genotipo parental fueron

analizados independientemente. Para cada combinacién de cebadores se determiné la
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presencia de: a) marcadores maternos, b) marcadores paternos, c) marcadores
maternos/paternos o biparentales, fragmentos segregantes provenientes de ambos
progenitores. En la tabla 15 se muestra el nUumero de marcadores maternos, paternos y

biparentales de AFLP obtenidos en la poblacién de mapeo.

Tabla 15. Tipos de marcadores moleculares de AFLP generados en la poblacion de mapeo tetraploide entre 4PT

y GR19.

Tipo de marcador AFLP
Materno 85
Paterno 140
Biparental 120
Total 345

En conjunto, las 17 combinaciones ensayadas generaron un promedio de 21
fragmentos de amplificacién por combinacion permitiendo la evaluacion de 345 marcadores
(marcadores maternos, paternos y biparentales). En promedio se obtuvieron 5 marcadores
maternos, 8 paternos y 7 biparentales por cada combinacién de cebadores de AFLP.

La configuracién alélica de cada locus fue determinada comparando la segregacién
observada de los mismos con la segregacion cromosémica esperada tanto para la herencia
tetrasémica como disémica, por medio de la prueba de xz con una probabilidad asociada
p>0,01 (ver tabla 8 en Material y Métodos). De acuerdo a esto, los 85 marcadores maternos
y los 140 paternos fueron clasificados como alelos en dosis simple (Aaaa, ADS) o alelos en
dosis doble (AAaa, ADD). En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos y se indica la
segregacion y el nimero de marcadores presentes para cada tipo de segregacion. En total,
51 marcadores (14 maternos y 37 paternos) mostraron distorsion de la segregacion debido a
que no se ajustaron a ninguno de los valores esperados. Entre los marcadores distorsionados
paternos, 21 se ajustaron a una distorsion de la segregacion de 1:1,6 (presencia:ausencia),

coincidente con la distorsion del caracter apomixis.
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Tabla 16. Relaciones de segregacion observadas para los 85 marcadores maternos y los 140 paternos

analizados en la poblacién de mapeo.

Marcador Segregacion de marcadores
ADS ADD Distorsionados®
1:1 5:1 5:1/3:1° 3:1 1:1/1:1,6° 1:1,6  Totales
Maternos 44 3 14 10 - - 14
Paternos 34 4 11 15 39 21 37

% marcadores con segregacion distorsionada.
b. marcadores gue ajustan simultaneamente a las dos relaciones de segregacion.

En la tabla 17 se muestran los datos de segregacion de los 120 marcadores
moleculares presentes en ambos genotipos parentales y que segregan en la poblacion.
Cincuenta y siete marcadores ajustaron a una relacién 3:1 correspondiente a
configuraciones del tipo Aaaa en ambos progenitores, 14 resultaron distorsionados y el resto
(49) presentd relaciones de segregacién para configuraciones AAaa x Aaaa (o viceversa) y
AAaa x AAaa (ver tabla 8 en Material y Métodos) que en todos los casos ajustaron para uno
de los dos tipos de herencia posibles 11:1/7:1 o 35:1/15:1, o ambos, segln sea el tipo de

herencia polisémica/disdémica, respectivamente.

Tabla 17. Relaciones de segregacion observadas para los 120 marcadores segregantes desde los dos genotipos

4PT y GR19 en la poblacién de mapeo.

Marcador Segregacion de marcadores
3:1 (11:1/7:1)+(35:1/15:1) Distorsionados
Maternos/Paternos 57 49 14

Determinacion del tipo de herencia de P. plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum
tetraploide apomictico mediante el andlisis de marcadores moleculares

La autopoliploidia frente a la alopoliploidia implica diferencias en la capacidad para
intercambiar material genético entre los diferentes genomas que forman el poliploide. Si la
arquitectura citogenética de la especie es desconocida, diferentes modelos de segregacion
deben ser considerados al estudiar el control genético de la apomixis (Sherwood et al., 1994;
Pupilli et al., 1997). Aunque el analisis del apareamiento cromosémico puede dar una idea

del tipo de herencia (disdmica o polisémica), los estudios citogenéticos proveen sélo
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informacién limitada acerca del potencial de los diferentes genomas de un autotetraploide
para recombinar (Kimber, 1984). Se considera que las relaciones de segregacion de
marcadores moleculares son el método mas exacto conocido actualmente para determinar
el tipo de herencia e inferir asi el origen del poliploide, con relaciones mayoritarias de
segregacion polisdmicas o disémicas que sugieren autopoliploidia o alopoliploidia
respectivamente (Soltis y Riesenberg, 1986; Krebs y Hancock, 1989; Qu y Hancock, 1995).

Se realizaron andlisis de segregacion de los marcadores moleculares de AFLP obtenidos
con el objetivo de aportar pruebas genéticas para determinar el tipo de herencia
caracteristico de P. plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum tetraploide apomictico.
Los datos correspondientes a cada uno de los genotipos parentales, 4PT y GR19, se
analizaron por separado y se examinaron las relaciones de segregacion de los marcadores
ADD, considerando que las relaciones de 5:1 y 3:1 son indicativas de herencia polisdmica
(posible indicador de autopoliploidia) o disdmica (posible indicador de alopoliploidia),
respectivamente.

Se analizaron los resultados obtenidos con 17 combinaciones de cebadores de AFLP.
Del total de fragmentos obtenidos, 27 marcadores maternos y 30 marcadores paternos
segregaron como alelos en doble dosis (ADD). De ellos, 3 y 4 marcadores ajustaron
exclusivamente a una relacion de segregacion 5:1 en 4PT y en GR19, respectivamente (Tabla
16). Otro grupo de 25 marcadores (14 maternos y 11 paternos) segregd con valores que
ajustaron a la relacion 5:1 pero que no se pudieron distinguir estadisticamente de la relacién
3:1 debido al tamafio de la poblacion. Todos estos marcadores indican que ambos genotipos,
sexual y apomictico, presentan herencia de tipo polisomica (son autopoliploides). Los valores
de segregacion 5:1 sélo pueden explicarse considerando los 4 cromosomas como homdlogos
y segregacion al azar de los mismos en la meiosis. Por otro lado se observaron también 10
ADD maternos y 15 ADD paternos cuyas relaciones de segregacidn ajustaron exclusivamente
a 3:1, lo que indica herencia de tipo disémica. Posiblemente dichos marcadores se localizan
en regiones gendmicas de 4PT y GR19, respectivamente, donde ocurre apareamiento
preferencial de cromosomas ya que esta relacion de segregacion corresponde
exclusivamente a una herencia disdmica. Estos resultados estan de acuerdo con la
observacion de un numero importante de asociaciones de cromosomas en configuraciones

bivalentes en estas especies.

82



Considerando estos datos de manera conjunta, es posible afirmar que P. guenoarum
GR19 es de origen autotetraploide, como P. plicatulum 4PT y que algunos sectores del
genoma presentarian herencia de tipo disdmica (indicados por los marcadores 3:1). Es
posible que en ambos genotipos (4PT y GR19) algunos de los homdlogos se apareen de
manera preferencial, presentando herencia disdomica.

El andlisis citogenético de GR19 y de sus hibridos con 4PT indicé que una alta
proporcién de cromosomas formaron asociaciones cuadrivalentes. Esta evidencia también
puede interpretarse como un fuerte indicativo del origen autotetraploide de la especie,
como lo sugieren los resultados de Burson y Bennett (1971a) y también de que 4PT y GR19
comparten el mismo complemento gendmico basico. Sin embargo, debido a que el nimero
de configuraciones cuadrivalentes vario ampliamente (1 a 6 IV en GR19 y 1 a 7 en los
hibridos F1) y a la presencia frecuente de cromosomas formando asociaciones bivalentes, en
teoria es posible detectar ambos tipos de segregacién, disdmica o tetrasdmica, en estas
especies.

Como los ADD no se pueden mapear por la metodologia convencional, no se los pudo
asignar a ninguno de los grupos de ligamiento definidos en este trabajo y por lo tanto es aun
desconocido si corresponden a regiones gendmicas especificas o si se encuentran
distribuidos a lo largo del genoma.

Estudios citogenéticos realizados en Vaccinium corymbosum L. (ardndano azul)
demostraron que si bien la especie exhibié un alto nimero de cromosomas en configuracién
de bivalentes, cuando se estudié el tipo de herencia usando marcadores moleculares ésta
resulto ser de tipo polisdmica (los bivalentes se formaban al azar en cada evento de meiosis)
(Qu y Hancock, 1998). Este antecedente lleva a considerar el hecho que, por un lado la mera
presencia de cromosomas formando una u otra configuracion durante la meiosis no puede
considerarse en si como un indicador confiable de que las especies de origen alopoliploide
presenten siempre herencia disémica y las autopoliploides herencia polisémica; por otro
lado, el complemento de estudios empleando herramientas de distintas disciplinas, la
citogenética y la biologia molecular en este caso, puede proporcionar una vision mds amplia
de los procesos bioldgicos investigados.

