UNIVERSIDAD DE LA REPUBI,_ICA
FACULTAD DE AGRONOMIA

DISENO Y TRANSFERENCIA DE MICROSATELITES EN LOS
TETRAPLOIDES SEXUALES DEL GRUPO DILATATA DE PASPALUM
(POACEAE)

por

Maria Inés REBOLLO PANUNCIO

TESIS presentada como uno de
los requisitos para obtener el
titulo de Ingeniero Agrénomo

MONTEVIDEO
URUGUAY
2017



Tesis aprobada por:

Director:
Ing. Agr. PhD. Pablo Speranza
Lic. PhD. Magdalena Vaio
Ing. Agr. PhD. Clara Pritsch
Lic. MSc. Silvia Garaycochea
Fecha: 28 de diciembre de 2017
Autor:

Maria Inés Rebollo Panuncio



AGRADECIMIENTOS

A mi familia y amigos por acompafiarme siempre, especialmente a mis
padres, a Cecilia y a Andrés el apoyo incondicional.

A Pablo y a Magdalena por todo lo que me ensefaron, por hacer
posible este trabajo y por tenerme confianza y paciencia.

A todos los del LEDP, por generar un ambiente tan enriquecedor para
mi desarrollo personal y profesional, especialmente a Pablo Sandro por la
ayuda en el laboratorio y a todos los chicos de la mesa de Crosa por el apoyo.

A los buenos companieros y docentes que encontré e hicieron de esta
carrera algo muy disfrutable.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina
PAGINA DE APROBACION. .......ouiiiiiie e I
AGRADECIMIENTOS. ...t Il
LISTA DE CUADROS E ILUSTRACIONES.........cotiiiiiieieeeeeeeeee VI
I, INTRODUGCCION ..ot ee e an s 1
. REVISION BIBLIOGRAFICA.......coooooeeeeeeeee e 2
A, MICROSATELITES. ..o, 2
1. INEFOAUCCION ...t 2
2. Tipos de repeticiones y otras definiciones...........ccoeeevvveenneenn. 3
3. Funcion de 1os microsatélites ..........ccooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 3
4. Evolucion vy variabilidad de los microsatélites......................... 4
a. Ciclode vida.......cccuuiiiiiiiieiie 4
b. Los modelos de mutacién y factores relacionados con la
tasa de MULACION ..........eeeiiiiiiiiiiiii 6
5. Disefio, ajuste y transferibilidad de microsatélites.................. 7
a. Meétodos para disefar microsatélites...........ccccceeeeeveninnnnn..n. 8
b.  Ajuste de microsatélites.............ooooiiiiiiiiiiiiiii 9
C. Transferencia..........ccccoueeeiiiiiiiiiiii 9
6 Usos y prevalencia de los microsatélites..............cccccuvvrvenee. 10
a USOS ittt 10
b Prevalencia...........ccoooiiiiiiiiiee 11

c. Microsatélites y SNPs: ventajas, desventajas y para
qué son mas Utiles unos U OtroS.........cvveveeeeiiiiiiieeeeeeeee. 11

7. Analisis e interpretacidn de la informacion generada con
MICTOSALEIIEES .. e, 14




a. Deteccion de polimorfiSmos ..........eeeeiiiiiieeiiiiiiiieeeeeiiiees 14
b. Cuidados, precauciones, contras..............ccceevvcieeeeeeennnnnn. 14
B.  PASPALUM ...ttt 16
1. INEFOUCCION ... 16
2. Paspalum dilatatum ...............cooeueeeeiiiieiiieeeeeeee e 16
3. Los tetraploides del grupo Dilatata de Paspalum ................. 18
a. Paspalum urvillei ..o 18
D.  FIAVESCENS ......oiiiiiiiiiiii 19
C. VIFBSOI0 ...coiiiiiett ettt 19
d. VACAria ..cooeieee e 20
e. Paspalum dasypleurum ...........cccccccoevuiiiiiiiiiiaaeeeeeeaeee 20
f. Origen y diferenciacion..............ooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 20
g. Microsatélites disponibles para estos materiales ............. 21
1. MATERIALES Y METODOS ......ooooeeeeeeeeeeeeeee e 23
A, SECUENCIAS......co ettt 26
B.  MATERIAL VEGETAL ....ooiiiiiii e 23
C.  METODOS ... .ottt 27
1. Secuenciacion, identificacion y disefio de marcadores ........ 27
2. Validacion de 10S marcadores...........cooocuuvvmemviieiieieeeeeeeeeeeenn 27
a. Analisis de la segregacion de los marcadores................. 28
b.  Extraccion de ADN y protocolo de amplificacion
de 10S MArCadores..........eeeeeeeiiiiiiiaieieee e 28
V. RESULTADOS ...ttt see et et iee e st e e snteeasnneeeneeesnneeenneeeenneas 31
A. SECUENCIACION Y ENSAMBLAJE .......c.cocooeeeeeeeeeeeeee. 31

B. BUSQUEDA DE MICROSATELITES y ELECCION DE
CEBADORES ... 31



\

EXITO DE AMPLIFICACION ......coooovieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 33
INTERPRETACION .....coviiiiiieieeeeececeeeeeeeee e, 34

POLIMORFISMO EN EL PANEL DE AMPLIFICACION ]
Y ELECCION DE MARCADORES PARA AMPLIFICACION

EN EL PANEL DE VARIABILIDAD .......coooiiiiieeeieeeeee 36
F.  AMPLIFICACION Y POLIMORFISMO EN EL PANEL
DE VARIABILIDAD ..o 36
G. ANALISIS DE LA SEGREGACION.........coovovverereeeeceeeeeeeeeee, 43
V. DISCUSION ..ottt n e en s s, 44

VI.
VII.
VIII.

A. DISTRIBUCION DE MICROSATELITES EN LOS
GENOMAS DE LAS PLANTAS ... 44

DISENO A PARITR DE SECUENCIACION: ENSAMBLAJE ....44

EXITO DE AMPLIFICACION ......coovoeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 45
POLIMORFISMO Y TRANSFERENCIA .......ccooiiiiiiieeee e 45
1. Ciclo de vida de los microsatélitesS...........covvvvveeiiiiiiinniiiiinnnss 46

E. FACTORES QUE AFECTAN LA VARIACION DE
LOS MICROSATELITES .....ooiiieeee e 47
1. Largo de 1a repetiCion ..........oeeeiieiiieeeeeeeee e 47
2. Largo de la unidad de repetiCion ...........oeevveeeeeiieeeieieeeee, 47
3. Caracteristicas propias del faxon ...........ccccceeveeiiiiiiiiiiininnns 48
F. UTILIDAD ...ttt e 48
G.  LOS TSGDP ...ttt 49
1. Posibles sesgos del material vegetal..........cccocovviviiiniinnnnnes 50
CONCLUSIONES ......ooiiiiieiiiee et tee e e e e eaeeeeneeeanee e 52
RESUMEN ...ttt ettt snee e e e e s e e enneeenneas 53
SUMMARY ..ottt e ettt e e et et e e s e e et e e anneeeanaeeenes 54

BIBLIOGRAFIA ...ttt 55




Wl

X. ANEXOS ..o 70



Vil

LISTA DE CUADROS E ILUSTRACIONES

Cuadro No. Pagina
1. ldentificacion y origen del material vegetal del género Paspalum utilizado .24
2. Numero de lecturas y cobertura producto de la secuenciacion por taxon ...26
3. Integracion de taxa de Paspalum en paneles 1y 2 para control de

amplificacion de microsatélites de la serie Pur y Pdva y de la serie Pdvi

y Pdfl, respectivmaente............oooo o 28
4. Individuos de los distintos taxa del género Paspalum utilizados en el

panel de variabilidad ... 30
5. Resultados de filtrado y ensamblaje a partir de la informacion de

secuencias genodmicas disponibles para cada taxon de Paspalum............. 31
6. Repeticiones totales, mayores o iguales a 35y 30 pb y numero de

pares de cebadores elegidos POr faxon ...........ooeeeuuiuiiiieiiiiee e 32
7. Numero de cebadores evaluados, amplificados y éxito de amplificacion

POF SEIE Y HOTal....ceiiieiieieee e 33
8. Resultados del analisis de la segregacion de cada marcador en la

poblacidn segregante de la cruza de un Flavescens y un Virasoro............. 43
Figura No.
1. Mapa de distribucion de los materiales de los diferentes taxa utilizados.....23
2. Distribucion relativa de los tipos de repeticiones remanentes luego de

aplicar un proceso de seleccion basado en criterios sobre

caracteristicas del microsatélite y de las secuencias flanqueantes por

Serie de MArCAAOIES ........ccoieiiiiiie e e e e e e e e e e 33
3. Representacién grafica de los resultados de la amplificacién de los pares

de cebadores disefiados en el panel de amplificacidén por serie y taxon.....34
4. Genotipos multilocus de cuatro marcadores que amplificaron dos /loci

en el panel de amplificacion............ooooo oo 35
5. Distribucion de niveles de riqueza alélica en el panel de amplificacion

en cada |OCUS POr SEri€ Y fAXOM ......ccccuuiiiiiiiiiieieeeeee e 37



10.

11.

Variabilidad alélica de cada marcador en el panel de variabilidad

010 g = (o

Heterocigosis observada (Ho) e indice de contenido de

polimorfismo (PIC) para todos los marcadores segun taxon ....................

Numero de marcadores con rangos de amplificacion no solapantes

entre las diferentes combinaciones de taxa@.......cooeveeeeeeeeeiiiaeaaa

Desvio del numero de repeticiones promedio, maximo y minimo de los
alelos del panel de variabilidad respecto al numero de repeticiones del
individuo sobre el que se disefié el marcador para la especie

focal (A) y para todos los tetraploides (B) ........ccooeeriiiiiiiiiiiicciiieee e

Distribucion del indice de contenido de polimorfismo (PIC) de los
marcadores amplificados en los tetraploides del panel de variabilidad

segun el largo de la unidad de la repeticion...........ccooeeeeeiieeiiiin,

Frecuencia de repeticion en funcién del indice de contenido de

polimorfismo en los tetraploides ...



I. INTRODUCCION

La incorporacion de una graminea estival perenne a las pasturas
sembradas aportaria a la intensificacion sostenible de los sistemas pastoriles
del pais ya que daria resiliencia y estabilidad ecologica, entre otros servicios
ecosistémicos. La especie nativa con mayor potencial para cumplir ese rol es
Paspalum dilatatum Poir. (Dall’Agnol y Gomes, 1987). Diversas investigaciones
nacionales concluyeron que su incorporacion mejoraria la produccion estacional
estival de las pasturas sembradas sin generar competencia con las otras
especies constituyentes de la pastura resultando en una produccidon
significativamente mayor y mas uniforme durante el afo (Costa, 2015). Sin
embargo, tiene algunas limitantes para su domesticacion y adopcion, y por ser
pentaploide y apomictica varios intentos de mejoramiento genético no tuvieron
el éxito esperado.

Paspalum dilatatum pertenece al grupo Dilatata, que representa un
complejo alopoliploide de especies, donde existen cinco formas tetraploides
sexuales que no presentan las limitantes del biotipo comun de P. dilatatum.
Estos tetraploides sexuales del grupo Dilatata de Paspalum (TSGDP) presentan
una amplia variabilidad para caracteristicas de interés agronémico y se podrian
hibridar entre si para generar cultigenos adaptados a diversas situaciones
productivas utilizando métodos de mejoramiento convencional (Speranza,
2009).

La aplicacion exitosa y eficiente del mejoramiento genético de los
TSGDP requiere de un alto grado de informacion sobre la diversidad presente
en cada uno de ellos. Por este motivo, es fundamental contar con herramientas
para poder estudiar el alcance de la diversidad presente en cada uno de ellos.
Los marcadores moleculares tipo microsatélites son una de las herramientas
que permite este tipo de estudio. Sin embargo, al momento existen muy pocos
marcadores de este tipo disponibles para estos materiales.

El presente trabajo tiene como objetivo general, desarrollar marcadores
microsatélites, una herramienta tecnolégica que permita estudios de diversidad
y la aplicacion de metodologias utilizadas en cultivos mayores a programas de
hibridacion y retrocruza entre los TSGDP. El objetivo especifico es disefiar
cebadores para la amplificacion de microsatélites altamente informativos,
transferibles entre los 5 faxa TSGDP y evaluar su polimorfismo y herencia.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. MICROSATELITES
1. Introduccidn

Un marcador molecular se define como un sitio especifico del genoma
representado por un segmento particular del ADN que es representativo de
diferencias a nivel del genoma entre distintos organismos (Agarwal et al., 2008).
Los microsatélites, también conocidos como SSRs (Simple Sequence Repeats
= repeticiones de secuencias simples) o STRs (Short Tandem Repeats =
repeticiones de secuencias cortas en tandem) corresponden a un tipo de
secuencia repetida cuyo motivo de repeticion son secuencias cortas, variables
en largo, cuya unidad de repeticion varia entre uno y seis nucleoétidos. El
marcador molecular de tipo microsatélite representa el sitio o locus donde se
encuentra dicho motivo microsatélite y las secuencias flanqueantes al mismo, a
partir de las cuales se disefian los cebadores que permiten la amplificacion del
locus (Merritt et al., 2015). Los microsatélites muestran altos niveles de
polimorfismo (Hoshino et al. 2012, Putman y Carbone 2014, Hodel et al. 2016),
tanto inter como intra especifico (Gao et al., 2013) debido a su alta tasa de
mutacién, la cual varia entre 107 y 10 eventos de mutacion por locus por
generacion (Schlotterer 2000, Li et al. 2002). Esta tasa de mutacion es
significativamente mayor a la de las sustituciones nucleotidicas del genoma
entero en eucariotas que es de aproximadamente 10 eventos de mutacion por
locus por generacion (Li et al., 2002). La inestabilidad de los microsatélites se
ve reflejada en cambios en el numero de la unidad de repeticion (Li et al. 2002,
Gao et al. 2013), lo que altera su largo y los convierte en marcadores.