El comportamiento cromosdmico de los hibridos F; en meiosis se suma a la posibilidad

de hibridacion interespecifica y al grado de fertilidad observado entre los mismos
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mencionado anteriormente, abriendo nuevas posibilidades para el mejoramiento vegetal a

través de cruzamientos y transferencia de genes entre estas especies del grupo Plicatula.

Conclusiones

Paspalum plicatulum 4PT y P. guenoarum GR19 presentan en general una herencia de
tipo tetrasémica, corroborando el origen autoploiploide propuesto en base a las
observaciones citogenéticas de ambas especies llevadas a cabo en este trabajo de tesis.
Asimismo, estos datos citogenéticos permiten concluir que P. plicatulum y P. guenoarum
comparten el mismo complemento gendmico bdasico. Sin embargo, ciertas regiones de los
genomas de estas especies exhiben herencia disémica, lo que sugiere que estarian

atravesando por un proceso de diploidizacion.
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Sobre la localizacidn del locus de la apomixis en especies del grupo Plicatula

Los mapas de ligamiento genético a nivel tetraploide de Paspalum plicatulum sexual y P.

guenoarum tetraploide apomictico basados en marcadores moleculares de AFLP.

El desarrollo de los mapas de ligamiento genético en especies del grupo Plicatula se
llevé a cabo siguiendo la serie de pasos necesarios para la obtencidn de mapas en especies
autopoliploides, como se detalla en Material y Métodos. Brevemente, a) determinacién de la
dosis alélica de cada marcador, b) seleccion de marcadores en simple dosis cuya segregacion
por presencia:ausencia es siempre 1:1, c) andlisis de ligamiento y determinacién de los
grupos de cosegregaciéon a un determinado LOD score, d) calculo de las distancias y
ordenamiento de los distintos loci, e) reunién de los grupos de ligamiento y asignaciéon de
posibles cromosomas homologos, entre las especies (Ripol et al., 1999).

La importancia de determinar el modo de herencia de estas especies radica en el
hecho de que diferentes estrategias de mapeo deberian ser adoptadas en caso de herencia
disdmica o tetrasdmica cuando el objetivo es establecer la posicidon de un caracter particular
en un mapa genético. Sin embargo, las dificultades que surgen del mapeo en poliploides
pueden ser salteadas analizando aquellos fragmentos de ADN representados por una simple
dosis (considerado un alelo simple) y que por lo tanto segrega en una proporcién 1:1 en la
poblacién de plantas heterocigotas (Wu et al., 1992; Sorrels et al., 1992). La eficiencia del
método depende del nimero de alelos en simple dosis detectables en la poblacion de
mapeo y, por lo tanto, del nivel de heterosis del genotipo a ser mapeado. Dado que se
espera un alto nivel de heterosis en los poliploides apomicticos (Clausen, 1961; Pamilo,
1987) y que el fenotipo apomictico es detectable a nivel tetraploide (Quarin, 1992), la
posicion del caracter apomixis en los cromosomas de P. guenoarum puedo identificarse
mediante la construccidon de un mapa genético a nivel tetraploide.

En primer lugar, los marcadores moleculares derivados de la meiosis materna vy
paterna fueron analizados por separado. Se confeccionaron dos archivos distintos
conteniendo los datos de segregacién de los marcadores de AFLP de cada genotipo parental,
obtenidos con 17 combinaciones de cebadores en los 89 individuos de la poblacion de

mapeo. Un archivo contenia solamente los datos de los marcadores segregantes a partir de
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la planta madre (marcadores maternos) y otro, solamente los marcadores que segregaron
del padre (marcadores paternos); el caracter apomixis, segregante desde el progenitor GR19
y presente en proporcion 1:1,6 en la poblacidn, se incluyd en éste ultimo. Un tercer archivo
independiente se confecciond con los marcadores segregantes presentes en ambos
progenitores denominados marcadores biparentales o puentes alélicos, presentes en dosis
simple en los dos genotipos parentales y cuya segregacién esperada es 3:1.

A partir de los marcadores maternos y paternos se seleccionaron solamente los
marcadores de tipo ADS segregantes de uno u otro parental, en proporcién 1:1 en la
poblacién. Luego, se sumaron al archivo paterno los marcadores paternos con distorsion en
la segregacion que se ajustaron a la proporcién 1:1,6 al igual que el caracter apomixis.
Finalmente, se agregaron a ambos archivos los marcadores de tipo puente alélico con
segregacion 3:1. A partir de estos tres tipos de marcadores moleculares se construyeron dos
mapas de ligamiento (el mapa materno y el mapa paterno) correspondientes a cada
progenitor utilizando el programa JoinMap 3.0 (Ooijen van y Voorrips, 2001). En aquellos
casos donde el mismo marcador de tipo puente alélico se ubicd en grupos de ligamiento
provenientes de los dos genotipos parentales se identificaron los cromosomas homadlogos
del progenitor sexual y del apomictico.

Debido a que con JoinMap 3.0 los grupos de cosegregacién se definen sobre la base de
ligamientos en fase de acoplamiento solamente, cada grupo de cosegregacién corresponde a
un uUnico cromosoma homologo de los posibles cromosomas de cada juego (Ripol et al.,
1999; Grivet et al., 1996). Es decir, tanto en el caso de Paspalum plicatulum 4PT como de P.
guenoarum GR19, los cuales son tetraploides con 2n = 4x = 40 cromosomas, el numero
tedrico esperado de grupos de cosegregacion en cada mapa de ligamiento completo es de

40.

Construccion del mapa marco de 4PT

Los datos de segregacion de 44 marcadores ADS (1:1) maternos (Tabla 16) y 57
marcadores tipo puente alélico (3:1) (Tabla 17) fueron utilizados para la construccion del
mapa de ligamiento genético marco del genotipo tetraploide sexual de P. plicatulum. Los
grupos de ligamiento fueron definidos utilizando un LOD score = 4.0 — 3.0 y un valor maximo
de recombinacion (B6) = 0,45. Con estos valores umbrales fue definido un total de 11 grupos

de cosegregacion. Para la definicién de los grupos de cosegregacién se utilizéd el comando
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“Calculate” del programa JoinMap 3.0, luego de lo cual se seleccionaron solamente los
agrupamientos de marcadores a LOD = 3.0 y 4.0 con mads de dos marcadores.
Posteriormente mediante el comando “Population”, “Create Groups for Mapping” se
definieron los grupos de ligamiento. El ordenamiento de los marcadores dentro de cada
grupo de cosegregacion se determind mediante el comando “Mapping”. Finalmente se
asignaron 28 marcadores a LOD = 3.0 a 6 grupos de cosegregacién ya establecidos y 33
marcadores a LOD = 2.0 a 11 de estos grupos, con un valor maximo de recombinacién (0) =
0,49.

El mapa materno consistié en 89 marcadores (88,11 % del total) de los cuales 39
fueron de tipo materno y 50 de tipo puente alélico (Fig. 8). Estos marcadores fueron
asignados a 11 grupos de cosegregacion cubriendo una distancia total de 819 cM. Para
identificar a cada marcador materno, se agregd la letra F (femenino) precediendo a los
cuatro numeros que indican la combinacion de cebadores de AFLP empleada; un quinto y
eventualmente un sexto numero indicaron el orden de migracién en el gel del marcador
registrado para esa combinaciéon. Los grupos de cosegregacion fueron nombrados con la
letra F, y numerados de 1 a 11. La distancia promedio entre marcadores fue de 10,50 cM, y
la distancia entre los mismos varié en un rango de 0 a 34 cM. El tamaio de los grupos de
ligamiento varié entre 37 y 114 cM, con un promedio de 74,45 cM. El nimero promedio de
marcadores por grupo fue 8,09, con un rango de 3 a 19 marcadores (Fig. 8). Doce
marcadores (11,88 %) permanecieron sin asociarse a ninguno de los grupos establecidos.