Los microsatélites son uno de los componentes mas variables del
genoma y estan extensa y universalmente distribuidos en eucariotas, tanto en
regiones codificantes como no codificantes (Hoshino et al. 2012, Hodel et al.
2016). En plantas, representan el 0,85 % del genoma nuclear de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh y el 1,5 - 7,5 % del genoma nuclear de Zea mays L. (maiz),
Triticum aestivum L. (trigo), Hordeum vulgare L. (cebada), Sorghum bicolor (L.)
Moench (sorgo) y Oryza sativa L. (arroz, Gao et al., 2013). Su frecuencia en
estos organismos esta inversamente relacionada con el tamafio del genoma
(Kalia et al., 2011). Los microsatélites estan presentes tanto en regiones
nucleares, como en los genomas cloroplastico (Provan et al., 2001) vy
mitocondrial (Merritt et al., 2015) y constituyen en promedio el 4,5y 3,5 %
respectivamente en cereales como el arroz, el trigo, el maiz y el sorgo (Gao et
al., 2013). Ademas de su distribucion en todo el genoma, otras de las



caracteristicas de los microsatélites que permiten su amplio uso como
marcadores moleculares son en general: 1) la amplificacion de un solo locus y
la co-dominancia, es decir, el hecho de que evidencien la heterocigosis (Merritt
et al., 2015); 2) la amplificacion facil por PCR (Polimerase Chain Reaction =
reaccion en cadena de la polimerasa) a partir de pequefias cantidades de ADN
ya que ni el método ni el equipamiento necesario son muy complejos y 1 pl de
ADN es suficiente; 3) que sean especie-especificos por disminuir enormemente
las posibilidades de contaminacion (Selkoe y Toonen, 2006); 4) que su
deteccion sea facil y de bajo costo, cercana a US$ 1 por muestra (Hoshino et
al., 2012); 5) que sean facilmente reproducibles (Agarwal et al. 2008, Kalia et al.
2011) y 6) que se hereden de forma mendeliana (Sankhla y Malik, 2015), lo que
los hace marcadores altamente confiables.

2. Tipos de repeticiones y otras definiciones

Se llama unidad de repeticién a la composicion de nucledtidos de la
secuencia repetida del microsatélite. Esta unidad puede ser descripta por las
bases que la componen o simplemente por su largo. En base a este, los
microsatélites se clasifican en mononucléotidos, dinucledétidos, trinucledétidos,
tetranucledtidos, pentanucledtidos y hexanucledtidos: (por ejemplo: (T)a, (TA)n,
(CGG),, (GAAT),, (GATTC),, (CCGGTA),, respectivamente). Las repeticiones
pueden ocurrir en diferentes arreglos, frecuentemente referidas como tipos de
repeticion. Estas pueden ser: repeticiones perfectas (por ejemplo: (CA), o
(GTAG),); repeticiones compuestas, formadas por dos o mas juegos de
repeticiones perfectas sucesivas (por ejemplo: (AT),(GTC),); y repeticiones
imperfectas, que contienen una secuencia no repetitiva entre dos o mas
repeticiones perfectas o compuestas (por ejemplo: (TC),CTAG(CCG),). El
numero de veces (n) en que aparece la unidad es conocido como la frecuencia
de repeticidn y multiplicando la frecuencia de repeticion por el largo de la unidad
de repeticion, se obtiene el largo de la repeticion (Merritt et al., 2015).

3. Funcion putativa de los microsatélites

Por mucho tiempo, los microsatélites fueron vistos como ADN “basura”
y su variacion considerada selectivamente neutra (Gao et al., 2013). Sin
embargo, existe evidencia de alelos de microsatélites localizados tanto en
regiones codificantes como no codificantes que han sido objeto de seleccion
natural (Kashi y King, 2006). Por otro lado, se ha demostrado que el numero de
repeticiones de un microsatélite puede afectar la funcién génica de maneras
diversas (Kashi y King, 2006). Algunos microsatélites afectan particularmente la
funcidbn génica por codificar aminoacidos al encontrarse en regiones
codificantes (Ananda et al., 2012) mientras que otros no modifican la estructura



de la proteina directamente por localizarse en intrones o en otros sitios no
codificantes pero se ha demostrado su efecto en la regulacion de la expresion
génica (Kashi y King, 2006). Los microsatélites también pueden afectar la
constitucién de la estructura del ADN (Gao et al., 2013), del ARN, y el largo de
regiones regulatorias, afectando, entre otras cosas, la union de factores de
transcripcion (Grover y Sharma, 2011). Adicionalmente, la conservacion de
microsatélites y de unidades de repeticion particulares sugiere que algunos
microsatélites juegan un rol fundamental para el organismo (Gao et al., 2013).
Por otro lado, los microsatélites han sido reportados como intimamente
asociados a elementos transponibles (ET) como los retrotransposones (Ramsay
et al., 1999) o transposones (Roorkiwal et al., 2009) en plantas. Esta cercana
relacion de los microsatélites a los ET sugiere que pueden estar involucrados
en la alteracion funcional de los genes y en la variacion fenotipica de las plantas
(Gao et al., 2013). Por otro lado, Sreenu et al. (2007) encontraron en bacterias
que las regiones ricas en microsatélites también alojaban genes de respuesta a
estrés y factores de virulencia. Toda variable gendmica que rutinariamente
afecte la funcidn génica seguramente tenga un rol evolutivo; la inestabilidad de
los microsatélites puede ser indirectamente ventajosa al aportar variacion con
minima carga genética lo que puede ser de potencial significancia adaptativa
(Kashi y King, 2006).

4. Evolucion y variabilidad de los microsatélites

a. Ciclo de vida

Puede considerarse que los microsatélites tienen un ciclo de vida que
incluye vida embridnica y nacimiento (origen), crecimiento, decaimiento, muerte
(Gao et al., 2013) e incluso resurreccion (Buschiazzo y Gemmell, 2006). Este
ciclo de vida es complejo y requiere largos tiempos evolutivos (Grover y
Sharma, 2011) en el que deben de ocurrir, aunque aun sean desconocidos,
mecanismos de ajuste para asegurar un balance entre las diferentes etapas
(Hoshino et al., 2012).

En cuanto al origen de los microsatélites, de acuerdo a lo revisado por
Hoshino et al. (2012), estos se formarian basicamente a partir de dos posibles
mecanismos: 1) formacion de novo como consecuencia de la creacion de un
proto-microsatélite, es decir una regidn muy corta de repeticiones en tandem
originada a partir de eventos de sustitucion o de indels (Grover y Sharma, 2011)
y 2) adopcion, es decir, surgen desde otras regiones genomicas via elementos
transponibles. Estos mecanismos no son excluyentes y el proceso parece no
ser al azar, existiendo un balance entre los mecanismos que promueven y los
que evitan su inicio (Buschiazzo y Gemmell, 2006).



Actualmente, han sido propuestos dos mecanismos de mutacion vy
crecimiento: 1) recombinacion desigual durante la meiosis y 2) deslizamiento en
la replicacion (Ellegreen, 2004). El primer mecanismo consiste en el intercambio
de unidades de repeticion entre cromosomas homaologos (Hoshino et al., 2012).
De esta forma no solo se generarian cambios drasticos, como la ganancia o
pérdida de grandes numeros de repeticiones, sino también polimorfismos
menores Yy similitud entre microsatélites de diferentes loci (Gao et al., 2013).
Esta teoria se basa en que la frecuencia de los microsatélites en regiones de
alta recombinacion es mas del doble que en otras regiones (Grover y Sharma,
2011). Sin embargo, algunos autores (Treco y Arnheim, 1986) sostienen que es
mas probable que estas secuencias repetidas estén involucradas en la
recombinaciéon en lugar de que sean una consecuencia directa de ella.
Apoyando esta posicidn, no se han encontrado diferencias en la tasa de
mutacion entre cromosomas autosdémicos y los cromosomas sexuales de tipo Y,
que no sufren recombinacién (Ellegreen, 2004). Por otro lado, el segundo
mecanismo se desarrolla durante la replicacion del ADN, donde ocurriria un
desalineamiento entre la hebra molde y la complementaria que esta siendo
sintetizada lo que provocaria que segun en cual hebra se haya formado el
bucle, la resultante tenga mas o menos repeticiones que la que le dio origen
(Hoshino et al. 2012, Gao et al. 2013). Este fendmeno puede provocar que en el
proceso de las miles de replicaciones que tienen lugar entre varias
generaciones, se amplifique o contraiga el numero de repeticiones (Gao et al.,
2013), siendo este mecanismo el mayormente observado en este tipo de
secuencias (Buschiazzo y Gemmell 2006, Hoshino et al. 2012, Gao et al. 2013,
Hodel et al. 2016).

La expansidn de los alelos largos parece estar restringida a pocas
decenas de repeticiones (Buschiazzo y Gemmell, 2006). Kruglyak et al. (1998)
propusieron que el crecimiento de este tipo de secuencias llega a un limite
superior cuando el deslizamiento de la polimerasa es dificultado por
imperfecciones en el arreglo de las repeticiones, momento a partir del cual se
dice que el locus comienza a “decaer’. Eventualmente, la acumulacion de
interrupciones rompe el patrén de la repeticién y da lugar a secuencias unicas
que incluyen unicamente segmentos de la repeticion original y se considera
entonces que el microsatélite “murié” (Buschiazzo y Gemmell, 2006). Por otro
lado, la eliminacion de microsatélites es un evento gendmico comun que
frecuentemente ocurre durante la reorganizacién del genoma, proceso que
ocurre en general para todas las regiones redundantes no codificantes y
particularmente en plantas la poliploidizacién es un evento que puede inducir
este proceso (Leitch y Bennet 2004, Feldamn y Levy 2012).



b. Modelos de mutacion y factores relacionados con la tasa de mutacion

Se han desarrollado varios modelos que intentan explicar la mutacion
de los microsatélites, entre los que se destacan los siguientes: 1) modelo de
alelos infinitos, 2) modelo de los k-alelos y 3) modelo paso a paso. El primero
propone que cada mutacién resulta en la creacién de un nuevo alelo, diferente
de cualquier otro existente previamente. El segundo establece que hay un
numero k de alelos posibles y que cada uno tiene una probabilidad constante de
mutar hacia cualquiera de los otros k-1 estados. El tercer modelo asume que
cada mutacion crea un nuevo alelo a partir de la adicién o eliminacién de una
unidad de repeticién por lo que permite trazar relaciones de parentesco entre
los alelos (Hoshino et al., 2012).

El curso y la tasa de mutacion de los microsatélites es altamente
afectada por diversos factores. Por un lado, la tasa de mutacion varia
enormemente entre /oci e incluso entre alelos del mismo /locus dependiendo de
caracteristicas particulares de la secuencia que son propias de la naturaleza del
microsatélite (Buschiazzo y Gemmell 2006, Hoshino et al. 2012). Microsatélites
con mayores largos promedio resultan en mayores niveles de variacidn genética
(Ellegreen 2004, Merritt et al. 2015). Esto se debe a que la tasa de mutacion se
incrementa a medida que aumenta el numero de repeticiones (Gao et al., 2009)
y se ha reportado que esta relacion es exponencial en lugar de lineal (Putman y
Carbone, 2014). Gao et al. (2009) determinaron que se necesita un minimo de
ocho bases nucleotidicas para que ocurran mutaciones por deslizamiento de la
polimerasa. El largo de la unidad de repeticiéon también parece afectar la tasa
de mutacion. Merritt et al. (2015) encontraron una correlacién negativa entre el
lago de la unidad de la repeticion y el numero promedio de alelos por locus (A),
heterocigosis esperada (He) y heterocigosis observada (Ho), lo que apoya la
teoria de que un mayor polimorfismo es generalmente encontrado en motivos
de repeticion cortos por tener mas facilidad para deslizarse durante la
replicacion (Ellegreen, 2004). Repeticiones compuestas por dos nucledétidos
tienen la mayor tasa de mutacion, seguidos por las repeticiones de tres y cuatro
nucleodtidos (Buschiazzo y Gemmell 2006, Hoshino et al. 2012). Como
consecuencia de esto, los dinucledtidos han mostrado significativamente mayor
He que cualquier otro largo de la unidad de repeticién (Merritt et al., 2015). Otro
factor que afecta la tasa de mutacion entre loci es la composicion nucleotidica
de la unidad de repeticion (Buschiazzo y Gemmell, 2006) ya que algunas tienen
mayor propension a formar estructuras secundarias y alterar la estructura del
ADN (Hoshino et al., 2012). En Arabidopsis thaliana, Marriage et al. (2009)
encontraron que las repeticiones perfectas de adenina (A) y timina (T) tenian la
mayor tasa de mutacién (2,03 x 10° por alelo por generacion), seguidas por las
de citosina (C) y T con una tasa intermedia (3,31 x 10%) y que las repeticiones



de tipo C y A tenian la menor tasa (4.96 x 10°). El tipo de repeticién es otro
factor de variacion interlocus (Buschiazzo y Gemmell, 2006). Las mutaciones
puntuales y otros tipos de interrupciones en la repeticion reducen la tasa de
mutacion ya que dividen la repeticion original en dos unidades mas cortas,
aumentando la estabilidad del locus (Hoshino et al., 2012), dirigiéndolo hacia el
“‘decaimiento” como microsatélite. Las repeticiones perfectas como grupo
muestran significativamente mayores niveles de A y He que las repeticiones
imperfectas (Merritt et al., 2015) y no es de extrafiarse que la mayoria de los
estudios en evolucion de microsatélites se hayan focalizado justamente en
repeticiones perfectas (Buschiazzo y Gemmell, 2006).

Adicionalmente, existe evidencia de que la variacibn de los
microsatélites es afectada por la composicion nucleotidica (contenido de GC)
del genoma huésped (Tian et al., 2011). También se ha visto que la variacion es
menor en regiones codificantes que en regiones no codificantes excepto para
trinucledtidos y hexanucledtidos (Gao et al.,, 2013). Por otro lado, la
composicidon genomica de la secuencia flanqueante, la presencia de otro
microsatélite vecino (Udupa et al., 2004), el contenido de GC de la secuencia o
la cercania a islas CpG (Brock et al., 1999), también determina cuanto va a
mutar un microsatélite. El contexto biolégico del individuo juega también un rol
determinante en la tasa de mutacion de los microsatélites ya que se ha
demostrado que esta puede estar influenciada por diversos factores
ambientales (Li et al., 2000), algunos de los cuales afectan la eficiencia del
sistema de reparacion durante la replicacién lo que tiene un efecto directo sobre
la tasa de mutacion de los microsatélites (Strand et al., 1993). En otro orden,
caracteristicas propias del taxén, fruto de su evolucion, son la base de la
heterogeneidad en la distribucion de la tasa de mutacion en los genomas de
eucariotas (Buschiazzo y Gemmell, 2006). Entre estas caracteristicas se
destacan el modo de reproduccion, la tasa metabdlica, y la adaptacion selectiva
como los factores que mas afectan las tasas de mutacion a nivel de especie.
Adicionalmente, el estrés causado por la alopoliploidizacién esta reportado
como uno de los posibles factores inductores de la evolucién de los
microsatélites (Gao et al., 2013).

5. Diseno, ajuste y transferibilidad de microsatélites

El desarrollo de marcadores microsatelites requiere del disefio de un
par de secuencias cebadoras correspondientes a cada region flanqueante que
guien la amplificacion del locus por PCR (Selkoe y Toonen, 2006).



a. Métodos para desarrollar marcadores microsatélites

Tradicionalmente, el proceso de aislamiento de microsatélites involucré
la creacion de una biblioteca enriquecida en secuencias que contienen las
repeticiones en tandem. Esta biblioteca se forma a partir de la unién de
segmentos de ADN, digeridos con enzimas de restriccion, a sondas
conteniendo secuencias repetidas de modo que solo se hibridan los fragmentos
con secuencias complementarias a la de la sonda. Posteriormente, se aislan los
fragmentos hibridados a la sonda, se amplifican por PCR en base a una
secuencia conocida que se ligdo con la digestion y se secuencian para el
posterior disefio de los cebadores. La naturaleza de los microsatélites obtenidos
por este medio esta limitada por el paso del enriquecimiento (Hodel et al., 2016)
y se pierden varias secuencias en la etapa de clonacion (Kalia et al., 2011).
Ademas, esta estrategia consume mucho tiempo, es un proceso
econdmicamente costoso y su rendimiento es bajo, tipicamente de entre ocho y
20 loci polimérficos por cada 30 a 60 pares de microsatélites testeados (Zalapa
et al., 2012).

Actualmente, los métodos de secuenciacion de muy alta procesividad
conocidos como secuenciacion de proxima generacion (NGS = Next Generation
Sequencing), junto con la reduccion de su costo y las herramientas
bioinformaticas disponibles proveen una alternativa mas facil, econémica y de
mayor rendimiento (Hoshino et al. 2012, Senan et al. 2014, Hodel et al. 2016).
Con este método no se requiere ninguna eleccion en cuanto a una repeticion en
particular (Castoe et al., 2012) pero se deben tomar decisiones respecto a la
preparacion de la biblioteca, la plataforma de secuenciacion (incluyendo el largo
de la lectura y la cobertura) y de los programas utilizados para la deteccion de
los marcadores (Hodel et al., 2016). Existen diferentes alternativas de
plataformas de secuenciacion a utilizar (Hodel et al., 2016) que varian en el
largo de la lectura, la cantidad de lecturas obtenidas y la calidad de las mismas.
Estas tres caracteristicas afectan la capacidad de descubrir marcadores
microsatélites y su éxito; lecturas mas largas, probablemente incluyan las
secuencias flanqueantes necesarias para el disefio de los cebadores (Schoebel
et al., 2013); mas lecturas permitiran mayores posibilidades y si los errores en
las secuencias son menores, el éxito del disefio aumentara (Wei et al., 2014).
Actualmente, la plataforma lllumina es ideal para este fin (Hodel et al., 2016) y
los protocolos publicados por Miller et al. (2013), Andersen y Mills (2014) son
algunos de los muchos que se han elaborado en base a este tipo de datos.
Durante el desarrollo de microsatélites a partir de datos de NGS, si bien es
posible buscar repeticiones y disefiar cebadores directamente sobre las
lecturas, es recomendable ensamblarlas previamente para formar secuencias
de ADN mas largas (“contigs”) de modo de aumentar el largo de la secuencia



disponible en base al consenso de varias lecturas y asi aumentar no solo la
confianza en la secuencia sino también el espacio para disenar los cebadores y
reducir la redundancia de loci (Zalapa et al., 2012). Entre los estudios que
concluyen en recomendaciones trascendentes para este método, se destacan
las de Wei et al. (2014) que observaron un significativo incremento en la
amplificacion de los microsatélites controlando la calidad de las secuencias con
un abordaje de ventanas deslizantes y la de Hodel et al. (2016) que luego de
revisar diferentes buscadores de microsatélites en diferentes conjuntos de datos
de lllumina de Arabidopsis thaliana, recomiendan el uso de las herramientas
MISA o de Phobos en el ambiente del programa Geneious como las mejores
opciones.

b. Ajuste de microsatélites

Es importante destacar que la identificacion de loci potenciales a partir
de datos de NGS es apenas el punto de partida para el desarrollo de
marcadores informativos (Hodel et al., 2016). De hecho, ahora se considera que
el factor limitante para el descubrimiento y desarrollo de estos marcadores es la
validaciéon de los loci (Wei et al., 2014). Durante el proceso de validacion,
algunos /loci tendran que ser descartados por problemas en la amplificacion.
Adicionalmente, se deberan testear con pruebas explicitas los alelos nulos, la
segregacion y la neutralidad de los marcadores (Selkoe y Toonen, 2006).

c. Transferencia

Los cebadores para la amplificacion de este tipo de loci deben ser
disefiados de novo para muchas especies que son estudiadas por primera vez
con este tipo de marcadores (Kalia et al., 2011). Sin embargo, existe la
posibilidad de transferir los pares de cebadores disefados en base a
secuencias obtenidas de una especie a otra del mismo género o de otros
géneros de la misma familia (Hodel et al., 2016). Esto se puede lograr gracias a
que las regiones flanqueantes generalmente son conservadas entre especies
cercana o incluso lejanamente relacionadas (Gibbons y Rokas, 2009). El éxito
de esta transferencia, es decir, su tasa, se correspondera con la distancia
filogenética y con la conservacion de secuencias entre las especies bajo estudio
(Kalia et al., 2011). A partir de la definicion de marcador molecular presentada
anteriormente, para considerarse transferido, el marcador debe amplificar y ser
polimérfico en la nueva especie a la que se lo aplica.

La principal limitante de la transferencia de microsatélites es el sesgo
de descubrimiento. Este ocurre cuando un locus es seleccionado en base al
mayor largo de alelos en la especie en que fue descubierto y se ve reflejado al
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ser transferido a otra especie, donde sus alelos en promedio son menores que
en la primera (Li y Kimmel, 2014). Estas observaciones implican que el sesgo
de descubrimiento es un factor significativo a la hora de interpretar variacioén
genetica interpoblacional con microsatélites cuando estos loci fueron elegidos
por su polimorfismo en una de las poblaciones que se estan comparando. La
principal consecuencia del sesgo de descubrimiento es la distorsién de las
medidas de diversidad observadas, lo que puede sesgar las conclusiones que
se basan en ellas (Li y Kimmel, 2014). A veces, el efecto del sesgo de
descubrimiento se cancela o incluso es revertido en base a la tasa de mutacién
de la poblacion o especie a la que se transfieren los microsatélites. Una tasa de
mutacion mas elevada en la poblacion no objetivo reduce el efecto del sesgo de
descubrimiento mientras que una mayor tasa de mutacién en la especie focal lo
acentua. Crawford et al. (1998) encontraron tamafos medios mas largos de los
alelos de microsatélites de ovejas comparados con los de vacas,
independientemente del origen de los marcadores y por otro lado, la
comparacion de microsatélites originados a partir de secuencias de humanos y
de chimpancés, ha mostrado consistentemente mas unidades de repeticién en
humanos (Cooper et al., 1998). Adicionalmente, una de las razones propuestas
por Cooper et al. (1998) para este fendomeno es que la mutacion de los
microsatélites de poblaciones tan grandes y expandidas como la de los
humanos respecto a los chimpancés se ve acentuada por la mayor incidencia
de heterocigosis lo que le da inestabilidad y mayores posibilidades de mutacién
al locus.

6. Usos y prevalencia de los microsatélites

a. Usos

Entre los usos de los microsatélites se destaca la identificacion de
individuos, clones o cultivares (Selkoe y Toonen 2006, Hoshino et al. 2012,
Putman y Carbone 2014), identificacion de parentales (Selkoe 2006, Putman y
Carbone 2014, Merritt et al. 2015, Hodel et al. 2016), evaluacion de
similitud/semejanza, relaciones o distancias genéticas entre individuos o faxa
relacionados (Kalia et al. 2011, Hodel et al. 2016) y determinaciones del sistema
reproductivo de una especie (Merritt et al., 2015). Los microsatélites también
tienen diversos usos en genética de poblaciones como por ejemplo en la
determinacién de la diversidad y estructura genética, niveles de endocria,
direccién del flujo génico entre poblaciones, analisis de estructura clonal
(Putman y Carbone 2014, Merritt et al. 2015, Hodel et al. 2016), en genética de
la conservacion (Putman y Carbone 2014, Hodel et al. 2016), estudios
evolutivos (Merritt et al.,, 2015), filogeografia (Hodel et al., 2016) y en el
mejoramiento genético por poder asociarse a genes de interés (Gao et al.,
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2013) y por ser utiles en la construccion de mapas genéticos de alta densidad
(Putman y Carbone 2014, Hodel et al. 2016).

b. Prevalencia

Durante los anos 90, en la mayoria de los estudios con marcadores
moleculares se empleaban RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs =
ADNSs polimérficos amplificados al azar) o RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphism = polimorfismos en el largo de los fragmentos de restriccion).
Posteriormente, se comenzaron a utilizar los microsatélites y los AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphisms = polimorfismos en el largo de los
framentes amplificados). Los microsatélites son considerados una herramienta
muy poderosa para un muy amplio rango de usos (Hodel et al., 2016) y a
diferencia de los otros tipos de marcadores anteriormente mencionados,
prevalecen y continuan siendo muy utilizados (Gao et al. 2013, Merritt et al.
2015), habiéndose reportado hasta el 2016 aproximadamente 225.000 articulos
publicados en base a ellos (Hodel et al., 2016). Si bien son especialmente utiles
en especies con pocos recursos disponibles, recientemente se han utilizado en
estudios de diversidad genética en cultivos con estudios gendmicos muy
avanzados (por ejemplo: arroz, maiz, soja y manzana, Hoshino et al., 2012). Sin
embargo, los métodos de GBS (Genotyping By Sequencing = genotipado por
secuenciacion) y RADSeq (Restriction site Associated DNA Sequencing =
secuenciacion del ADN asociada a sitios de restriccion) han crecido en
popularidad ya que permiten generar informacion de miles de loci de SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms = polimorfismos de un unico nucléotido) en
simultaneo y a un relativo bajo costo por muestra (Hodel et al., 2016). Algunos
autores esperan que dadas sus ventajas, el uso de SNPs domine el campo de
la genética de poblaciones en el futuro inmediato sustituyendo a los
microsatélites (Putman y Carbone, 2014) aunque otros afirman que aun existen
situaciones para las que los microsatélites siguen siendo la opcidon mas
adecuada Actualmente, tanto microsatélites como SNPs son ampliamente
utilizados (Hodel et al., 2016).

c. Microsatélites y SNPs: ventajas, desventajas y para qué son mas utiles unos
u otros

Si bien SNPs y microsatélites tienen usos comunes, sus propiedades
son diferentes y surgen de caracteristicas inherentes a sus procesos de
mutacion asi como a sesgos provenientes de las practicas de muestreo
utilizadas para cada uno de ellos. Esto intensifica las diferencias (Hamblin et al.,
2007) y determina que segun el caso, unos sean mas aptos que otros.



12

En cuanto a la riqueza alélica, la alta tasa de polimorfismo inherente a
los microsatélites determina que esta sea mas elevada que la de los SNPs que
son bialélicos (Rafalski, 2002), y esto implica que los microsatélites tengan un
mayor poder analitico que los SNPs (Putman y Carbone, 2014). Se estima que
cada locus de microsatélites brinda la informacion de aproximadamente 10
SNPs (Yu et al., 2009). Otra aproximacion a la equivalencia entre unos y otros
es que se necesitan k-1 veces mas marcadores SNPs para alcanzar la
exactitud obtenida con un set de microsatélites con k alelos (Hamblin et al.,
2007). Hamblin et al. (2007) compararon la capacidad de 88 microsatélites y
847 SNPs de evaluar estructura poblacional de germoplasma de maiz y
encontraron que a pesar de que los resultados de ambos marcadores son
consistentes, los microsatélites agrupan mejor a los individuos en poblaciones
que los SNPs. Yang et al. (2011) afirman también que los microsatélites
estiman mejor las relaciones de parentesco que los SNPs. Sin embargo,
numerosos autores sostienen que el hecho de que los SNPs brinden menor
informacion se puede solucionar aumentando la cantidad de loci, lo que es
facilmente realizable dados los métodos de alto rendimiento con los que se
detectan (Hamblin et al. 2007, Yang et al. 2011, Putman y Carbone 2014). Otro
factor a tener en cuenta es que se necesitan soélidas bases y amplio
conocimiento en bioinformatica para trabajar con la gran cantidad de datos que
se generan con abordajes de NGS en analisis de SNPs, mientras que la
necesidad de habilidades computacionales requeridas para llevar a cabo un
analisis con microsatélites es mucho menor (Hodel et al., 2016).

El relativo bajo numero de Joci utilizados en un estudio con
microsatélites permite que cada locus pueda ser genotipado manualmente, lo
que reduce considerablemente las posibilidades de error (Hodel et al., 2016).
Sin embargo, con datos de GBS o RADSeq, la validacion manual es
practicamente imposible por lo que algunos errores pueden pasar inadvertidos
(Davey et al., 2013). Por otro lado, el elevado numero de /oci de SNPs que se
pueden obtener con el uso de NGS disminuye las preocupaciones acerca de las
sefales errobneas que potencialmente puede tener esta tecnologia, lo que no
ocurre con los microsatélites. En estos ultimos el relativo bajo numero de loci
utilizados en general genera que los errores de genotipado puedan provocar
efectos muy negativos en el resultado del estudio (Hodel et al., 2016). A pesar
de esto, si algun resultado en base a microsatélites es dudoso, se puede repetir
facilmente a diferencia de lo que ocurre con la tecnologia de NGS. Por otro
lado, los sets de datos de SNPs provenientes de NGS suelen tener enormes
cantidades de datos perdidos comparados con los microsatélites.
Adicionalmente, estos datos perdidos pueden no estar distribuidos al azar entre
los individuos o los loci por lo que pueden tener como consecuencia la pérdida
de alelos, sesgos genealdgicos o subestimacion de la diversidad (Huang y
Knowles, 2016).
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Los microsatélites sufren de un menor sesgo de descubrimiento que los
SNPs (Putman y Carbone, 2014). Sin embargo, son mas susceptibles a la
homoplasia que los SNPs por lo que estos ultimos son mas adecuados para
estudios de asociacion (Rafalski, 2002). Por otro lado, en cuanto a
caracteristicas gendmicas de la especie focal, la poliploidia puede llegar a ser
una gran dificultad para estudios con SNPs ya que todavia existen muchos
desafios para utilizarlos en poliploides (Narum et al., 2013). Adicionalmente,
como la cobertura de la secuenciacion determina el nivel de datos faltantes, los
genomas grandes de algunas plantas, especialmente los poliploides, pueden
llevar a que haya baja cobertura (i.e.: muchos datos faltantes) o polimorfismos
erroneamente inferidos producto de artefactos (Hodel et al., 2016). Sin
embargo, los microsatélites han sido ampliamente utilizados de forma exitosa
en un amplio rango de poliploides (Trapnell et al. 2011, Angelo et al. 2014,
Deng et al. 2016).