Para la estimacion del largo del genoma esperado [E(G)] se utilizd el método de
Hulbert modificado por Chakravarti (Chakravarti et al., 1991) segun se describe en Material y
Métodos {E(G) = [n (n-1) d] / k}. El calculo se realizé a LOD = 2.0, se consideraron los 89
marcadores posicionados en el mapa (n) que generaron un total de 289 pares de
marcadores ligados en acoplamiento (k) y cuya mayor distancia fue de 34 cM (d), resultando
E(G) = [89 (89-1) 34] / 289 = 921,41 cM. Por lo tanto, el porcentaje del genoma mapeado
hasta el momento para el progenitor sexual seria aproximadamente del 88,88 %. Sin
embargo, la cantidad de grupos de cosegregacion detectados con respecto al maximo
tedrico esperado fue baja. Esto puede ser debido a que posiblemente muchos sectores del
genoma presentan herencia polisémica y por consiguiente marcadores en multiples dosis, lo

cual disminuiria la eficiencia en la deteccion de los grupos de cosegregacion. Es de esperar
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que la generacion de un mayor numero de marcadores y la deteccién de nuevos ADS

permita una mayor cobertura del genoma (Wu et al., 1992; Qu y Hancock, 2001).
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Figura 8. Mapa de ligamiento genético del genotipo tetraploide sexual (2n = 2x = 40) 4PT de P. plicatulum. Los

nombres de los marcadores y las distancias en cM (funcidn de Kosambi) se indican a la derecha y a la izquierda,

respectivamente. Los grupos de cosegregacion fueron establecidos a LOD score = 4.0 — 3-0.
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Construccion del mapa marco de GR19

Para la construccion del mapa de ligamiento genético marco de Paspalum guenoarum
tetraploide apomictico se utilizaron los datos de segregacion de 34 marcadores ADS (1:1), 39
marcadores que no pudieron distinguirse de 1:1 o 1:1,6, 22 marcadores con distorsién de la
segregacion (1:1,6) incluido el caracter apomixis (Tabla 16) y 57 marcadores tipo puente
alélico (3:1) (Tabla 17). El analisis de ligamiento se realizé utilizando el programa JoinMap 3.0
en forma similar a lo descripto anteriormente. Los grupos de cosegregacién fueron
establecidos a un LOD score = 4.0 — 2.0 y un valor mdximo de recombinacién (8) = 0,45.
Finalmente se asignaron 44 marcadores a LOD = 3.0 a 7 grupos y 30 marcadores a LOD = 2.0
a 13 grupos de cosegregacion ya establecidos, con un valor maximo de recombinacién () =
0,49.

El mapa de ligamiento genético de GR19 quedd definido por 127 marcadores (84,76 %
del total) de los cuales, 76 fueron de tipo paterno y 51 de tipo puente alélico (Fig. 9). Estos
marcadores se distribuyeron en 23 grupos de cosegregacion de dos o mds marcadores,
excepto uno solo definido por un Unico marcador (M15). Para identificar a cada marcador
paterno, se agrego la letra M (masculino) precediendo a los cuatro nimeros que indican la
combinacion de cebadores empleada; un quinto y eventualmente un sexto numero
indicaron el orden de marcador registrado para esa combinacién. Los grupos de
cosegregacion fueron nombrados con la letra M, y numerados de 1 a 23. La distancia total
cubierta fue de aproximadamente 1393 cM, con una distancia promedio entre marcadores
de 13,14 cM en un rango de 0 a 49 cM entre marcadores. (Fig. 9). El tamafio de los grupos de
ligamiento varid entre 1y 127 cM, con un promedio de 60,57 cM. El nimero promedio de
marcadores por grupo fue 5,57 con un rango de 1 a 15 marcadores. Veintitrés marcadores
(15,23 %) permanecieron sin asociarse a ninguno de los grupos establecidos.

El largo del genoma esperado [E(G)] fue de 2529,34 cM. El célculo se realizé a LOD
score 2,00, se consideraron los 128 marcadores posicionados en el mapa (n) que generaron
un total de 310 pares de marcadores ligados en acoplamiento (k) y cuya mayor distancia fue
de 49 cM (d) (E(G) = [127 (127-1) 49] / 310 = 2529,34 cM). Por lo tanto, el porcentaje del
genoma mapeado hasta el momento para el progenitor apomictico es aproximadamente del
54,21 %. El hecho de que se detecté un mayor nimero de grupos de cosegregacion paternos
comparados con el mapa materno y a su vez, mas cercano al maximo nuimero de grupos

esperados (40) podria deberse a mayor nimero de entrecruzamientos en la meiosis
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masculina y por lo tanto a una mayor eficiencia para detectar ligamientos entre los

marcadores.
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Figura 9. Mapa de ligamiento genético del genotipo tetraploide apomictico (2n = 4x = 40) GR19 de P.

guenoarum cv. Rojas. Los nombres de los marcadores y las distancias en cM (funcién de Kosambi) se indican a

la derechay a la izquierda, respectivamente. Los grupos de cosegregacion fueron establecidos a LOD score =

4.0-2.0.
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Caracterizacion del grupo de ligamiento que incluye al control de la aposporia (grupo apo)

Con el objetivo de identificar marcadores moleculares ligados al caracter apomixis y
localizar la regién gendmica responsable de este modo de reproduccidn, se empled una
estrategia inicial de seleccion de marcadores polimérficos mediante un analisis BSA
(Michelmore et al., 1991). Los marcadores asociados al modo de reproduccién fueron
incorporados en el mapa genético mediante su anadlisis en todos los individuos de la
poblacién de mapeo. Para la localizacién de este caracter en el mapa genético, los datos
fenotipicos del modo de reproduccién de cada individuo de la poblacién de mapeo fueron
incluidos en el archivo de datos paterno. El sistema de notacidn binaria permitié codificar a
los individuos apomicticos con el nimero 1 (uno) y a los sexuales con 0 (cero).

Luego del andlisis de ligamiento, el grupo de ligamiento M10 o grupo apo quedd
constituido por 7 marcadores: 6 marcadores moleculares (5 paternos y uno biparental) y el
caracter apomixis sobre unos 56 cM (Fig. 9). Tanto la apomixis como los 5 marcadores
segregantes del padre mostraron distorsion de la segregacién, en proporcién 1:1,6 (apomixis
vs. sexualidad y presencia vs. ausencia, respectivamente). El analisis de ligamiento a LOD
score = 4.0y 6 = 0,45 determind que el locus de la apomixis y 5 marcadores mapean juntos
formando un Unico grupo de ligamiento en fase de acoplamiento. Un sexto marcador fue
incorporado a este grupo a LOD = 2.0 y 6 = 0,49. Los 6 marcadores se localizaron a ambos
lados del caracter apomixis mostrando valores de recombinacién con éste de entre 4 y 43
cM, siendo la distancia extrema superior observada entre el locus apomixis y el sexto
marcador incorporado a este grupo a LOD = 2.0 y 8 = 0,49. Dos marcadores parentales,
M314229 y M344230, mapearon a ambos lados del caracter, a 7 cM y 4 cM respectivamente
en el grupo M10.

La estrategia de BSA permitié una busqueda de marcadores asociados a la apomixis
mas eficiente e hizo posible la identificacion de marcadores moleculares ligados al caracter
apomixis a ambos lados del mismo. Es decir que esta estrategia de busqueda de marcadores
en bulks no es completamente al azar en este caso sino con un sesgo hacia la regidn
gendmica de la apomixis. Por esta razén, el grupo apo es relativamente denso en cuanto al
nimero de marcadores que mapean en él, con respecto al resto del genoma donde los
marcadores en ocasiones mapean mas separadamente, por ejemplo, con hasta 2
marcadores por grupo de ligamiento. De esta manera es posible incrementar la densidad de

marcadores en un area determinada del genoma, sin necesidad de saturar todo el mapa
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genético (Michelmore et al., 1991). Este método fue utilizado con éxito en la identificacién
de marcadores ligados a la apomixis en Paspalum notatum (Martinez et al., 2003) y en otras
gramineas como Tripsacum (Leblanc et al., 1995), Brachiaria (Pessino et al., 1997 y 1998),
Cenchrus ciliare L. [como Pennisetum ciliare (L.) Link (Gustine et al., 1997)], Cenchrus
squamulatus (Fresen.) Morrone [como Pennisetum squamulatum Fresen. (Ozias-Akins et al.,

1998)] y Poa (Barcaccia et al., 1998).

Determinacion de cromosomas homdlogos de 4PT y GR19 en base a marcadores de tipo
puente alélico

Los datos de los 57 marcadores segregantes desde ambos genotipos y que ajustaron a
una relacion 3:1 (Aaaa x Aaaa) (Tabla 17) fueron incorporados a los archivos de datos de los
alelos en dosis simples (ADS) correspondientes a cada progenitor, utilizados para construir
los mapas materno y paterno, a fin de identificar posibles grupos homadlogos. Los analisis de
ligamiento se realizaron empleando el programa JoinMap 3.0 y se determind la asociacién de
50 y 51 marcadores de tipo puente alélico a los grupos de ligamiento establecidos en 4PT y
GR19, respectivamente. Para identificar a cada marcador puente alélico, se agregé la letra B
(biparental) precediendo a los cuatro numeros que indican la combinacién de cebadores
empleada; un quinto y eventualmente un sexto numero indicaron el orden de marcador
registrado para esa combinacion. Se considerd la existencia de verdadera homologia entre
dos grupos de ligamiento cuando se observaron dos o mas marcadores biparentales
comunes a ambos. En el progenitor sexual, los 50 marcadores se distribuyeron en 10 grupos
de cosegregacion maternos (Fig. 8, marcadores precedidos por la letra B). En el progenitor
apomictico los 51 marcadores se distribuyeron en 17 grupos de cosegregacion paternos (Fig.
9, marcadores precedidos por la letra B).

Cuarenta y ocho marcadores biparentales mapearon en grupos de cosegregacion
pertenecientes a ambos parentales permitiendo la identificacion de los cromosomas

homodlogos entre los dos genotipos. La tabla 18 resume los resultados obtenidos.
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Tabla 18. Cromosomas homélogos identificados en 4PT y GR19.

Marcador puente alélico Grupo de ligamiento de  Grupo de ligamiento de
4pPT GR19
B314230; B313210; B314213 F3 M1
B31327; B353442; B353457; B34429’ F1 M2
B353423 F9 M3
B343231; B353341 F7 M4
B313228 F6 M5
B313261 F10 M6
B32397 F1 M6
B323911; B344223°; B313216; B323315; F4 M7
B344227; B353448; B323310
B31334"; B31334; B343211 F5 M8
B343237; B314216; B31351 F2 M8
B34428; B314223; B313313; B353436; F4 M9
B314232; B314239; B32336
B314237 F6 M9
B36332; B363211 F10 M9
B353430; B313249 F2 M9
B34325 F2 M10
B323316; B323320 F4 M12
B353314 F10 M13
B314234; B344223 F11 M14
B32338 F6 M14
B32396; B314235 F11 M17
B 33323 F10 M18

Catorce grupos de cosegregacion del parental masculino mostraron homologia con 10
grupos femeninos (Tabla 18). La homologia no siempre fue estricta de un cromosoma con
otro ya que, en varios casos se observd homologia de un cromosoma parental repartida en
mas de un cromosoma en el otro parental.

Particularmente, dos grupos de ligamiento del parental femenino mostraron sintenia y
colinearidad con respectivos grupos de ligamiento del parental masculino. Por definicién,
dos grupos de ligamiento son sinténicos cuando comparten los mismos marcadores;
mientras que existe colinearidad entre ellos cuando el orden de los marcadores se mantiene.
El grupo de ligamiento F3 de 4PT es el homdlogo femenino del grupo de ligamiento M1 de
GR19: tres marcadores biparentales, B314230; B313210; B314213, mapearon en el
cromosoma M1 y en el cromosoma F3, conservando el orden y manteniendo distancias
similares entre los marcadores en ambos grupos de cosegregacién. Lo mismo ocurrid con los
marcadores B31327; B353442; B353457; B34429’, que se ubicaron en los cromosomas F1 y

M2, indicando la homologia existente entre estos grupos de ligamiento. La figura 10 muestra
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las relaciones de homologia entre estos grupos de ligamiento. A su vez, el grupo de
ligamiento F1 contiene un marcador biparental que maped en M6. Los cromosomas F7 y M4
mostraron ser homdlogos, con dos marcadores biparentales que mapearon en ellos,
manteniendo ademas la colinearidad, aunque las distancias entre ellos son bastante mas
diferentes en uno y otro cromosoma. El cromosoma F4 mostré homologia con M7, M9 y
M12: los tres grupos de cosegregacion mostraron, mediante distintos marcadores
biparentales, sintenia con el grupo F4 aunque en ningun caso se mantuvo la colineridad
completa. Similares relaciones se establecieron entre F5 y F2 con M8, y F11 con M14 y M17
sin conservacion de la colinearidad.

Interesantemente, el marcador B34325 se asocié al grupo apo M10 en el mapa de
GR19 y al grupo F2 en el mapa de 4PT, indicando que es posible que exista homologia entre
el cromosoma F2 materno y el cromosoma paterno que contiene el caracter apomixis, M10.
Ademas, en el cromosoma F2 mapearon marcadores biparentales que también mapearon en

M8y M9, pero no mostraron relaciones de colinearidad.
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Figura 10. Relaciones de homologia observadas entre el grupo de ligamiento materno F3 y el paterno M1
(izquierda) y el grupo F1 con M2 (derecha). Las lineas de color verde indican los marcadores biparentales que

permitieron establecer las homologias.
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La construccidon de mapas de ligamiento genético de especies poliploides es, por varias
razones, mas compleja que la de especies diploides: se necesita identificar ciertos
marcadores moleculares que aseguren una determinada constitucién genética de los
individuos (los ADS que segregan 1:1, dado un cruzamiento Aaaa X aaaa O viceversa);
ademas, el mapeo en poliploides necesita de métodos estadisticos mas elaborados y
poblaciones segregantes de gran numero de individuos a fin de obtener estimaciones de
distancias confiables. También, cuenta el hecho de que la constitucion genética de muchas
especies poliploides naturales permanece aun desconocida (Qu y Hancock, 2001).

La estrategia para la construccion de los mapas de ligamiento genético de los
genotipos tetraploides de Paspalum plicatulum y P. guenoarum se basé en la utilizacion de
una poblacion de mapeo tetraploide segregante para el modo de reproduccion y de
marcadores moleculares de AFLP segregantes como alelos en dosis simple (ADS). Esta
poblacién derivd de genotipos altamente heterocigotas y se la considera como una seudo-
retrocruza (pseudo-testcross) de doble entrada, ya que cada genotipo parental se comporta
como tester o control del otro parental, y viceversa, a pesar de que la configuracion de los
genotipos sea desconocida (Ritter et al., 1990; Grattapaglia y Sederoff, 1994). La utilizacién
como progenitores de la poblacion de dos individuos tetraploides con distinto modo de
reproduccién y de diferente origen, permitié contar con un alto grado de polimorfismo en
ambos progenitores y esto facilitéd la obtencién de marcadores moleculares informativos y
de un numero suficiente de alelos en dosis simple como para cubrir una proporcién
importante de los genomas materno y paterno. Se desarrollaron dos mapas genéticos
independientes, el femenino materno y el masculino paterno, a partir de la informacion de
segregacion derivada de la meiosis de ambos progenitores.

El mapa de ligamiento genético del genotipo GR19 de Paspalum guenoarum es, junto a
los mapas de P. notatum, Cenchrus ciliaris y Panicum maximum, uno de los primeros
antecedentes de mapas genéticos en gramineas apomicticas apospoéricas (Burrow et al.,
2001; Ebina et al., 2005; Stein et al., 2007). En todos estos casos fue posible identificar el
grupo de ligamiento en el que maped el caracter apomixis. En Poa pratensis L., otra
graminea aposporica, también se construyeron los mapas de ligamiento para un genotipo
sexual y para uno apomictico de la especie. Sin embargo, no se identificd el grupo de
ligamiento donde se localiza el o los factores responsables de la aposporia ya que la

poblacién de mapeo no fue clasificada por el modo de reproduccién (Porceddu et al., 2002).
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Asimismo, el mapa de ligamiento genético de GR19 desarrollado durante este trabajo
de tesis, junto al de 4PT son los primeros mapas disponibles para especies del grupo
Plicatula. EI mapa de P. guenoarum es el segundo mapa de ligamiento obtenido para una
raza tetraploide apomictica de Paspalum: P. notatum cuenta con el mapa de ligamiento
genético desarrollado para una raza tetraploide apomictica (Stein et al., 2007) ademas de los
mapas disponibles para razas tetraploides y diploides sexuales de la especie (Ortiz et al,
2001; Stein et al., 2007).

El mapa de 4PT y el de GR19 mostraron claras diferencias en cuanto al nimero de
marcadores detectados y mapeados, al nimero de grupos de cosegregacion y a la longitud
del genoma cubierta por el mapeo. El analisis de ligamiento de los marcadores de AFLP
permitio la deteccion de 11 y 23 grupos de ligamiento en fase de acoplamiento (grupos de
cosegregacion) en los mapas femenino y masculino, respectivamente, de los 40 grupos
tedricos esperados (2n = 4x = 40) para ambas especies. Esto es debido a que no fue posible
hasta el momento, saturar los grupos de ligamiento como para detectar cada cromosoma
esperado (un mapa saturado es aquél que contiene marcadores situados a distancias
pequefias en toda su longitud). Asi también lo indican los marcadores maternos y paternos
gue permanecieron sin asociarse a alguno de los grupos de ligamiento formados en los
respectivos mapas, lo cual sugiere que estos marcadores se localizan en regiones de los
genomas que aun no fueron cubiertas.