El costo de NGS ha ido en detrimento en los ultimos afios (Muir et al.,
2016) por lo que no esta claro cual es el tipo de marcador mas economico ya
que esto depende del numero de marcadores y de la cantidad de individuos a
analizar. Genotipar aproximadamente 96 individuos usando entre 12 y 15
marcadores microsatélites tiene un costo similar al de realizarles GBS o
RADSeq (Hodel et al., 2016). Sin embargo, si posteriormente se quieren
agregar individuos, el proceso es mas facil y econdémico con microsatélites ya
que los SNPs estan asociados con genotipado de gran escala (Hoshino et al.,
2012) por lo que seria tan costoso agregar una muestra como agregar 96
(Hodel et al., 2016). Por otro lado, una de las debilidades mas citadas de los
microsatélites es su alto costo de desarrollo. Sin embargo, los SNPs también
tienen un costo de desarrollo elevado (Davey et al., 2011) y la misma tecnologia
que ha ampliado el uso de los SNPs también ha beneficiado a los microsatélites
en su fase de desarrollo (Putman y Carbone, 2014).

Todas estas caracteristicas de estos tipos de marcadores asociadas al
tipo de problema biolégico a responder, determina que a la hora decidir qué
abordaje seleccionar, se deba considerar entre otras cosas, el presupuesto con
el que se cuenta, el tamafio de muestras a incluir en el estudio, la resolucion
genética requerida y la disponibilidad de recursos gendmicos disponibles para
el grupo ya que todos estos factores determinan qué tecnologia sera la mas
adecuada. En situaciones de presupuesto limitado o dénde el numero de
individuos a incluir es pequefio, los microsatélites siguen siendo una muy buena
opcion (Hodel et al., 2016).
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7. Analisis e interpretacion de la informacidon generada con microsatélites

a. Deteccion de polimorfismos

El polimorfismo en un marcador microsatélite se debe a diferentes
numeros de repeticiones en tandem, de modo que los diferentes alelos de un
locus se observan como diferentes largos en el producto de amplificacion con
los mismos cebadores (Hancock, 2004). Los geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio si bien son faciles de manejar y uno de los protocolos mas
economicos, no permiten una determinacion precisa de estas pequefias
diferencias en los tamafios de los fragmentos. Los geles de poliacrilamida sin
embargo, permiten una resolucion adecuada y han sido ampliamente utilizados
para genotipar microsatélites (Creste, 2001). Sin embargo, la técnica mas
utilizada actualmente se basa en amplificar los fragmentos con un cebador
marcado con fluorescencia (Hoshino et al., 2012).

b. Cuidados, precauciones, contras

Al igual que todos los tipos de marcadores, los microsatélites tienen
limitantes, entre las que se destacan los alelos nulos, la homoplasia, y el
desequilibrio de ligamiento. Afortunadamente, muchas de las dificultades
comunes de los marcadores microsatélites pueden ser evitadas a partir del
conocimiento de las mismas y de seleccionarlos cuidadosamente durante el
proceso de disefo (Selkoe y Toonen, 2006).

Alelos nulos

La eliminacién de un locus o mutaciones en el lugar de union del
cebador provocan alelos nulos al impedir la amplificacion de al menos uno de
los alelos, reduciendo la diversidad genética detectada lo que lleva a
estimaciones erréneas de las frecuencias alélicas (Hoshino et al., 2012) o de la
diferenciacion entre poblaciones (Putman y Carbone, 2014). El re-disefio de
cebadores puede ser una solucion a este problema (Hoshino et al., 2012). Por
otro lado, la amplificacién diferencial de alelos de tamanos particulares debido a
la naturaleza competitiva de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
puede llevar a que individuos heterocigotas sean interpretados como
homocigotas, lo que recibe el nombre de nulidad parcial (Sankhla y Malik,
2015).
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Homoplasia

Se denominan alelos homoplasicos aquellos alelos que son idénticos en
estado, es decir, en largo, pero esto no ocurre por linaje (Jarne y Lagoda, 1996)
sino que pueden tener diferente secuencia o la misma a partir de diferentes
historias evolutivas (Anmarkrud et al., 2008). La homoplasia esta asociada a la
identificacion de los alelos exclusivamente en base al tamafio de los fragmentos
que implica asumir que los diferentes alelos difieren unicamente en largo
(Selkoe y Toonen, 2006). De esta forma, pasan inadvertidos los cambios en la
secuencia que serian detectados si los alelos se secuenciaran (Barthe et al.,
2012). La homoplasia es inherente a la alta tasa (Viard et al., 1998) y al modelo
de mutacion del marcador microsatélite (Estoup et al., 2002). Su consecuencia
practica radica en que alelos diferentes son interpretados como el mismo y se
subestima la divergencia real entre poblaciones (Hoshino et al., 2012). La
homoplasia depende de factores evolutivos como la tasa de mutacion, el
tamano efectivo de la poblacidn y del tiempo de divergencia entre poblaciones
por lo que se espera que sea mas problematica en aplicaciones doénde las
poblaciones estén lejanamente relacionadas, en especies con grandes tamafos
poblacionales o para loci con muy altas tasas de mutacion (Estoup et al., 2002).
Adams et al. (2004) reportan que la homoplasia también esta afectada por el
tipo de repeticion ya que encontraron que era mas comun en repeticiones
compuestas o imperfectas que en repeticiones perfectas por lo que sugieren
evitar a las primeras. Sin embargo, Estoup et al. (2002) afirman que la
homoplasia no representa un problema significativo en muchos tipos de analisis
de genética de poblaciones ya que la gran variabilidad que ofrecen los loci de
microsatélites muchas veces compensa su evolucion homoplasica.

Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento, es decir, la desviacion de la asociacion al
azar de los alelos en la segregacion de diferentes loci, es especialmente
problematica en estudios poblacionales. En consecuencia, resulta muy
importante confirmar que los marcadores moleculares a utilizar no estén
ligados. Adicionalmente, en estudios de genética de poblaciones es también
necesario confirmar que los marcadores presenten segregacion mendeliana
(Danner et al., 2012). La distorsion de la segregacion mendeliana puede ocurrir
porque lo que se esté observando sea una amplificacion inespecifica o una
contaminacion o porque el marcador esté ligado a un alelo letal o que en
combinacion con otros sea deletéreo. Afortunadamente, un analisis de
descendencia o las herramientas ofrecidas por algunos programas para analizar
microsatélites permiten detectar este problema (Hoshino et al., 2012).
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B. PASPALUM
1. Introduccidn

La disponibilidad de forraje en cantidades suficientes a lo largo del ano
es uno de los principales problemas de la produccion ganadera en Uruguay. La
produccion del campo natural presenta una marcada estacionalidad, con picos
en primavera y otofio y momentos de escasez durante el invierno (Carambula,
1991). En el caso de las pasturas artificiales, sembradas para suplementar la
produccion del campo natural (Carambula, 2002), éstas son dominadas por
especies de ciclo invernal. Las malezas estivales ocupan el nicho ecoldgico
vacante disminuyendo la vida util de las pasturas sembradas (Santifiaque 1979,
Garcia 1995). Varios autores (Garcia 1995, Millot 1969, Johnston 1996,
Campbell et al. 1999, Volaire et al. 2014, Tejera et al. 2016) proponen
incorporar gramineas estivales perennes a las pasturas sembradas para reducir
la invasion de malezas y complementar los ciclos productivos, dando resiliencia
y estabilidad ecoldgica al sistema, aumentando su produccion, diversidad y vida
util. Otro de los beneficios de esta incorporacion, seria la acumulacion de
materia organica en el suelo, entre otros servicios ecosistémicos, con las
ventajas que esto presenta hacia la sustentabilidad del esquema productivo
(Duran, 2009). Todo esto aportaria a la intensificacion sostenible de los
sistemas pastoriles, un objetivo muy presente en la priorizacion de las lineas de
investigacion tanto a nivel nacional como internacional (Strassburg et al. 2014,
Rao et al. 2015, ANII 2017).

Las forrajeras tropicales exoéticas son susceptibles al frio invernal,
mientras que el germoplasma nativo de Uruguay daria resultados como minimo
equivalentes a los obtenidos tras décadas de introduccion y evaluacion de
forrajeras exdticas (DallAgnol y Gomes, 1987). Afortunadamente, las
gramineas forrajeras nativas constituyen uno de los principales recursos
fitogenéticos del Uruguay (del Puerto, 1987) y la especie nativa con mayor
potencial para cumplir el rol de mejorar la produccion estival de las pasturas sin
generar competencia seria Paspalum dilatatum Poir. (Dal’Agnol y Gomes,
1987).

2. Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea nativa perenne, introducida
en varias regiones templadas del mundo (Caponio y Quarin, 1990), resistente al
frio y con ciclo C4 lo que permite alta produccion de forraje en verano, el cual
ha sido catalogado como “fino” (Rosengurtt, 1979). Su eficiencia en el uso del
agua es alta (Orbea y Cauhepe, 1982) y se adapta a un amplio rango de suelos
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y condiciones de los mismos, tolerando tanto humedad excesiva como sequias
moderadas (Carambula, 1977), probablemente como consecuencia de su
extenso desarrollo radicular (Judd, 1975). Adicionalmente, crece durante un
largo periodo, comenzando tempranamente en la primavera (Quintans, 2013) y
siendo de las ultimas especies nativas estivales en entrar en reposo en otofo
(Carambula, 1982). Esta especie fue una de las primeras gramineas estivales
que se intentaron domesticar a nivel mundial (Star y Brooking, 2006) y se
considera que tiene un gran potencial de convertirse en una de las especies
constituyentes de la oferta de forraje estival de las pasturas sembradas
(Dall’Agnol y Gomes, 1987).

Diversas investigaciones nacionales que estudiaron la inclusion de
Paspalum dilatatum en las pasturas sembradas concluyeron que su
incorporacion resulta favorable ya que mejora la produccién estacional estival
sin generar competencia con las otras especies constituyentes de la pastura
(Terra 1973, Acosta et al. 1994, Garcia 1995, Lopez 2012, Tejera 2014, Costa
2015), resultando en una produccion significativamente mayor y mas uniforme
durante el afio (Santifiaque y Carambula 1981, Lopez 2012) y con una invasién
de malezas claramente inferior en comparacion con las mezclas sembradas
unicamente con especies invernales (Santifaque y Carambula 1981, Garcia
1995). También es destacada la mayor estabilidad del tapiz vegetal durante el
verano del primer afio de la pastura, una época muy critica para la misma,
gracias a la incorporacion de P. dilatatum respecto a las mezclas
convencionales, logrando una cobertura mas homogénea y menos susceptible
a las condiciones ambientales severas (Tejera, 2016).

A pesar de sus numerosas ventajas, existen dos grandes limitantes
para su domesticacion y adopcion. Estas son la baja produccién de semillas por
su susceptibilidad a Claviceps paspali y la dormicién de las mismas (Skerman y
Riveros 1992, Souza-Chies et al. 1995). Ademas, el biotipo comun de P.
dilatatum es pentaploide y apomictico (Barshaw, 1958), siendo la apomixis una
barrera genética para su mejoramiento (Burson, 1983). Si bien durante décadas
y con diferentes métodos, existieron varios intentos de mejoramiento del biotipo
comun de esta especie, por diversos motivos no tuvieron el éxito esperado
(Quarin, 1987). A partir de esto, se plantea la posibilidad de recurrir a otras
especies estrechamente emparentadas que no presenten estas limitantes o que
sus caracteristicas reproductivas hagan posible una resolucion de las mismas’.

! Speranza, P. 2017. Com. personal.
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3. Los tetraploides del grupo Dilatata de Paspalum

El género Paspalum esta representado por 350-400 especies
aproximadamente (Clayton y Reinvoize 1986, Zuloaga y Morrone 2005) y
tradicionalmente se ha dividido en grupos morfologicos informales (Chase,
1929). Paspalum dilatatum pertenece al grupo Dilatata (Valls y Pozzobon, 1987)
que representa un complejo alopoliploide de especies, donde ademas de varias
formas apomicticas de origen hibrido, existen cinco tetraploides sexuales con
férmulas gendmicas equivalentes 11JJ, Paspalum dasypleurum Kunze ex Desv.
P. urvillei Steud. y P. dilatatum subsp. flavescens Roseng. Arr. et lzag. que
incluye tres biotipos: Flavescens, Vacaria y Virasoro. Estos biotipos no
presentan las limitantes del biotipo comun de P. dilatatum, tienen buena
produccion de semillas y baja infeccion por Claviceps (Schrauf y Blanco, 2003).
Al presentar formulas genomicas equivalentes, y alto grado de apareamiento
entre sus cromosomas, estos tetraploides sexuales del grupo Dilatata de
Paspalum (TSGDP) pueden ser hibridados artificialmente (Speranza, 2009)
para generar cultigenos adaptados a diversas situaciones productivas utilizando
métodos de mejoramiento convencional como los cruzamientos y
retrocruzamientos. Este tipo de combinaciones hibridas ya se ha utilizado en
varios de los cultivos actuales como son el trigo, la papa, la frutilla y los citricos,
que derivan de una combinacion hibrida que sélo se conoce en su forma
cultivada (Hancock, 2006). Los TSGDP representan por lo tanto, un acervo
genético de enormes dimensiones para el desarrollo de forrajeras estivales
(Savidan, 1987).

a. Paspalum urvillei

Paspalum urvillei es nativa en Argentina, Brasil y Uruguay pero se
comporta como subespontanea en otras zonas templadas (Speranza, 2009),
incluso ocurriendo en zonas perturbadas y convirtiéndose en maleza (CABI,
2014). Debido a su amplia distribucion, esta especie se superpone con muchos
otros de los taxa del grupo Dilatata. P. urvillei es una planta apetecible como
forrajera durante su periodo vegetativo, mientras que en su etapa reproductiva
disminuye la relacién hoja-tallo reduciéndose su calidad (Scheffer-Basso et al.,
2002). Se destaca por su resistencia a la infeccidn por Claviceps (Madina y
Schrauf, 1999), y en el ano 1990, Caponio y Quarin generaron variabilidad a
partir de él, la que posteriormente fue utilizada en el mejoramiento de P.
dilatatum (Schrauf y Blanco, 2003). Ademas de que sus espiguillas y semillas
son mas pequefias que las de los otros taxa, se diferencia claramente por el
tamafio general de la planta (Barreto, 1974) el cual es mayor. Estudios de
caracterizacion molecular y morfolégica de la especie han sido realizados en la
zona de Rio Grande del Sur en Brasil (Scheffer-Basso et al. 2002, Sawasato et
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al. 2008) y también en Uruguay. La evaluacion morfolégica de una amplia
coleccion de accesiones de P. urvillei, representativa del territorio nacional, ha
mostrado una gran variacion para caracteres morfolégicos de importancia
agronémica, como la fecha de floracion y la morfologia de la hoja'. Mientras que
en el analisis molecular realizado por Speranza (2009), esta especie fue la mas
variable para 13 de los 15 loci bajo estudio. También mostrd heterocigosis
mayores a las esperadas para una especie autdbgama lo que sugiere que
presenta un cierto porcentaje de fecundacion cruzada.