El nimero de marcadores mapeados en el genotipo paterno fue mayor que en el
materno (127 vs. 89) y su distribucién comprende un niumero también mayor de grupos de
cosegregacion (23 vs. 11). Es posible que esta diferencia entre ambos mapas en el nimero
de grupos de cosegregaciéon detectados, se deba al origen diferente de cada uno de los
parentales. Por un lado, la planta 4PT es un tetraploide sexual que proviene de la duplicacién
por colchicina de los cromosomas de una planta diploide sexual de Paspalum plicatulum.
Debido al origen experimental de 4PT, es posible considerar que su constitucidn poliploide
sea muy reciente. De acuerdo a lo observado en este trabajo, en base a las asociaciones
meidticas IV y Il, asi como la segregacién de marcadores ADD, en teoria es posible detectar
ambos tipos de segregacion, disomica o tetrasdmica, en 4PT y GR19. Por ello, es probable
que parte de los cromosomas de 4PT aun no se haya diferenciado, que los cuartetos de
cromosomas posean alta homologia y por lo tanto puedan asociarse al azar formando un

nimero relativamente elevado de cuadrivalentes en la meiosis. Esto podria estar reflejado
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en el nimero de cuadrivalentes y bivalentes (formados al azar entre los grupos de cada
juego homologo). Este tipo de configuracion disminuye la eficiencia de deteccién de
marcadores ADS en grupos de cosegregacién en acoplamiento. Es posible que la técnica de
marcadores utilizada esté cubriendo mayoritariamente regiones que presentan herencia
tetrasdmica. Por el contrario, el genotipo GR19 es una planta tetraploide apomictica natural
cuyo origen puede remontarse a innumerables generaciones y por lo tanto, podria estar en
proceso de diploidizacién. Es decir que, en este caso los sectores con apareamiento
preferencial (herencia disémica) son mas frecuentes que en el caso de la madre y por lo
tanto la eficiencia de deteccidon de grupos de cosegregacién fue mayor en este genotipo.
Estos resultados concuerdan con las consideraciones hechas para estas especies en base al
analisis citogenético y de marcadores ADD segregantes desde cada uno de los parentales. De
ser asi, es posible que dentro de los cuartetos de cromosomas homologos de GR19, pares de
cromosomas se apareen entre si con mayor frecuencia que con el resto del grupo homalogo,
con el que habrian perdido parte de su homologia. Este hecho da la posibilidad de detectar
un mayor numero de marcadores y de grupos de cosegregacion en GR19.

La longitud del genoma de los mapas femenino y masculino (819 cM vs. 1393 cM,
respectivamente) calculado como la sumatoria de la longitud de cada grupo de
cosegregacion, también fue diferente entre ambos parentales. Asimismo, el largo total del
genoma estimado para el genotipo apomictico (2569,49 cM) resultd superior que el
estimado para el genotipo sexual (921,41 cM), indicando que la frecuencia de recombinacién
seria mayor en los gametos masculinos. Esta diferencia también puede tener relacién con los
origenes de estos genotipos. Los mapas de los genotipos tetraploides sexual y apomictico de
P. notatum (Stein et al., 2007) también arrojaron diferencias de esta indole. El analisis de
ligamiento de marcadores de AFLP permitid detectar un mayor numero de grupos de
cosegregacion en fase de acoplamiento para el parental masculino (39) que para el femenino
(26), aun cuando los marcadores maternos mapeados superaron significativamente en
nimero a los paternos. En este caso tampoco fue posible detectar los 40 grupos de
cosegregacion tedricos esperados para cada parental. Los autores lo atribuyeron al origen
diferente (uno natural y otro experimental) de ambos padres (Stein et al.,, 2007).
Paralelamente a lo observado en Plicatula, el largo del genoma del mapa masculino
apomictico de P. notatum resulté notablemente superior al del genotipo femenino sexual.

Diferencias importantes en la longitud de los genomas parentales fueron también
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observadas en varias especies vegetales como Lolium multiflorum Lam. y L. perenne L.
(ryegrass; Warnke et al., 2004), Fragaria x ananassa (Lerceteau-Koélher et al., 2003), Festuca
arundinaceae Schreb. (Saha et al., 2005) y Cynodon dactylon x transvaalensis (bermudagrass,
Bethel et al., 2006), aunque en todos los casos fue el mapa femenino el de mayor longitud,
lo que llevé a concluir a los autores que este hecho seria reflejo de una mayor frecuencia de
recombinacién en los gametos maternos. Al igual que en P. guenoarum, el caso de P.
notatum justamente se contrapone al de las especies recién nombradas, por lo que los
autores consideraron la ocurrencia de mayor frecuencia de recombinacién en los gametos
masculinos (Stein et al., 2007).

Mds de la mitad de los marcadores ADS que segregaron a partir del genotipo materno
4PT (51,76%), lo hicieron en proporciéon 1:1. Considerando que las configuraciones alélicas
posibles para diferentes regiones gendmicas de la planta diploide de la que se origind 4PT
son: AA, Aa y aa, por duplicacion del genoma en la planta tetraploide esos mismos loci
tendrian las siguientes constituciones genotipicas: AAAA, AAaa y aaaa respectivamente. Para
explicar estos resultados puede contemplarse la posibilidad de que, como consecuencia de
la poliploidizacion, la planta 4PT haya experimentado alteraciones genéticas que fueron
reveladas por los marcadores de AFLP (revisado en Martelotto et al., 2007). Por otra parte,
sumado al elevado porcentaje de marcadores ADS 1:1, se observé también por cada par de
cebadores ensayado un numero Ilamativo de bandas polimérficas entre los individuos de la
progenie pero que no derivaron ni del progenitor femenino ni del masculino (datos no
mostrados). Esto puede ser debido al encuentro de los 2 genomas parentales en los hibridos
interespcificos. Existe evidencia de que en alopoliploides de Triticum y Aegilops de reciente
formacidn, ocurren cambios gendmicos que incluyen la aparicion de nuevos marcadores
moleculares en los nuevos poliploides que no estaban presentes en los parentales (Liu et al.,
1998).

La incorporacion de marcadores tipo puente alélico a ambos mapas permitié la
identificacion de cromosomas homologos entre los genotipos materno y paterno. Solamente
uno de los grupos de cosegregacion (F2) del genotipo 4PT corresponderia al homdlogo
materno del grupo apo (M10). Sin embargo, es necesario saturar la region con marcadores
de tipo biparental, a fin de comprobar la homologia entre F2 y M10 con dos o mas de dos
marcadores tipo puente alélico que mapeen en ambos grupos. El grupo F2 mostré ademas

homologia con M8 y M9, por lo que seria posible considerar que M8, M9 y M10 conformen
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un set de homodlogos en GR19. Sin embargo, para confirmarlo es necesario realizar un
analisis de ligamiento de los marcadores en repulsién. El grupo de ligamiento femenino F3
resulté homodlogo al masculino M1, donde 3 marcadores biparentales conservaron la
sintenia y la colinearidad entre ambos grupos, sin involucrar a otros cromosomas.
Exceptuando este caso, se detectaron los cromosomas homologos femenino y masculino,
pero en todos los casos en que se consider6 mas de un marcador biparental, no hubo
conservaciéon estricta de la colinearidad ni de la sintenia, por lo que un solo cromosoma
resultd ser el homodlogo de mas un grupo de ligamiento en el otro parental, y viceversa. En
general, no se observé una similitud en la longitud o la densidad de marcadores entre los
grupos homoélogos identificados en ambos genotipos.

Los marcadores paternos distorsionados se distribuyeron a lo largo de todo el genoma
de GR19 y en el grupo de ligamiento M10, en el que maped el caracter apomixis, se ubicaron
5 de los 60 marcadores que mostraron distorsion en la segregaciéon (1:1,6 6 1:1 + 1:1,6),
ademads de un marcador biparental. Esta concentracién de marcadores con segregacion
distorsionada en la region apo confirma la distorsion en la transmision del caracter
observada en la progenie F, y de la regidon gendmica asociada. Al igual que en P. guenoarum,
una alta concentracién de marcadores con distorsién de la segregacion se observé en P.
notatum para la regién gendmica donde maped el caracter apomixis. Sin embargo, esta
especie mostré ademas un patrén caracteristico para la distribucién en el genoma de este
tipo de marcadores de segregacién distorsionada, hecho que no se registro en P.
guenoarum. Por otra parte, y a diferencia de lo observado para otras especies apospdricas
de Paspalum y otras gramineas apomicticas, hasta el momento, el analisis de ligamiento
realizado en P. guenoarum no ha revelado marcadores completamente ligados a la apomixis.
Los marcadores paternos que mapearon a menor distancia de dicho marcador genético lo
hicieron a 4 cM y a 7 cM. Esto difiere de lo conocido para las especies de Paspalum
estudiadas hasta ahora. Dado que es poco probable que con el nimero de pares de
cebadores ensayados se haya conseguido saturar con marcadores los mapas materno vy
paterno, no es posible afirmar que no existan marcadores que cosegreguen estrictamente
con el cardcter en especies de Plicatula. Un caso similiar al de Plicatula es el reportado en
Brachiaria (Pessino et al., 1998). Un mapa genético de la regidon que controla la aposporia
fue construido en hibridos interespecificos derivados del cruzamiento entre Urochloa