b. Flavescens

Paspalum dilatatum subsp. flavescens biotipo Flavescens (Flavescens)
se distribuye en el sur de Uruguay y noreste de la provincia de Buenos Aires en
la Republica Argentina (Rosengurtt, 1970). Se diferencia del resto de los
biotipos principalmente por la forma de la panoja y el tamafo de la espiguilla. La
caracterizacion primaria de una coleccion amplia de la especie mostré grandes
niveles de variabilidad para caracteres morfologicos de interés agronomico
(Sandro, 2014). En ese mismo trabajo se observo que la diversidad genética
dentro de las poblaciones en Uruguay se distribuye a lo largo de un gradiente
sur-norte, donde la misma disminuye a medida que se avanza hacia el extremo
norte de su distribucion (Sandro, 2014). Con respecto a la reproduccion del
biotipo Flavescens, la caracterizacion molecular del mismo mostré que es
altamente autégamo (Speranza, 2009).

c. Virasoro

Paspalum dilatatum subsp. flavescens biotipo Virasoro (Virasoro) se
distribuye en Argentina, en el area de Gobernador Virasoro y en la region de las
Misiones. Se extiende por el rio Uruguay hasta la region de “Planalto medio” de
Rio Grande del Sur en Brasil (Hickenbick et al., 1992). Este biotipo se diferencia
del biotipo Flavescens por presentar espiguillas de mayor tamafio y mayor
cantidad de nervaduras en lema y palea (Caponio y Quarin, 1987). Ha sido
objeto de estudio de varios trabajos que mostraron gran variabilidad y potencial
para la produccién de forraje (Da Costa y Scheffer-Basso 2003a, Da Costa y
Scheffer-Basso 2003b, Baréa y Scheffer-Basso 2007) y excelente produccion y
germinacion de semillas (Hickenbick et al. 1992, Souza-Chies y Cavalli-Molina
1995, Baréa y Scheffer-Basso 2007) con menores niveles de dormicion que
otros biotipos (Glison et al., 2015). Hickenbick et al. (1992) concluyeron que
tanto autofecundacion como polinizacion cruzada ocurren en este biotipo en
base a analisis con isozimas. Sin embargo, los dos individuos analizados por
Speranza (2009) resultaron totalmente homocigotos para 13 loci microsatélite,
sugiriendo un alto nivel de autogamia. Adicionalmente, tanto Flavescens como
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Virasoro muestran anteras y estigmas mas cortos que otros biotipos y esta
caracteristica es usualmente considerada evidencia morfolégica de autogamia
(Frankel y Galun 1977, Campbell et al. 1983), lo que sugiere que los
mecanismos involucrados en términos reproductivos de ambos biotipos sean
similares.

d. Vacaria

Paspalum dilatatum subsp. flavescens biotipo Vacaria (Vacaria) es
originario de la regidn de “Campos de Cima da Serra” en la provincia de Rio
Grande del Sur y el Planalto Catarinense en Brasil (Valls y Pozzobon, 1987) y
presenta gran potencial como productora de forraje (De Patta Pillar et al., 2009).
Valls y Pozzobon (1987) reportaron que Vacaria forma hibridos naturales con P.
urvillei en areas donde sus distribuciones se solapan, resultando en formas con
inflorescencias muy abundantes, porte erecto y espiguillas de dimensiones
intermedias, lo que dificulta la identificacién de estos como pertenecientes a una
u otra especie.

e. Paspalum dasypleurum

Paspalum dasypleurum tiene la distribucibn mas austral del grupo; se
distribuye en el centro y sur de Chile, y también ocurre ocasionalmente en
Argentina, en la provincia de Neuquén (Zuloaga y Morrone, 2005). Quarin y
Caponio (1995) estudiaron su citologia, comportamiento reproductivo y
cruzabilidad con los otros faxa del grupo y determinaron que el cruzamiento e
intercambio genético entre ellos es posible. Sin embargo, no se conocen
trabajos sobre su caracterizacion morfologica, ni tampoco sobre su utilizacion
y/o manejo. En Uruguay ha sido dificil cultivarla a campo'. Es probable que se
comporte con cierto porcentaje de fecundacion cruzada ya que para un analisis
con 15 loci de SSRs, mostré heterocigosis mayor a la esperada para una
especie autbgama (Speranza, 2009).

f. Origen y diferenciacion

Burson (1983) propuso que los TSGDP se originaron
independientemente a partir de los mismos padres, Paspalum juergensii Hack.
(JJ) y P. intermedium Munro ex Morong & Britton (ll) o de especies diploides
cercanamente emparentadas, como por ejemplo P. umbrosum Trin. (JJ) que
esta estrechamente emparentado con P. juergensii. Sin embargo, Speranza y
Malosetti (2007) encontraron un muy alto nivel de identidad plastidial entre ellos,
sugiriendo una estrecha base genética para el origen materno lo que sugiere un
origen comun (Rua et al., 2010). A pesar de esto, los TSGDP son entidades
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claramente diferenciadas morfolégica y fisiolégicamente, posiblemente por
cambios genéticos durante su evolucién (Burson, 1979) y acentuados por la
distribucion geografica alopatrica (Speranza, 2009). La diferenciacion genética
de los TSGDP es también altamente significativa; el 89% de la variabilidad es
asignada entre taxa (Speranza, 2009), lo que en suma, evidencia que
constituyen distintas unidades.

g. Microsatélites disponibles para estos materiales

La conservacion y manejo del germoplasma se basa estrictamente en el
conocimiento que se tiene sobre el mismo (Savidan 1987, Mohammadi y
Prasanna 2003). Adicionalmente, la aplicacion exitosa y eficiente del
mejoramiento genético de los TSGDP requiere del mayor grado de informacién
posible sobre la diversidad presente en cada uno de ellos. Por este motivo, es
fundamental contar con herramientas para poder estudiar el alcance de la
diversidad presente en los TSGDP. Como se expuso anteriormente, los
marcadores microsatélites son una herramienta que permite este tipo de
estudio. Wang et al. (2006) intentaron transferir SSRs de trigo, maiz y sorgo a
P. vaginatum Sw. P. lividum Trin. ex Schltdl. y P. remotum J. Rémy y resulté un
abordaje poco exitoso ya que de los 130 marcadores que probaron, en
promedio lograron amplificar el 61% pero de estos, unicamente el 51% mostré
polimorfismo por lo que solo el 30% fue efectivamente transferido. Lo 6ptimo es
recurrir @ marcadores desarrollados directamente sobre entidades
estrechamente relacionadas con la especie bajo estudio. Existe un total de 155
marcadores microsatélites disefiados sobre especies de Paspalum: 11 sobre P.
atratum Swallen (Cidade et al., 2010), 32 sobre P. dilatatum subsp. dilatatum
(Giordano et al., 2014), 15 sobre P. dilatatum subsp. flavescens (Speranza vy
Malosetti, 2007), 28 sobre P. notatum Fluggué (Cidade et al., 2009, 2013), 25
sobre P. plicatulum Michx. (Olivera et al., 2016) y 44 sobre P. vaginatum (Liu et
al. 1995, Jia et al. 2015). Giordano et al. (2014), Jia et al. (2015) disefiaron los
marcadores sobre regiones génicas por lo que estos no cumplen con la
condicion de ser neutrales y no pueden ser utilizados para estudios de
diversidad. Existe escasa informacion acerca de la caracterizacion y
transferibilidad de todos estos marcadores; muchos no cuentan con datos de
transferibilidad hacia ninguna otra especie (Liu et al. 1995, Jia et al. 2015,
Giordano et al. 2014) y para otros se reporta la transferibilidad a especies de
otros grupos distintos al Dilatata (Cidade et al. 2009, 2010, 2013, Olivera et al.
2016). Adicionalmente, estos ultimos autores no reportan la forma de herencia
de los marcadores ni cuantos loci se amplifican con cada marcador ya que al
tratarse de especies poliploides, cada marcador puede amplificar tantos loci
como genomios diferentes constituyan el genoma de la especie. Unicamente los
disefiados por Speranza y Malosetti (2007) son transferidos a todos los TSGDP,
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cuentan con informacion de cuantos loci se amplifican por marcador y su
herencia fue evaluada por lo que hasta el momento, representan el unico set de
marcadores confiables para ser usados en los TSGDP. A pesar de esto, no son
suficientes para realizar inferencias consistentes (Speranza, 2009) ya que
fueron disenados sobre un solo taxon y sufren de sesgo de desarrollo (son
desigualmente variables entre los biotipos y especes). Si se contara con
marcadores desarrollados sobre cada uno de los materiales en igual proporcién,
este efecto tal vez podria verse disminuido. EI mejor abordaje parece ser
concebir los marcadores desde el inicio con el fin de que sean informativos en
todos los taxa a la vez, lo que implica desarrollarlos sobre cada material y
elegirlos desde la primera etapa de seleccion por como varian en todos los
materiales objetivo.
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lILMATERIALES Y METODOS

A. MATERIAL VEGETAL

Se procurd representar la variabilidad disponible de cada taxon en
forma pareja (Figura 1). Sin embargo, de algunos taxa se accedié a poco
material. En total, de los TSGDP se utilizaron diez individuos de Flavescens de
Uruguay y de Argentina, ocho individuos de Vacaria de Brasil, cuatro individuos
de Virasoro de Brasil y Argentina, cuatro individuos de P. dasypleurum de Chile
y trece individuos de P. urvillei. También se incluyeron algunos materiales de
los diploides emparentados con los TSGDP, diez individuos de P. intermedium
pertenecientes a tres lugares de colecta en Argentina y ocho individuos de P.
umbrosum de Uruguay y Argentina (Cuadro 1).
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Figura 1. Mapa de distribucion de los materiales de los diferentes taxa
utilizados.
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Cuadro 1. Identificacion y origen del material vegetal del género Paspalum utilizado.

Especie o

Identific

biotipo aci6N Accesion Ubicacion
Flavescens 7 7355 R 3, entrada a Trinidad, 100 m antes de la via, Uruguay
2n =4x =40 50 7363 R 8 km 34,3, Uruguay
(nJJ) 57 7364 R 8 km 145, Uruguay
66 7433 R 11 km 51,7, Uruguay
68 7434 R1 hacia Riachuelo, Colonia, Uruguay
79 7470 R 11 km 65,6, Uruguay
101 7479 R 7 km 149,3, Uruguay
Pf1s 7218 R 10 km 0,200, Uruguay
FAr2 Pl 508720 Pila, Provincia de Buenos Aires, Argentina
FAr1 Pl 508723 A 25 km este de General Belgrano, Argentina
Vacaria Vacl Pl 404398 5&;7/2}.3 8 km norte de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil. Hibrido con P.
on = 4x = 40 Vac2 Pl 404370 §u1|,1gr281"92 km de Vacaria por la al norte de Porto Alegre, Rio Grande do
(114J) Vac3 P1404382 R 285, a 10 km este de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil
Vacb P1404372 Estacion Agricultural Experimental, Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil
Vac6 Pl1404434 Camino a Bom Jesus, a 25 km easte de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil
Vac7 PI1508689 A 27 km noreste de Sao Jarquim, Santa Catarina, Brasil
Vac9 P1404436 Camino a Torres, a 4 km este de Aratinga, Rio Grande do Sul, Brasil
Vac11 P1404388 Camino a Nova Prata, a 14 km al sur de Barreto, Rio Grande do Sul, Brasil

ve



Virasoro
2n =4x =40
(114J)

P. dasypleurum
2n =4x =40
(nJJ)

P. intermedium
2n=2x=20
(1)

P. umbrosum
2n=2x=20
(JJ)

P. urvillei
2n =4x =40

\
340
V14806
V24352

331
Das3
Das?2

Dil59 Pl 202299

Int2S
IntV
333

19
22
325
335
337
338
341

343
Urv2

7207

7666
7667

Gobernador Agr. Valentin Virasoro, Argentina
Vieja terminal de 6mnibus en Garruchos, Santo Tomé, Corrientes, Argentina
Paso Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil

Valdivia, Chile

Gral Lagos, Valdivia, Chile
Jardin Botanico, Valdivia, Chile
Bio-Bio, Chile

R 11 a 66 km N de Resistencia Argentina
A 17 km este de Pirane, Formosa, Argentina

R 30 km 109,5, Bajada de Pena, Uruguay

R 30 km 108,4, Uruguay

R 30, Uruguay

Rivera, Uruguay

Berro y Bushental, Prado, Montevideo, Uruguay.

Departamento Forestal, Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay
R 30 km 249, Uruguay

Vieja terminal de 6mnibus en Garruchos, Santo Tomé, Corrientes, Argentina

Pl 164065 Florianopolis, Santa Catarina, Brasil

14



(114J) UrvQ  PI1203752 Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
Urv1i4 Pl1462306 R 3 km 551,8, Salto, Uruguay
Urv16 P1509009 R 116 a 3 km sur de Canais do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil
Urv17 P1509010 R 116, a 6 km N del rio Pelotas, Santa Catarina, Brasil
Urv27 7392 Camino a Las Cumbres de La Ballena, Maldonado, Uruguay
Urv21 PI1509017 A 32 km norte de Villa Montes, Tarija, Bolivia
Urv19 PI1 509013 A 3 km sur de Villa Maria, Villa Nueva, Cordoba, Argentina
Urv18 P1509012 R 8 a 162 km oeste de Buenos Aires, Argentina
Us 7199 R 10 km 0,2, Uruguay

B. SECUENCIAS

Se partio de entre 2 y 4 millones de lecturas obtenidas a partir de la plataforma lllumina Miseq (paired
end, 250 pb) de un individuo de P. urvillei, Vacaria, Virasoro y Flavescens. Estas lecturas representan una
cobertura del genoma de entre el 0,4 y el 0,7 x de cada taxon (Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero de lecturas y cobertura producto de la secuenciacion por taxon.

Taxon Flavescens Vacaria Virasoro  P. urvillei
Individuo Pf1s Vach V UsS
Numero de secuencias 2375112 3963618 1941796 3143222
Tamafo del genoma (Mb)* 1188 1139 1120 1174
Cobertura (x) 0,4 0,7 0,4 0,6

*Vaio et al. (2007).