ruziziensis (R. Germ. & C. M. Evrard) Crins [como Brachiaria ruziziensis R. Germ. & C. M.
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Evrard] tetraploide sexual inducido y Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich) R. D. Webster
[como B. brizantha (Hochst. ex A. Rich) Stapf] tetraploide apomictico. Tres marcadores de
RFLP y dos de AFLP mapearon en la region apo, junto a marcadores de RFLP y RAPD
reportados previamente y que contribuyeron a caracterizar esta region (Pessino et al., 1998).
El grupo de ligamiento formado mostré estrecha sintenia con regiones del cromosoma 5 de
maiz y del cromosoma 2 de arroz. Llamativamente, no se identificaron marcadores
completamente ligados al caracter pero si se observd que ambos marcadores de AFLP se
localizan a 1,2 ctM y 5,7 cM respectivamente a cada lado del caracter (Pessino et al., 1998).
Por otra parte, en P. notatum se han identificado al menos 20 marcadores moleculares de
diferente naturaleza (RAPD, AFLP y RFLP) completamente ligados al cardcter (Martinez et al.,
2003; Stein et al., 2004; Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2007; Rebozzio et al., 2012). Los
mismos definen un bloque de ligamiento que corresponde a la region gendmica donde
mapea la apomixis. Esta regidn corresponderia a un segmento cromosomico de
aproximadamente 36 Mpb, sinténico a segmentos de los cromosomas 2 y 12 de arroz, asi
como a los cromosomas 3 y 5 de maiz (Pupilli et al., 2004; Calderini et al., 2006). Estos
marcadores definen un area de represién de la recombinacién en un cromosoma con
apareamiento preferencial con uno de los tres homodlogos (Stein et al., 2004). Pupilli et al.
(2001) determinaron que en P. simplex la apomixis cosegrega estrictamente con un grupo de
marcadores que se localiza en la regién telomérica del brazo largo del cromosoma 12 de
arroz. Esto marcadores cubren una distancia de 15 cM en el mapa de arroz, mientras que en
P. simplex cosegregan estrictamente con la apomixis. Ademads, Lombarda et al. (2002)
observaron que un conjunto de marcadores homdlogos de AFLP cosegregd estrictamente
con la apomixis en esta misma especie.

En otras especies de reproduccidon apomictica también se ha observado una fuerte
restriccion o supresion de la recombinacidn en la regién gendmica donde mapea el caracter
(Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Una posible explicacidon para la ausencia de recombinacién
observada es la localizaciéon hipotética de esta regidn en una posicién pericentromérica
heterocromatica (Ozias-Akins et al., 1998). Sin embargo, las relaciones sinténicas con arroz y
maiz sugieren que la posicion del locus en Paspalum es subdistal con respecto al centromero
(Pupilli et al., 2001) asi como en Brachiaria (Pessino et al., 1997). Mds aun, el analisis de FISH
en P. simplex apomictico, empleando como sonda un BAC seleccionado a partir de un SCAR

especifico de la apomixis, mostré que este segmento estd localizado en una regién no
103



pericentromérica y pobre en heterocromatina (Calderini et al., 2006) donde los genes son
transcripcionalmente activos (Polegri et al., 2010).

Recientemente, Hojsgaard et al. (2011) identificaron un pequefio grupo de marcadores
gue cosegregan con el caracter en P. notatum, P. simplex, P. malacophyllum y P. procurrens.
Sin embargo, no todos los marcadores ligados al caracter en P. notatum, P. simplex y P.
malacophyllum lo estuvieron en P. procurrens, lo cual fue atribuido a rearreglos en pequeiia
escala en la regién gendmica en la que mapea el cardcter en P. procurrens, lo que segun los
autores contribuyé a acotar la region.

Dada la ambigliedad de las evidencias y puesto que se comprobé que en Paspalum la
recombinacién esta fuertemente restringida (Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004; Pupilli
et al.,, 2004), es necesario considerar que, en aquellos casos en que el segmento
cromosémico que porta el caracter estd inmerso en una regién rica en heterocromatina, las
distancias entre los marcadores y el caracter estan siendo sobre o subestimadas. En esos
casos, para conocer las verdaderas distancias fisicas sera necesario realizar un mapeo fisico.
Es decir, puede existir un bloque muy grande de heterocromatina entre dos marcadores
pero dado que no ocurre recombinacién aparecen como ligados, cuando en verdad no lo
estan.

El caso de Plicatula puede ser diferente a los descriptos anteriormente. Dado que se
utilizé una estrategia de BSA y al menos 17 combinaciones de cebadores de AFLP, es
probable que no se hayan detectado marcadores completamente ligados y si marcadores
con bajos valores de recombinacidn. Es posible que en esta especie la apomixis no se
encuentre en una zona donde la recombinacién estd restringida. Seria necesario realizar
experimentos con marcadores anclados (RFLP o EST-SSR) en las especies modelo para
determinar qué segmentos de los cromosomas de arroz y/o maiz estan relacionados con el
caracter apomixis en P. guenoarum. Asimismo, es posible pensar que en Plicatula los bloques
de heterocromatina sean menos significativos o no existan en la region del grupo M10 que
fue posible cubrir con el mapeo, razén por la cual no se detectd la represidon de la
recombinacidn, tan caracteristica para otras especies de apomicticas de Paspalum.

Respecto a la observacién de marcadores ligados al caracter apomixis, las especies de
Plicatula parecen ser un caso especial dentro del género. Es por ello que, si bien puede
resultar util la realizacion de estudios comparativos con las especies modelo, es necesario

recordar que no necesariamente deben extenderse las conclusiones ya obtenidas para las
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mismas hacia las nuevas especies estudiadas. Posiblemente, P. guenoarum sea un modelo
distinto dentro del género para el estudio del caracter.

Entre las especies del grupo Plicatula que crecen naturalmente en las praderas de
América del Sur, sobresale por su valor como forrajera Paspalum guenoarum. Esta especie
crece en Bolivia, Paraguay, sur de Brasil, Argentina y Uruguay, y se encuentra entre las
primeras especies subtropicales perennes de ciclo estival usadas como especie forrajera
cultivada en el NE de Argentina. A partir de seleccidn por métodos clasicos practicada entre
poblaciones naturales, las catedras de Forrajicultura y Genética y Fitotecnia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste lograron, en el afio 2002 la
obtencién del cultivar Chané FCA de P. guenoarum. Esta variedad es muy bien considerada
por su buena produccion de forraje y de semilla, por su resistencia al ataque de ciertos
insectos, por su muy buen vigor, por ser muy palatable para bovinos y equinos y por ser de
reproduccién apomictica, lo que le permite multiplicarse por semillas con elevada
uniformidad en la progenie (Urbani et al., 1996). Este cultivar surgié como una alternativa
productiva para el nordeste argentino, mostrando resultados muy buenos en cuanto al uso
por parte de los animales. Por otra parte, el Pasto Camba es una variedad de P. atratum
lograda también por las cdtedras ya mencionadas en 1997. Camba FCA es una excelente
forrajera que se encuentra en franca expansion en el nordeste de Argentina y al igual que P.
guenoarum es una especie del grupo Plicatula. Estos ejemplos bastan para ilustrar la enorme
importancia actual y potencial de las especies de Plicatula para la produccion ganadera de la
region. Los mapas obtenidos para los genotipos tetraploides sexual y apomictico de Plicatula
podran ser empleados como base para la construcciéon de mapas genéticos mas saturados y
como marco genético para estudios basicos y aplicados en estas especies. La disponibilidad
de estos mapas para especies de Plicatula facilitara el anclado de marcadores de RFLP y SSR
ya disponibles en otras especies del género, marcadores que son mas apropiados para
realizar estudios comparativos, tanto dentro del género Paspalum como con otras
gramineas. Ademas, proveen la base para el desarrollo de mapas funcionales a partir de la
localizacion de marcadores de secuencias expresadas (EST-SSR) (Kantety et al., 2002) que

han sido desarrollados en otras especies de gramineas relacionadas.
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Conclusiones

Los mapas de ligamiento genético del genotipo GR19 de Paspalum guenoarum y de P.
plicatulum 4PT, desarrollados durante este trabajo de tesis, son los primeros mapas
disponibles para especies del grupo Plicatula. En el mapa del parental masculino GR19 se
identificd el Unico grupo de ligamiento donde se ubica el caracter apomixis, M10. La
densidad de marcadores con segregacion distorsionada en la region apo confirma la
distorsién en la transmision del caracter observada en la progenie F; y de la region gendmica
asociada.

A diferencia de lo conocido para las demas especies de Paspalum estudiadas hasta el
momento, GR19 no mostré marcadores moleculares que cosegreguen estrictamente con el
caracter apomixis por lo que posiblemente P. guenoarum sea un modelo distinto dentro del
género para el estudio del cardcter. Fue posible asimismo identificar el presunto cromosoma
homoélogo de P. plicatulum, al cromosoma que contiene el locus resposable de la apomixis

en P. guenoarum mediante la localizacion de un marcador biparental.
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	Paspalum plicatulum es una especie ampliamente distribuida, desde el sur de los Estados Unidos de América, hasta Argentina y Uruguay. Habita en sabanas, campos secos o bajos, preferentemente en suelos arenosos y arcillosos, húmedos, en bordes de camin...
	Paspalum guenoarum crece en Bolivia, Paraguay, sur de Brasil, Argentina y Uruguay. Se lo encuentra en campos sobre suelos húmedos, rocosos o flojos. Se distingue de P. plicatulum por el porte de la planta, el tamaño de las inflorescencias y de las esp...
	Extracciones de ADN genómico
	Se realizaron microextracciones de ADN genómico total a partir de hojas frescas y jóvenes de los 109 individuos FR1R y de sus progenitores 4PT y GR19, siguiendo el protocolo descripto por Dellaporta et al. (1983), con las modificaciones realizadas por...
	Calidad y concentración del ADN genómico
	La concentración de cada una de las muestras se estimó: (I) espectrofotométricamente, para lo cual se realizaron mediciones de absorbancia a 260 nm (Sambrook et al., 1989) empleando un espectrofotómetro BioRad SmartSpec 3000; (II) mediante estimación ...
	Generación de marcadores moleculares de AFLP
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	Sobre la genética del locus de la apomixis en especies del grupo Plicatula
	Parte 1. Generación y caracterización de una población segregante por el modo de reproducción obtenida mediante el cruzamiento entre dos especies de gramíneas forrajeras tetraploides: Paspalum plicatulum sexual y P. guenoarum apomíctico.
	Parte 2. Citogenética de Paspalum guenoarum y sus híbridos con P. plicatulum. Análisis de segregación de los marcadores moleculares.
	Generación de marcadores moleculares y análisis de segregación en la población de mapeo
	Marcadores moleculares
	Antes de exponer los resultados sobre la determinación del tipo de herencia de P. plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum tetraploide apomíctico, realizada mediante el análisis de marcadores moleculares, es necesario en este punto explicar las...
	Se realizaron extracciones de ADN genómico de 109 individuos FR1R. En la figura 6 se observa la fotografía de un gel de agarosa al 1 % con las muestras de ADN de las 109 plantas y de sus parentales.
	Figura 6. Gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio en el que se observan las muestras de ADN genómico de 109 híbridos FR1R, del parental materno 4PT (5 muestras señaladas con estrellas rojas) y del parental paterno GR19 (4 muestras señaladas...
	Los marcadores moleculares de AFLP fueron generados en tres etapas sucesivas distintas, revelados y analizados según se detalla en la sección Material y Métodos.
	Luego de la digestión del ADN de las 109 FR1R, 4PT y GR19, la digestión con las enzimas EcoRI y MseI y la ligación de los adaptadores, se realizaron las reacciones de preamplificación con los cebadores E01 y M01. Los productos generados en este primer...
	Luego, mediante la estrategia de mapeo selectivo (Vision et al., 2000) se seleccionaron 89 plantas FR1R del total de 109 híbridos. Se utilizaron las siguientes combinaciones de cebadores E-M: E31M32, E31M35, E31M42, E34M32, E35M33, E35M34, E36M32. Med...
	Finalmente, las combinaciones de cebadores E31M33, E32M33, E32M39, E33M32, E33M33, E34M35, E34M42, E35M32, E35M42, E36M33, E36M37 y E36M38 fueron ensayadas en las 89 FR1R de la población. De estas combinaciones, solamente 2 no amplificaron o dieron un...
	Figura 7. Marcadores de AFLP generados en la población de mapeo mediante la combinación de cebadores E34M42. M: marcador de peso molecular Cien Marker. 4PT: progenitor sexual, P. plicatulum tetraploide sexual. GR19: progenitor apomíctico, P. guenoarum...
	Análisis de segregación
	Debido a que la población de mapeo es una familia tipo FR1R derivada del cruzamiento de dos genotipos tetraploides altamente heterocigotos, distintas configuraciones alélicas para los diferentes loci examinados fueron esperadas (Ritter et al., 1990). ...
	Tabla 15. Tipos de marcadores moleculares de AFLP generados en la población de mapeo tetraploide entre 4PT y GR19.
	En conjunto, las 17 combinaciones ensayadas generaron un promedio de 21 fragmentos de amplificación por combinación permitiendo la evaluación de 345 marcadores (marcadores maternos, paternos y biparentales). En promedio se obtuvieron 5 marcadores mate...
	La configuración alélica de cada locus fue determinada comparando la segregación observada de los mismos con la segregación cromosómica esperada tanto para la herencia tetrasómica como disómica, por medio de la prueba de (P2 Pcon una probabilidad asoc...
	Tabla 16. Relaciones de segregación observadas para los 85 marcadores maternos y los 140 paternos analizados en la población de mapeo.
	PaP: marcadores con segregación distorsionada.
	PbP: marcadores que ajustan simultáneamente a las dos relaciones de segregación.
	En la tabla 17 se muestran los datos de segregación de los 120 marcadores moleculares presentes en ambos genotipos parentales y que segregan en la población. Cincuenta y siete marcadores ajustaron a una relación 3:1 correspondiente a configuraciones d...
	Tabla 17. Relaciones de segregación observadas para los 120 marcadores segregantes desde los dos genotipos 4PT y GR19 en la población de mapeo.
	Determinación del tipo de herencia de P. plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum tetraploide apomíctico mediante el análisis de marcadores moleculares
	Se realizaron análisis de segregación de los marcadores moleculares de AFLP obtenidos con el objetivo de aportar pruebas genéticas para determinar el tipo de herencia característico de P. plicatulum tetraploide sexual y de P. guenoarum tetraploide apo...
	Se analizaron los resultados obtenidos con 17 combinaciones de cebadores de AFLP. Del total de fragmentos obtenidos, 27 marcadores maternos y 30 marcadores paternos segregaron como alelos en doble dosis (ADD). De ellos, 3 y 4 marcadores ajustaron excl...
	Considerando estos datos de manera conjunta, es posible afirmar que P. guenoarum GR19 es de origen autotetraploide, como P. plicatulum 4PT y que algunos sectores del genoma presentarían herencia de tipo disómica (indicados por los marcadores 3:1). Es ...
	El análisis citogenético de GR19 y de sus híbridos con 4PT indicó que una alta proporción de cromosomas formaron asociaciones cuadrivalentes. Esta evidencia también puede interpretarse como un fuerte indicativo del origen autotetraploide de la especie...
	Como los ADD no se pueden mapear por la metodología convencional, no se los pudo asignar a ninguno de los grupos de ligamiento definidos en este trabajo y por lo tanto es aún desconocido si corresponden a regiones genómicas específicas o si se encuent...
	Estudios citogenéticos realizados en Vaccinium corymbosum L. (arándano azul) demostraron que si bien la especie exhibió un alto número de cromosomas en configuración de bivalentes, cuando se estudió el tipo de herencia usando marcadores moleculares és...
	El comportamiento cromosómico de los híbridos FR1R en meiosis se suma a la posibilidad de hibridación interespecífica y al grado de fertilidad observado entre los mismos mencionado anteriormente, abriendo nuevas posibilidades para el mejoramiento vege...
	Conclusiones
	Paspalum plicatulum 4PT y P. guenoarum GR19 presentan en general una herencia de tipo tetrasómica, corroborando el origen autoploiploide propuesto en base a las observaciones citogenéticas de ambas especies llevadas a cabo en este trabajo de tesis. As...
	Sobre la localización del locus de la apomixis en especies del grupo Plicatula
	Los mapas de ligamiento genético a nivel tetraploide de Paspalum plicatulum sexual y P. guenoarum tetraploide apomíctico basados en marcadores moleculares de AFLP.
	El desarrollo de los mapas de ligamiento genético en especies del grupo Plicatula se llevó a cabo siguiendo la serie de pasos necesarios para la obtención de mapas en especies autopoliploides, como se detalla en Material y Métodos. Brevemente, a) dete...
	La importancia de determinar el modo de herencia de estas especies radica en el hecho de que diferentes estrategias de mapeo deberían ser adoptadas en caso de herencia disómica o tetrasómica cuando el objetivo es establecer la posición de un carácter ...
	En primer lugar, los marcadores moleculares derivados de la meiosis materna y paterna fueron analizados por separado. Se confeccionaron dos archivos distintos conteniendo los datos de segregación de los marcadores de AFLP de cada genotipo parental, ob...