9¢
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C.METODOS

1. Secuenciacion, identificacion y diseno de marcadores

La calidad de las lecturas obtenidas de la secuenciacion fue analizada
con la herramienta FastQC (Andrews, 2016) en la plataforma usegalaxy.org
(Afgan et al., 2016). Posteriormente, se sometieron las secuencias al proceso
de remocién de adaptadores vy filtrado por calidad con la herramienta
Trimmomatic (Bogler et al., 2014) con las opciones TRAILIN = 20, SLIDING
WINDOW = 6,20 MINLEN = 50 en la plataforma anteriormente mencionada. Los
ensamblajes se realizaron con SPAdes 3.1 (Bankevich et al., 2012) con las
opciones —careful y —only-assembler. La busqueda de repeticiones de tipo
microsatélites se realiz6 con Phobos (Mayer, 2010) y el disefio de los
cebadores con Primer3 (Untergasser et al.,, 2012), ambos en el ambiente de
Geneious R9°. Los microsatélites elegidos para disefiar los cebadores fueron
perfectos y de al menos 30 pb. Se solicitaron 20 pares de cebadores de entre
18 y 25 pb, con Tm de entre 52 y 57 °C, %GC entre 35y 75 y que determinen
un tamano del producto de entre 200 y 250 pb. Para seleccionar un solo par de
cebadores a partir todos los pares de cebadores posibles, se tomaron en cuenta
los siguientes criterios: se seleccionaron aquellos con al menos 20 pb de
distancia a la repeticion, sin secuencias repetitivas en el cebador y con los
menores valores de hairpin, self dimmer y pair dimmer posibles. Con el fin de
eliminar cebadores duplicados, los “contigs” sobre los que se disefiaron fueron
mapeados en Geneious R9®, con la herramienta “Map to Reference”, contra los
cebadores disefiados por otros autores y contra los disefiados en este trabajo.
A los cebadores iniciadores se les agrego la secuencia del M13 (Boutin-
Garnache et al.,, 2001) y tanto estos como los cebadores reversos fueron
sintetizados por Macrogen.

2. Validacion de los marcadores

Las parejas de cebadores disefiados se denominaron de acuerdo a la
especie focal y constituyen las series: Pur (P. urvillei), Pdva (Vacaria) Pdvi
(Virasoro) y Pdfl (Flavescens). En una primer instancia, todos los pares de
cebadores disehados se probaron en un panel de amplificacion; los marcadores
disefiados sobre P. urvillei y Vacaria del 1 al 15 se probaron en el panel de
amplificacion 1 mientras que los disefiados sobre Vacaria del 16 al 19 y los
disefiados sobre Virasoro y Flavescens se probaron en el panel de
amplificacion 2 (Cuadro 3). A partir de los resultados obtenidos en esta
instancia, se eligieron los 10 marcadores mas informativos de las series de
marcadores Pur y Pdva (disefiadas sobre P. urvillei y Vacaria respectivamente)
para evaluar su variabilidad en un panel de variabilidad (Cuadro 4). Una vez
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genotipados los individuos, se calcularon indicadores de riqueza alélica, numero
promedio de alelos por locus (A), heterocigosis esperada (He), heterocigosis
observada (Ho), con el complemento para Microsoft Excel GenAlEx 6.3.2
(Peakall y Smouse, 2006, 2012) y PIC con Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007)
para cada marcador y taxon a los efectos de comparar el grado de polimorfismo
y transferibilidad de los mismos.

Cuadro 3. Integracion de taxa de Paspalum en paneles 1 y 2 para
control de amplificacién de microsatélites de la serie Pur y Pdva y de la serie
Pdvi y Pdfl, respectivmaente.

Taxon Panel 1 Panel 2
Flavescens Pf1s Pfls
79-14 FAr1
Vacaria Vac5-1 Vac5-1
Vac11-3 Vac7-1
Virasoro \% \%
V340
P. 331 331
dasypleurum Das2/3-1 Das3-1
P. | 333 IntV-1
intermedium Int2S-1
P. umbrosum  J19 F6 J22 F6
J337
P. urvillei usS usS

Urv21 Urv17-1

Denominacion de individuos de acuerdo a Cuadro 1.

a. Analisis de la segregacion de los marcadores

El analisis de la segregacion se realizé en 34 individuos de la F2 del
cruzamiento entre un Virasoro y un Flavescens descripto en Speranza y
Malosetti (2007). A partir de estos resultados, se calcularon las frecuencias
alélicas y se realiz6 la prueba estadistica de x* bajo el modelo 1:2:1.

b. Extraccion de ADN y protocolo de amplificacion de los marcadores

Las extracciones de ADN se realizaron siguiendo el protocolo propuesto
por Doyle y Doyle (1987), Collins y Symons (1992). La amplificacion de los
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fragmentos se realiz6 por medio de PCR; la reaccion consistié en PCR tampdn
1x, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,15 mM, M13 0,40 uM, cebador iniciador 0,30 uM,
cebador reverso 4,5 yM, BSA 0,80 pg, Taq 0,60 U/uL, ADN 150 ug y H2O hasta
completar un volumen de 15 pL. El ciclo de amplificacién para todos los
cebadores consistié en una etapa inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante
5’, 50 ciclos de 94 °C por 30 s, 51 °C por 30 sy 72 °C por 30 s y una extension
final de 72 °C por 5 min, seguida por 10 °C de tiempo indefinido hasta el
almacenamiento a -20 °C. El producto de amplificacién se corrié en un gel de
agarosa [1%] a 150 V durante 1 h, tefido posteriormente con bromuro de etidio
durante 5’ y lavado en agua durante 10 min. Confirmada la amplificacion del
fragmento objetivo, las muestras fueron acondicionadas y enviadas al servicio
de secuenciacion del instituto DNA fragment analysis de la universidad de Yale.
La lectura y genotipado se realizd con los programas Geneious R9° y Peak
Scanner™ Version: 1.0. A las longitudes observadas de los fragmentos se les
sustrajo 19 pb que corresponden a la secuencia agregada al cebador iniciador
para la marcacion fluorescente.



Cuadro 4. Individuos de los distintos taxa del género Paspalum utilizados en el panel de variabilidad.

P. urvillei Flavescens Vacaria Virasoro dasypl-;éurum in ternljé dium P. umbrosum
2n = 4x 2n = 4x 2n = 4x 2n = 4x 2n = 4x 2n = 2x 2n = 2x
Urv2-1 7-1 Vac1-1 Vv* 331 Int2S 5 325
Urv9-1 50-1 Vac2-1 340 Das2 Int2S 7 332
Urv14-1 57-1 Vac3-1 V24352 Das3 Int2S 27 1 335
Urv16-1 66-1 Vach-1* V14806 D59-1 Int2S 27 2 337
Urv17-1 68-1 Vac6-1 IntV 1 338
Urv18-1 79-1 Vac7-1 IntV 2 341-1
Urv19-1 101-1 Vac9-1 IntV 4 341-2
Urv27-1 FAr1-1 Vac11-1 IntV 5 19

us* FAr2-1 IntV 6 22
343 Pf1s* 333

* Individuos sobre los que se disefiaron marcadores.

o€
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IV. RESULTADOS

A. SECUENCIACION Y ENSAMBLAJE

Entre el 82 y el 88 % de las secuencias con las que se contaba
cumplieron con los parametros de calidad establecidos en la herramienta
utilizada para el filtrado por calidad. Las lecturas de Flavescens fueron las que
se descartaron mas en este proceso de filtrado mientras que las de los otros
taxa estuvieron relativamente parejas en términos de calidad. La mediana del
tamafio de las secuencias filtradas vario entre 227 y 245. El largo de los
ensamblajes logrados fue de entre 40,9 y 115,8 Mb, siendo minimo para
Virasoro y maximo para Vacaria, con un N50 de entre 718 y 816 pb y
representan entre el 3,6 y el 10,2 % del genoma de los taxa (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados de filtrado y ensamblaje a partir de la informacion
de secuencias genomicas disponibles para cada faxon de Paspalum.

P. urvillei  Vacaria Virasoro Flavescens

Lecturas filtradas 2770004 3433130 1661678 1944692
Lecturas filtradas (%) 88 87 86 82
MT lecturas filtradas (pb) 242 240 227 245
Largo ensamblaje (Mb) 82,0 115,8 40,9 54,8
N50 ensamblaje (pb) 805 816 718 744
% genoma ensamblado 7,0 10,2 3,6 4,6

MT: Mediana del tamano.

B. BUSQUEDA DE MICROSATELITES Y ELECCION DE CEBADORES

La busqueda de microsatélites permitio identificar entre 128704 y
372853 sitios con repeticiones para cada taxon, que representaron entre el 3,12
y el 3,35 % del ensamblaje. La distribucion de los diferentes tipos de repeticion
fue muy similar en todos los taxa. Las repeticiones de tipo trinucleétidos fueron
las mas abundantes, representando entre el 28,5 y el 32,6 % de los
ensamblajes. El segundo tipo de repeticibn mas abundante fueron los
pentanucledtidos y mononucledtidos, representando entre el 17,9 y el 18,6 % vy
entre el 17,9 y el 23,3 % de los ensamblajes respectivamente. Las repeticiones
de tetranucledtidos y dinucledtidos fueron las menos abundantes en términos
relativos para todos los taxa, representando entre el 17,1y el 17,4 % y entre el
13,2 y 13,9 % de los ensamblajes respectivamente.
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A pesar de la gran cantidad de repeticiones encontradas, aquellas que
cumplieron con ser mayores a 30 pb fueron entre 63 y 299 segun el taxon,
siendo el valor minimo el de Virasoro (Cuadro 6). En P. urvillei, Vacaria y
Flavescens, se encontré un numero suficiente de repeticiones mayores a 35 pb,
entre 44 y 96, por lo que en estos taxa se aplico ese filtro mas restrictivo. En los
“contigs” de muchas de las repeticiones que cumplieron con el parametro del
largo, no se contaba con espacio suficiente para disefiar cebadores o el
contendio de GC de la secuencia flanqueante no lo permitia. También se
descartaron potenciales loci por tener otra repeticion cerca. De todos los
posibles pares de cebadores posibles, se descarté un alto numero por
complejidad de la secuencia, alto hairpin, self dimer o pair dimer. Se
seleccionaron unicamente los pares de cebadores que cumplieron con todos los
parametros de calidad exigidos y estos representaron 19 pares de cebadores
sobre Vacaria (Anexo 1), 23 sobre P. urvillei (Anexo 2), 20 sobre Virasoro
(Anexo 3) y 21 sobre Flavescens (Anexo 4), y se les asigné el prefijo Pdva, Pur,
Pdvi y Pdfl respectivamente.

Cuadro 6. Repeticiones totales, mayores o iguales a 35 y 30 pb vy
numero de pares de cebadores elegidos por taxon.

P. urvillei Vacaria Virasoro Flavescens

Repeticiones totales 271351 372853 128704 174391
Repeticiones >= 35 pb 85 96 29 44
Repeticiones >= 30 pb 172 229 63 99

Pares de cebadores elegidos 23 19 20 21

En todas las series de marcadores, el tipo de repeticion que cumplid
con todas las exigencias mas representado fueron los dinucledtidos,
representando entre el 45 y el 63 % de cada serie; los trinucledtidos
representaron entre el 20 y el 29 %; los pentanucledtidos entre el 11y el 20% y
por ultimo los tetranucleotidos entre el 5y el 17 % (Figura 2). El mapeo de los
cebadores disefados contra los “contigs” mostré una sola coincidencia, entre
los cebadores Pur1 y Pdfl41 por lo que este ultimo no fue utilizado.



33

100% . .
80% I I
60%
40%
20%
0%
Pur Pdva Pdvi Pdfl
E Dinucledtidos Trinucleodtidos
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Figura 2. Distribucién relativa de los tipos de repeticiones remanentes
luego de aplicar un proceso de seleccion basado en criterios sobre
caracteristicas del microsatélite y de las secuencias flanqueantes por serie de
marcadores.

C.EXITO DE AMPLIFICACION

A pesar de que se utilizdé un solo programa de PCR, de los 82 pares de
cebadores disenados, 65 amplificaron y se pudieron caracterizar en la mayoria
de los taxa, representando un 79 % de éxito en promedio para todas las series.
El éxito de amplificacién de cada serie de cebadores vario entre 74 y 85 %
(Cuadro 7). La gran mayoria de los pares de cebadores disefiados amplifico en
todos los TSGDP, a excepcidon de seis marcadores que no amplificaron en P.
dasypleurum, uno que no amplifico en Virasoro y otro que no amplifico en P.
urvillei. Varios marcadores no amplificaron en uno o en ambos diploides (Figura
3).

Cuadro 7. Numero de cebadores evaluados, amplificados y éxito de
amplificacion por serie y total.

Pur Pdva Pdvi Pdfl Total
Numero de marcadores evaluados 23 19 20 20 82
Numero de marcadores amplificados 19 14 15 17 65
Exito de amplificacion (%) 83 74 75 85 79




34

Serie Das Flv Vir Vac Urv Umb Int

Pur: Marcadores disefiados sobre Paspalum urvillei, Pdva: Marcadores disefiados sobre
Vacaria, Pdvi Marcadores disefiados sobre Virasoro, Pdfl. Marcadores diseiados sobre
Flavescens, Das: P. dasypleurum, Flv: Flavescens, Vir: Virasoro, Vac: Vacaria, Urv: P. urvillei,
Umb: P. umbrosum, Int: P. intermedium.

Figura 3. Representacion grafica de los resultados de la amplificacién
de los pares de cebadores disefiados en el panel de amplificacién por serie y
taxon.
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D. INTERPRETACION

Al tratarse los tetraploides de tfaxa autégamos, se espera que el
porcentaje de loci en estado de heterocigosis sea relativamente bajo. Sin
embargo, en 16 pares de cebadores todos los tetraploides mostraron dos
productos de amplificacion. Esto se interpretd6 como que se estaban
amplificando dos loci. De estos 16 pares de cebadores, 1 corresponde a la serie
Pur, 5 a la serie Pdva, 4 a la serie Pdvi y 6 a la serie Pdfl. Adicionalmente, un
par de cebadores de la serie Pdva amplificd cuatro productos de amplificaciéon
en todos los tetraploides, y dos alelos en los diploides, lo que se interpreto
como que el marcador amplifica cuatro loci. En la mayoria de los pares de
cebadores que amplificaban dos loci, un locus amplific6 en P. umbrosum vy el
otro en P. intermedium aunque en otros marcadores con dos /oci, debido a la
similitud en el largo de los alelos de estos diploides, se adjudicaron al mismo
locus (Figura 4).

Pdva5

- = Pdva5 2

Pdva7

Pdva7 2

— Pdval5s

- Pdva 15 2

Pdval8
— Pdva 18 2

Vac Das Urv Flv Vir Umb Int

Vac: Vacaria, Das: P. dasypleurum, Urv: P. urvillei, Flv: Flavescens, Vir: Virasoro, Umb: P.
umbrosum, Int: P. intermedium.

Figura 4. Genotipos multilocus de cuatro marcadores que amplificaron
dos loci en el panel de amplificacion.
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La interpretacion se plante6 como otro criterio de seleccion de los pares
de cebadores. Se descartaron algunos marcadores cuyo patron resulté de dificil
interpretacion, principalmente por amplificar mas de un locus y presentar alelos
muy similares en ambos, lo que dificultaba la asignacion de qué alelo
correspondia a cada locus.

E. POLIMORFISMO EN EL PANEL DE A’MPLIFICACION Y ELECCION DE
MARCADORES PARA AMPLIFICACION EN EL PANEL DE VARIABILIDAD

Un gran numero de marcadores evidenciaron polimorfismo en el panel
de amplificacion (Figura 5). En base a esta informacion, a la consistencia en la
amplificacion y facilidad de genotipado, se eligieron los marcadores 1, 4, 5, 6,
11, 12, 13, 14, 15 y 17 de la serie Pur y los marcadores 2, 4, 5, 6, 7, 8, 15, 16,
17, 18 de la serie Pdva para ser amplificados en el panel de variabilidad.

F. AMPLIFICACION Y POLIMORFISMO EN EL PANEL DE VARIABILIDAD

Todos los marcadores seleccionados para esta etapa fueron
exitosamente amplificados en el panel de variabilidad. El unico marcador
seleccionado que no habia amplificado en uno de los tetraploides en el panel de
amplificacion, Pur15 en P. dasypleurum, tampoco amplificé en los demas
individuos de esta especie del panel de variabilidad. Sin embargo, algunos de
los pares de cebadores que no habian amplificado en P. umbrosum y en P.
intermedium en el panel de amplificacién si amplificaron en otros individuos de
estas especies mientras otros pares de cebadores siguieron sin amplificar en
ellos. En el Anexo 5 se presenta la informacion de numero y rango de alelos,
heterocigosis observada y esperada e indice de contenido de polimorfismo para
cada marcador por taxa bajo estudio. Se detectaron en este panel de
variabilidad, nuevas variantes alélicas que no se habian podido apreciar en el
panel de amplificacion para todos los biotipos y especies (Figura 6). Los
mayores numeros de alelos se alcanzaron para P. intermedium y P. urvillei.
Entre el 57 y el 100 % de los loci amplificados en cada taxon resultaron
polimorficos, con algunas diferencias segun la serie; algunos taxa mostraron
mayor porcentaje de /oci polimorficos con la serie Pur y otros con la serie Pdva.
Para la mayoria de los tetraploides el porcentaje de loci polimérficos fue mayor
para la serie Pdva a excepcion de Vacaria, cuyo porcentaje de loci polimérficos
es ligeramente mayor para la serie Pur. El porcentaje de loci polimorficos de P.
urvillei fue 100 % en ambas series de marcadores. El mayor numero de alelos
promedio por taxon fue el de P. urvillei para la serie de marcadores disefiados
sobre él. Sin embargo, esta especie fue la que mostré el mayor numero de
alelos también para la serie de marcadores disefiados sobre Vacaria aunque
este valor fue menor que el anterior.



37

Serie Das Flv Vir Vac Urv Umb Int
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Pur: Marcadores disefiados sobre Paspalum urvillei, Pdva: Marcadores disefiados sobre
Vacaria, Pdvi Marcadores disefiados sobre Virasoro, Pdfl. Marcadores diseiados sobre
Flavescens, Das: P. dasypleurum, Flv: Flavescens, Vir: Virasoro, Vac: Vacaria, Urv: P. urvillei,
Umb: P. umbrosum, Int: P. intermedium, A: nimero de alelos.

Figura 5. Distribucion de niveles de riqueza alélica en el panel de
amplificacion en cada locus por serie y taxon.
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Locus
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Das: P. dasypleurum, Flv: Flavescens, Vir: Virasoro, Vac: Vacaria, Urv: P. urvillei, Umb: P.
umbrosum, Int: P. intermedium, A: Niumero de alelos.

Figura 6. Variabilidad alélica de cada marcador en el panel de
variabilidad por taxon.



39

P. intermedium y P. umbrosum mostraron mayores numeros de alelos
promedio que los tetraploides (excepto por P. urvillei) en los marcadores que
efectivamente amplificaron sobre ellos. El tetraploide que mostré menor numero
de alelos promedio fue Virasoro para ambas series de marcadores. La
heterocigosis observada promedio para todos los marcadores vari6é entre 0 y
0,34, siendo menor en Flavescens y Virasoro y mayor en P. infermedium. Los
indices de contenido de polimorfismo variaron entre 0,22 y 0,60 con los valores
extremos para Virasoro y P. urvillei respectivamente (Figura 7). El indice de
contenido de polimorfismo tuvo una gran dispersion entre y dentro de
marcadores y taxa. El PIC por marcador varié entre 0,51 y 0,90, siendo el
menor correspondiente al marcador Pdva5 locus 1 y el mayor a los marcadores
Pdva 7 locus 1 y Pdva 8 con igual valor. El PIC para todos los marcadores y
taxa a la vez fue de 0,82 y el PIC promedio de todos los marcadores en los
tetraploides fue de 0,77.

o 0.70 040 o
% 0,60 o e [ 035
0,50 0,30
0,40 0.25
e o 020
030 o ® . 0.15
0,20 ¢ 0.10
0,10 0,05
O ’ OO [ ] o 0 ,0 0

Das Flv Vir Vac Urv Umb Int

® indice de contenido de polimorfismo

® Heterocigosis observada

Das: P. dasypleurum, Flv: Flavescens, Vir: Virasoro, Vac: Vacaria, Urv: P. urvillei, Umb: P.
umbrosum, Int: P. intermedium.

Figura 7. Heterocigosis observada (Ho) e indice de contenido de
polimorfismo (PIC) para todos los marcadores segun taxon.

Algunos marcadores resultaron sumamente informativos en todo el
conjunto de especies a pesar de mostrar una sola variante alélica para algunos
taxa en el panel de variabilidad porque, en base a la variabilidad observada, su
rango de amplificacion no se solapa con el de otros biotipos o especies, es
decir, muestran un rango taxon-especifico (Figura 8).
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Urv Vac Flv Das Vir

Urv 9 11 11 10
Vac 9 13 15 17
Flv 11 13 9 19
Das 11 15 9 18
Vir 10 17 19 18

Figura 8. Numero de marcadores con rangos de amplificacién no
solapantes entre las diferentes combinaciones de taxa.

Sin tomar en cuenta los loci interpretados como homedlogos al locus
sobre el que se disefid el marcador, en todos los casos en la especie sobre la
que se desarrollaron los marcadores, la especie focal, se encontraron alelos de
tamafnos mayores al utilizado para disefar los cebadores. Sin embargo, el
promedio del desvio del numero de repeticiones promedio fue de -1 y vario
entre -10 y 5 repeticiones debido a que tres marcadores mostraron alelos de
longitudes promedio mucho menores al disefiado (Figura 9 A). Si se considera
que todos los productos de amplificacion de todos los taxa son alelos, el
promedio del numero de repeticiones promedio para todos los marcadores
amplificados en el panel de variabilidad en los tetraploides fue de -3
repeticiones con respecto a la secuencia sobre la que fueron disefados,
variando entre -11 y 2 repeticiones (Figura 9 B). Se observaron alelos con hasta
117 pb menos que la secuencia disefiada, y con hasta 144 pb mas que el
marcador disefiado. En promedio, se encontraron -13 repeticiones menos como
minimo y 16 repeticiones mas como maximo respecto al alelo del individuo
sobre el que se diseid el marcador.
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NR: Numero de Repeticiones, Max.: Maximo, Min.: Minimo, 2: Dinucledtidos, 3: Trinucledtidos,
4: Tetranucledtidos, 5: Pentanucleétidos, H: Loci homedlogos.

Figura 9. Desvio del numero de repeticiones promedio, maximo y
minimo de los alelos del panel de variabilidad respecto al numero de
repeticiones del individuo sobre el que se disefi6 el marcador (linea gris) para la
especie focal (A) y para todos los tetraploides (B).

Los mayores indices de contenido de polimorfismo en todos los
tetraploides a la vez se observo en los marcadores cuya unidad de repeticion
esta compuesta por dos nucledétidos mientras que el menor indice de contenido
de polimorfismo se observé para un marcador de tipo trinucleétido. Si bien el
muestreo esta desbalanceado, se observa una tendencia de mayor indice de
contenido de polimorfismo a menor largo de la unidad de repeticion (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion del indice de contenido de polimorfismo (PIC) de
los marcadores amplificados en los tetraploides del panel de variabilidad segun
el largo de la unidad de la repeticion.

Por otro lado, no se observo una tendencia clara entre el numero de
repeticiones o el largo de la repeticion de la secuencia sobre la que se disefo el
marcador y su indice de contenido de polimorfismo (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de repeticion (numero de veces que esta la
unidad de repeticion, NR) en funcidn del indice de contenido de polimorfismo en
los tetraploides.
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G.ANALISIS DE LA SEGREGACION

La prueba estadistica de x? bajo el modelo 1:2:1 resulté para todos los
marcadores en un p-valor mayor a 0,05 a excepcion de Pdva6 y Pdva16 por lo
que unicamente la segregacion de esos marcadores se vio desviada de los
patrones de segregacion mendeliana esperados (Cuadro 8). En el locus 1 del
marcador Pdva15 no se pudo evaluar la segregacion porque ambos padres
presentaron el mismo alelo.

Cuadro 8. Resultados del analisis de la segregacién de cada marcador
en la poblacion segregante de la cruza de un Flavescens y un Virasoro.

F H V p-valor n

Pur1 9 10 11 0,17 30
Pur4 11 10 10 0,14 31
Pur5 9 15 5 0,57 29
Pur6 4 16 11 0,20 31
Pur11 10 12 10 0,37 32
Pur12 8 17 7 0,91 32
Pur13 9 15 8 0,91 32
Pur14 8 17 7 0,91 32
Pur15 5 14 13 0,11 32
Pur17 11 16 5 0,32 32
Pdva2 9 17 6 0,71 32
Pdva4 10 17 5 0,43 32
Pdva5 9 14 8 0,84 31
Pdva6 17 13 2 0,00 32
Pdva7 10 16 4 0,28 30
Pdva7 2 10 9 12 0,06 31
Pdva8 12 13 7 0,26 32
Pdva15 0 32 0 0,00 32
Pdva15 2 6 21 5 0,20 32
Pdva16 17 12 3 0,00 32
Pdva17 11 16 5 0,32 32
Pdva18 5 17 10 0,43 32
Pdva18 2 3 19 10 0,12 32

F: Numero de individuos homocigotas para el alelo del padre Flavescens, V: Numero de
individuos homocigotas para el alelo del padre Virasoro, H: Numero de individuos heterocigotas,
n: Numero de individuos en los que se logré amplificar el marcador para la prueba.
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V. DISCUSION

A. DISTRIBUCION DE MICROSATELITES EN LOS GENOMAS DE LAS
PLANTAS

El porcentaje del ensamblaje que representaron las repeticiones, entre
3,12 y 3,35 %, esta dentro del rango de composicion de repeticiones de los
genomas de plantas revisados por Gao et al. (2013), de entre 0,85y 7,5. Por
otro lado, Kalia et al. (2011) mencionaba que la frecuencia de los microsatélites
en un genoma esta inversamente relacionada con el tamafo del mismo. Era de
esperar entonces, que en estos taxa con un genoma de tamano tan similar, de
entre 1120 y 1188 Mb, estén representados en proporciones muy similares por
repeticiones microsatélites.

Lawson y Zhang (2006) encontraron patrones de distribucion de tipos
de microsatélites diferentes en el estudio de dos plantas modelo, una
monocotiledénea y otra eudicotiledénea (arroz y Arabidopsis). La mayor
abundancia de repeticiones de tipo trinucledtido en todos los taxa coincide con
lo reportado por estos autores para el genoma de la monocotiledonea que
estudiaron. Sin embargo, el resto de las abundancias de los otros tipos de
repeticiones, mononucleadtidos, dinucleétidos, tetranucleotidos y
pentanucledtidos, no sigue el mismo patron que en el arroz, lo que se puede
deber a divergencias entre los genomas de esta y las especies de Paspalum o
al hecho de que la muestra de secuencias utilizada es aun pequefa para ser
representativa del genoma de estos taxa.

B. DISENO A PARTIR DE SECUENCIACION: ENSAMBLAJE

El proceso de ensamblaje realizado resultd positivo en diferentes
aspectos: permiti6 aumentar mas de tres veces la mediana del largo de las
secuencias disponibles; aporté confianza a la secuencia y, como es discutido
por Zalapa et al. (2012), limit6 la redundancia de loci. Esto resulté en “contigs”
de secuencia mas confiable que las lecturas sin ensamblar, con espacio
suficiente para disefiar cebadores no redundantes que cumplieron con todos los
parametros de calidad exigidos.

A pesar de la baja cobertura del genoma con el que se contaba, y que
determind que el porcentaje del genoma ensamblado, incluyendo las lecturas
que quedaron sin ensamblar, no supere el 10 %, se puede afirmar que la
informacion gendmica disponible fue suficiente para disefiar el numero de
marcadores deseado.
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C.EXITO DE AMPLIFICACION

El éxito de amplificacibn de los marcadores en el panel de
amplificacion, en promedio 79 %, es similar al reportado por Sonah et al. (2011),
que con una metodologia similar obtuvieron un 80% de éxito de amplificacion.
Es importante destacar que a diferencia de lo realizado por estos ultimos
autores, en este trabajo todos los pares de cebadores se amplificaron con el
mismo programa y para los pares de cebadores que no amplificaron no se
probd ajustar la temperatura, metodologia que podria haber aumentado el éxito
de amplificacién que se decidié no adoptar. Teniendo en cuenta esto, se puede
afirmar que el porcentaje de éxito es muy bueno para todas las series de
marcadores. Este resultado positivo es probable se deba, en una primera
instancia al filtrado por calidad de las lecturas, recomendado por Wei et al.
(2014) a partir del cual se descarto entre el 13 y el 18 % de las secuencias, y al
ensamblaje que brindé mayor confianza a las secuencias. Posterior a esto, los
estrictos parametros exigidos en la etapa de disefio que resultaron en el
descarte de un numero muy grande de potenciales loci y de pares de cebadores
también es probable que hayan influenciado positivamente el éxito de
amplificacion.

D. POLIMORFISMO Y TRANSFERENCIA

Mediante el panel de amplificacion 2, se lograron detectar mayores
polimorfismos que con el panel de amplificacion 1. Esto se debe a que tres de
los taxa pasaron a tener dos representantes en lugar de uno y a que,
especificamente en el caso de Vacaria, se determind que los individuos que se
estaban utilizando en el panel de amplificacion 1 eran muy similares y no
representaban al biotipo de la mejor manera por lo que uno de ellos se sustituyé
por otro menos relacionado con los individuos anteriormente utilizados. En el
panel de variabilidad, se confirmo el alto nivel de polimorfismo caracteristico de
los microsatélites (Hoshino et al. 2012, Putman y Carbone 2014, Hodel et al.
2016). Los valores de PIC fueron diferentes para cada uno de los faxa
considerados individualmente y variaron entre 0,22 y 0,60. Si asumimos que
los fragmentos amplificados en diferentes especies son alélicos, todos los
marcadores focales mostraron un PIC mayor a 0,7 en el conjunto de todos los
materiales tetraploides analizados. Esta alta capacidad de discriminacion vy
variabilidad sera especialmente util en el analisis de hibridos entre estos cinco
taxa. En trabajos futuros con estos hibridos, podra confirmarse la naturaleza
alélica de las distintas variables de cada marcador.