	A partir de los marcadores maternos y paternos se seleccionaron solamente los marcadores de tipo ADS segregantes de uno u otro parental, en proporción 1:1 en la población. Luego, se sumaron al archivo paterno los marcadores paternos con distorsión en ...
	Debido a que con JoinMapP P3.0 los grupos de cosegregación se definen sobre la base de ligamientos en fase de acoplamiento solamente, cada grupo de cosegregación corresponde a un único cromosoma homólogo de los posibles cromosomas de cada juego (Ripol...
	Construcción del mapa marco de 4PT
	Los datos de segregación de 44 marcadores ADS (1:1) maternos (Tabla 16) y 57 marcadores tipo puente alélico (3:1) (Tabla 17) fueron utilizados para la construcción del mapa de ligamiento genético marco del genotipo tetraploide sexual de P. plicatulum....
	El mapa materno consistió en 89 marcadores (88,11 % del total) de los cuales 39 fueron de tipo materno y 50 de tipo puente alélico (Fig. 8). Estos marcadores fueron asignados a 11 grupos de cosegregación cubriendo una distancia total de 819 cM. Para i...
	Para la estimación del largo del genoma esperado [E(G)] se utilizó el método de Hulbert modificado por Chakravarti (Chakravarti et al., 1991) según se describe en Material y Métodos {E(G) = [n (n-1) d] / k}. El cálculo se realizó a LOD = 2.0, se consi...
	Figura 8. Mapa de ligamiento genético del genotipo tetraploide sexual (2n = 2x = 40) 4PT de P. plicatulum. Los nombres de los marcadores y las distancias en cM (función de Kosambi) se indican a la derecha y a la izquierda, respectivamente. Los grupos ...
	Construcción del mapa marco de GR19
	Para la construcción del mapa de ligamiento genético marco de Paspalum guenoarum tetraploide apomíctico se utilizaron los datos de segregación de 34 marcadores ADS (1:1), 39 marcadores que no pudieron distinguirse de 1:1 o 1:1,6, 22 marcadores con dis...
	El mapa de ligamiento genético de GR19 quedó definido por 127 marcadores (84,76 % del total) de los cuales, 76 fueron de tipo paterno y 51 de tipo puente alélico (Fig. 9). Estos marcadores se distribuyeron en 23 grupos de cosegregación de dos o más ma...
	El largo del genoma esperado  [E(G)] fue de 2529,34 cM. El cálculo se realizó a LOD score 2,00, se consideraron los 128 marcadores posicionados en el mapa (n) que generaron un total de 310 pares de marcadores ligados en acoplamiento (k) y cuya mayor d...
	Figura 9. Mapa de ligamiento genético del genotipo tetraploide apomíctico (2n = 4x = 40) GR19 de P. guenoarum cv. Rojas. Los nombres de los marcadores y las distancias en cM (función de Kosambi) se indican a la derecha y a la izquierda, respectivament...
	Figura 9. Continúa.
	Caracterización del grupo de ligamiento que incluye al control de la aposporia (grupo apo)
	Con el objetivo de identificar marcadores moleculares ligados al carácter apomixis y localizar la región genómica responsable de este modo de reproducción, se empleó una estrategia inicial de selección de marcadores polimórficos mediante un análisis B...
	Luego del análisis de ligamiento, el grupo de ligamiento M10 o grupo apo quedó constituido por 7 marcadores: 6 marcadores moleculares (5 paternos y uno biparental) y el carácter apomixis sobre unos 56 cM (Fig. 9). Tanto la apomixis como los 5 marcador...
	La estrategia de BSA permitió una búsqueda de marcadores asociados a la apomixis más eficiente e hizo posible la identificación de marcadores moleculares ligados al carácter apomixis a ambos lados del mismo. Es decir que esta estrategia de búsqueda de...
	Determinación de cromosomas homólogos de 4PT y GR19 en base a marcadores de tipo puente alélico
	Los datos de los 57 marcadores segregantes desde ambos genotipos y que ajustaron a una relación 3:1 (Aaaa x Aaaa) (Tabla 17) fueron incorporados a los archivos de datos de los alelos en dosis simples (ADS) correspondientes a cada progenitor, utilizado...
	Cuarenta y ocho marcadores biparentales mapearon en grupos de cosegregación pertenecientes a ambos parentales permitiendo la identificación de los cromosomas homólogos entre los dos genotipos. La tabla 18 resume los resultados obtenidos.
	Tabla 18. Cromosomas homólogos identificados en 4PT y GR19.
	Catorce grupos de cosegregación del parental masculino mostraron homología con 10 grupos femeninos (Tabla 18). La homología no siempre fue estricta de un cromosoma con otro ya que, en varios casos se observó homología de un cromosoma parental repartid...
	Particularmente, dos grupos de ligamiento del parental femenino mostraron sintenia y colinearidad con respectivos grupos de ligamiento del parental masculino. Por definición, dos grupos de ligamiento son sinténicos cuando comparten los mismos marcador...
	Interesantemente, el marcador B34325 se asoció al grupo apo M10 en el mapa de GR19 y al grupo F2 en el mapa de 4PT, indicando que es posible que exista homología entre el cromosoma F2 materno y el cromosoma paterno que contiene el carácter apomixis, M...
	Figura 10. Relaciones de homología observadas entre el grupo de ligamiento materno F3 y el paterno M1 (izquierda) y el grupo F1 con M2 (derecha). Las líneas de color verde indican los marcadores biparentales que permitieron establecer las homologías.
	La construcción de mapas de ligamiento genético de especies poliploides es, por varias razones, más compleja que la de especies diploides: se necesita identificar ciertos marcadores moleculares que aseguren una determinada constitución genética de los...
	La estrategia para la construcción de los mapas de ligamiento genético de los genotipos tetraploides de Paspalum plicatulum y P. guenoarum se basó en la utilización de una población de mapeo tetraploide segregante para el modo de reproducción y de mar...
	El mapa de ligamiento genético del genotipo GR19 de Paspalum guenoarum es, junto a los mapas de P. notatum, Cenchrus ciliaris y Panicum maximum, uno de los primeros antecedentes de mapas genéticos en gramíneas apomícticas apospóricas (Burrow et al., 2...
	Asimismo, el mapa de ligamiento genético de GR19 desarrollado durante este trabajo de tesis, junto al de 4PT son los primeros mapas disponibles para especies del grupo Plicatula. El mapa de P. guenoarum es el segundo mapa de ligamiento obtenido para u...
	El mapa de 4PT y el de GR19 mostraron claras diferencias en cuanto al número de marcadores detectados y mapeados, al número de grupos de cosegregación y a la longitud del genoma cubierta por el mapeo. El análisis de ligamiento de los marcadores de AFL...
	La incorporación de marcadores tipo puente alélico a ambos mapas permitió la identificación de cromosomas homólogos entre los genotipos materno y paterno. Solamente uno de los grupos de cosegregación (F2) del genotipo 4PT correspondería al homólogo ma...
	Los marcadores paternos distorsionados se distribuyeron a lo largo de todo el genoma de GR19 y en el grupo de ligamiento M10, en el que mapeó el carácter apomixis, se ubicaron 5 de los 60 marcadores que mostraron distorsión en la segregación (1:1,6 ó ...
	En otras especies de reproducción apomíctica también se ha observado una fuerte restricción o supresión de la recombinación en la región genómica donde mapea el carácter (Ozias-Akins y van Dijk, 2007). Una posible explicación para la ausencia de recom...
	Recientemente, Hojsgaard et al. (2011) identificaron un pequeño grupo de marcadores que cosegregan con el carácter en P. notatum, P. simplex, P. malacophyllum y P. procurrens. Sin embargo, no todos los marcadores ligados al carácter en P. notatum, P. ...
	Dada la ambigüedad de las evidencias y puesto que se comprobó que en Paspalum la recombinación está fuertemente restringida (Martínez et al., 2003; Stein et al., 2004; Pupilli et al., 2004), es necesario considerar que, en aquellos casos en que el seg...
	El caso de Plicatula puede ser diferente a los descriptos anteriormente. Dado que se utilizó una estrategia de BSA y al menos 17 combinaciones de cebadores de AFLP, es probable que no se hayan detectado marcadores completamente ligados y si marcadores...
	Respecto a la observación de marcadores ligados al carácter apomixis, las especies de Plicatula parecen ser un caso especial dentro del género. Es por ello que, si bien puede resultar útil la realización de estudios comparativos con las especies model...
	Los mapas de ligamiento genético del genotipo GR19 de Paspalum guenoarum y de P. plicatulum 4PT, desarrollados durante este trabajo de tesis, son los primeros mapas disponibles para especies del grupo Plicatula. En el mapa del parental masculino GR19 ...
	A diferencia de lo conocido para las demás especies de Paspalum estudiadas hasta el momento, GR19 no mostró marcadores moleculares que cosegreguen estrictamente con el carácter apomixis por lo que posiblemente P. guenoarum sea un modelo distinto dentr...
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