Algunos pares de cebadores que en el panel de amplificacion no habian
amplificado en P. umbrosum y en P. intermedium si fueron exitosamente
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amplificados en este panel mayor. Esto se debe probablemente a la ocurrencia
de alelos nulos, es decir, cambios en la region de unién del cebador en algunos
individuos. Afortunadamente, la ampliacion de la muestra de cada taxon
permitié detectar la presencia de varios loci en ellos. Este mayor numero de
representantes también evidencidé polimorfismos que no se habian podido
apreciar en el panel de amplificacion para todos los biotipos y especies,
presentando la oportunidad de estimar de una mejor manera la cantidad de
informacion que brindan, y el potencial de uso de los marcadores.
Adicionalmente, si bien se priorizaron para seguir adelante los marcadores para
los que en el panel de amplificacidn se observo variabilidad, la amplificacién en
el panel mayor mostro variabilidad inclusive en taxa que parecian ser
monomorficos. Por lo tanto, de los marcadores disefiados que amplificaron en el
panel de amplificacion pero no fueron seleccionados por razones ajenas a la
interpretacion, hay varios potencialmente utiles para ser utilizados en el futuro.
Por otro lado, los polimorfismos observados por taxon para ambas series de
marcadores evaluados en el panel de variabilidad, Pur y Pdva, fueron similares.
En base a esto, se podria afirmar que la metodologia de seleccion de
marcadores permitid cumplir con el objetivo de disefiar marcadores transferibles
entre los taxa y minimizo el sesgo de descubrimiento, principal limitante de la
transferencia de microsatélites (Li y Kimmel, 2014).

1. Ciclo de vida de los microsatélites

Si bien se seleccionaron los microsatélites mas largos en cada individuo
para disefiar cebadores, la gran mayoria de los marcadores mostraron alelos
con numeros de repeticiones mayores en otros individuos. Este mayor numero
de repeticiones en otros individuos evidencia que la mutacidn, interpretada
como el “crecimiento” del microsatélite, es un proceso que sigue ocurriendo
para ese locus. En base a esto, se podria concluir que estos microsatélites
elegidos en base a estos estrictos criterios de seleccion, estan “vivos” en al
menos alguno de estos taxa. Respecto a los desvios minimos, estos también
estan ampliamente dispersos, evidenciando que en algunos individuos, es
probable que la repeticidn microsatélite ya no esté presente o se haya reducido
a un minimo. Algunos marcadores mostraron un desvio maximo o minimo del
orden de los 100 pb de diferencia, lo que parece indicar la presencia de un indel
ya que dada la dinamica del ciclo de vida de este tipo de repeticiones, resulta
poco probable que un microsatélite de al menos 35 pb llegue a aumentar 100
mas.
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E. FACTORES QUE AFECTAN LA VARIACION DE LOS MICROSATELITES

1. Largo de la repeticidon

Todos los marcadores focales mostraron un alto nivel de variacion en el
conjunto de los tetraploides independientemente del largo de la repeticion o del
numero de unidades. Sin embargo, el largo minimo es 30 pb, valor que resulta
ya muy alto. En base a esto, se confirma que el largo minimo de la repeticion
fue suficiente para detectar altos niveles de variacion en todos los loci
seleccionados y que probablemente se podria ser un poco menos estrictos con
este parametro.

Si bien existe un consenso acerca de que microsatélites con mayores
largos promedio resultan en mayores niveles de variacion genética (Ellegreen
2004, Merritt et al. 2015), en el grupo de marcadores seleccionados no se
observdé una correlacion entre el largo de la repeticion y el polimorfismo
mostrado. Esto probablemente se deba a que si bien es cierto que la
correlacion entre largo de la repeticion y polimorfismo es positiva, esto ocurre
hasta cierto valor, a partir del cual se deja de cumplir. En este caso, incluso las
repeticiones mas cortas eran largas, ya que el minimo valor fue de 30 pb, lo que
determind que todas las repeticiones muestren un muy alto valor de variacion.
Esto coincide con lo establecido por Buschiazzo y Gemmell (2006), quienes
establecieron que la expansién de los alelos largos parece estar restringida a
pocas decenas de repeticiones. Adicionalmente, Kruglyak et al. (1998)
proponen que el crecimiento de este tipo de secuencias llega a un limite
superior cuando el deslizamiento de la polimerasa es dificultado por
imperfecciones en el arreglo de las repeticiones, momento a partir del cual se
dice que el locus comienza a “decaer”, lo que parece estarse observando en
este caso para algunos marcadores.

2. Largo de la unidad de repeticion

Respecto al largo de la unidad de repeticion, la distribucién del tipo de
repeticiones mayores a 30 pb apoya la teoria de que repeticiones compuestas
por dos nucledtidos tienen la mayor tasa de mutacion (Buschiazzo y Gemmell
2006, Hoshino et al. 2012). Es de destacar que contrariamente a la menor
riqueza de repeticiones de tipo dinucledtido encontradas en los ensamblajes,
estas fueron las mas abundantes en el grupo de repeticiones que cumplieron
con los parametros de calidad para el disefio, principalmente el de largo de la
secuencia repetida. Esto probablemente se deba a la mayor tasa de mutacién
inherente a este tipo de repeticiones que determind que la mayoria de las
secuencias mayores a 30 pb sean de ese tipo.
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Por otro lado, en coincidencia con los numerosos autores que afirman
que generalmente se encuentran mayores polimorfismos en repeticiones mas
cortas (Ellegreen 2004, Buschiazzo y Gemmell 2006, Hoshino et al. 2012,
Merritt et al. 2015), las repeticiones de tipo dinucle6tido mostraron los mayores
valores de PIC, mientras que los menores se encontraron en las repeticiones
mas largas, las de cinco nucledétidos. Al igual que habian determinado Merritt et
al. (2015), se identifico una correlacion negativa entre el largo de la unidad de
repeticion de los marcadores bajo estudio y su capacidad de brindar
informacion.

3. Caracteristicas propias del taxon

Las heterocigosis observadas en los tetraploides son muy similares a
las reportadas por Speranza (2009). Este es el primer reporte de heterocigosis
de P. umbrosum (0,01), especie reportada como autocompatible.

Se observo que los faxa con mayores heterocigosis observadas tenian
también un mayor indice de contenido de polimorfismo en promedio. Esto
apoya lo observado en otros materiales de que algunas caracteristicas
intrinsecas a la evolucion del taxon afectan la tasa de mutacion de los
marcadores microsatélites, como ser el modo de reproduccién, la tasa
metabdlica, y la adaptacidn selectiva (Buschiazzo y Gemmell 2006, Gao et al.
2013).

Por otro lado, al igual que lo detectado por Cooper et al. (1998) para los
microsatélites en humanos disefiados tanto en chimpancés como en humanos y
por Crawford et al. (1998) en ovejas con microsatélites disefiados tanto en
vacas como en ovejas, P. urvillei mostré el mayor numero de alelos promedio
independientemente del origen del disefio de los marcadores. Esto se puede
deber al probable mayor tamafio poblacional y variabilidad de esta especie,
fruto de su distribucion geografica mas amplia y sumado a esto, a la mayor
representatividad de la lista de accesiones utilizadas de este biotipo respecto a
otros con menor numero de individuos o menos sitios de colecta
representados.

F. UTILIDAD

Si bien algunos marcadores siguieron siendo monomorficos para
algunos biotipos en el panel de variabilidad, a partir de la variabilidad
observada, sus rangos de amplificacion no se solapan con los de los otros taxa.
Esto determina que tengan poder discriminante inter-biotipico e inter-especifico
y que sean de utilidad para estudios de flujo génico entre estos biotipos y
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especies, analisis de hibridos sintéticos inter-biotipicos o construcciones de
mapas genéticos inter-biotipicos o inter-especificos.

En este trabajo, se pudieron confirmar muchas de las ventajas de los
marcadores microsatélites ampliamente citadas por diversos autores (Selkoe y
Toonen 2006, Agarwal et al. 2008, Kalia et al. 2011, Hoshino et al. 2012, Merritt
et al. 2015): la amplificacion y deteccion resultd facil y de bajo costo, se vieron
casos de individuos heterocigotas, no se detecté contaminacién y los resultados
son reproducibles. Contrariamente a lo establecido por Merritt et al. (2015)
respecto a que amplifican un solo locus, se encontraron marcadores que
amplificaron mas de uno pero esto se debe a la naturaleza alopoliploide del
material vegetal y no a algo propio del marcador.

Si bien Sankhla y Malik (2015) afirman que se hereden de forma
mendeliana, Selkoe y Toonen, 2006 sugieren que se pruebe explicitamente la
segregacion de los marcadores y en ese proceso se detectaron dos /oci que no
segregan de la forma esperada en la poblacion biparental utilizada. Esta
distorsion de la segregacion es probablemente fruto de una homocigosis letal y
determinaria que esos dos marcadores, Pdva6 y Pdva16, no deban ser
utilizados por lo menos en los estudios poblacionales de los biotipos Flavescens
y Virasoro.

G.LOS TSGDP

El porcentaje del ensamblaje que representan las repeticiones fue muy
similar entre los TSGDP. También fue muy similar entre los diferentes taxa, las
abundancias de los tipos de repeticion. Ambos resultados apuntan hacia una
alta similitud en la composicion gendémica de los mismos. Adicionalmente, la
muy alta tasa de transferencia entre los TSGDP, indica que la conservacion de
las secuencias genodmicas entre ellos es muy alta. Muy pocos marcadores no
amplificaron en uno de los tetraploides, probablemente no porque no exista el
locus sino por mutaciones en la regién de unién de los cebadores, siendo P.
dasypleurum la especie con mayor incidencia de este fendmeno. Una
explicacion posible a esto es que P. dasypleurum sea el taxon TSGDP que
haya divergido antes en la historia evolutiva de estos materiales o que la
aislacion al flujo génico debido a su distribucion mas distante del resto de los
taxa haya determinado una mayor diferenciacion entre este y el resto. Aun no
ha sido publicada una filogenia de estos taxa que contemple las dificultades de
su origen hibrido y permita confirmar o refutar la primera teoria.

Algunos marcadores amplificaron en todos los tetraploides y s6lo en
uno de los diploides por lo que se asume que ese marcador esta presente en el
genomio correspondiente a ese diploide. Sin embargo, otros marcadores
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amplifican un solo locus en los tetraploides pero amplifican en ambos diploides.
Si bien en una primera instancia se esperaria que, al amplificar en ambos
diploides, los tetraploides muestren dos /oci, es comun que luego de la
poliploidizacion se eliminen regiones redundantes del genoma (Leitch y Bennet
2004, Feldman y Levy 2012), siendo esta tal vez la causa de la falta del
segundo locus. Por otro lado, la naturaleza alopoliploide de estos materiales,
determiné que aproximadamente la cuarta parte de los marcadores amplificaron
dos /oci en los tetraploides (11JJ) y un solo locus en los diploides (Il y JJ). Se
asume que un Jocus corresponde al genomio | y otro al locus homedlogo del
genomio J. Estos marcadores, aunque en algunas ocasiones mas dificiles de
interpretar, resultan muy interesantes por brindar el doble de informacién que
los que amplifican un solo locus.

El mapeo de los 155 pares cebadores ya reportados para Paspalum
spp. (Liu et al. 1995, Speranza y Malosetti, 2007 Cidade et al. 2009, 2010,
2013, Giordano et al. 2014, Jia et al. 2015, Olivera et al. 2016). y los disefiados
en este trabajo para las diferentes series contra los “contigs” sobre los que se
disefaron los cebadores permitié descartar un par de cebadores que hubieran
amplificado el mismo locus que otro par de otra serie, aportando informacion
redundante al analisis. Esto es consecuencia de que estos taxa estan
estrechamente emparentados, por lo que es de esperar que algunas de las
secuencias obtenidas se correspondan a regiones homologas entre ellos. De
hecho, en esta homologia es que se basa la capacidad de poder transferir los
marcadores. Por otro lado, la ausencia de mapeo con los marcadores ya
reportados para Paspalum spp. muestra que todos los pares de cebadores
reportados en el presente trabajo amplifican regiones diferentes a estas por lo
que son nuevos marcadores.

1. Posibles sesgos del material vegetal

A pesar de que Flavescens esta igual de representado que P. urvillei en
numero de individuos estudiados y Vacaria esta cerca de estar igual
representado, estos biotipos, si bien mostraron cerca de un 80 % de loci
polimérficos, no mostraron altos numeros de alelos promedio. Esto se puede
deber a la menor variabilidad presentes en ellos o a la baja representatividad de
la variabilidad presente en el panel. Esto es mas probable para Vacaria que
para Flavescens ya que en el primero, se dispuso de todo el material disponible
mientras que en el segundo, se seleccionaron los individuos para ser
representativos en base al sitio de colecta y a la caracterizacién morfologica y
genotipica reportada por Sandro (2014). Si bien se detectaron valores medios-
altos de % de loci polimorficos en Virasoro y P. dasypleurum, seguramente sus
bajos valores de numero de alelos por locus si se deban a la baja
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representatividad de los 4 individuos con los que se contaba para cada uno de
estos taxa en el panel de amplificacion.
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VI. CONCLUSIONES

La metodologia utilizada que incluyé el filtrado y ensamblaje de las
lecturas y las exigencias en cuanto a estructura de la repeticion y secuencia
flanqueante resultaron en una alta eficiencia y éxito del proceso de desarrollo
de marcadores a partir de informacién de secuenciacién.

A partir de las lecturas de baja cobertura con las que se contaba se
desarrollaron al menos 20 marcadores microsatélites nuevos para cada taxon,
transferibles entre todos ellos y de alta capacidad informativa con indices de
contenido de polimorfismo promedio por taxon entre 0,22 y 0,60.

Luego del proceso de filtrado por los diferentes parametros de calidad
establecidos, las repeticiones de tipo dinucledtido fueron las mas abundantes
entre las repeticiones microsatélites mas largas detectadas en los TSGDP y
también las mas informativas.

Al menos a partir de los 30 pb, no existe una correlacion entre el
numero de repeticiones o el largo de la repeticion exigidos en la secuencia
utilizada para disefiar el marcador y la capacidad informativa de los marcadores
resultantes.

La alta transferibilidad de los marcadores entre los TSGDP es
congruente con un alto nivel de identidad del genoma nuclear entre estos faxa.

Algunos pares de cebadores amplificaron mas de un Jlocus dada la
naturaleza alopoliploide de estos materiales. El hecho de que varios
marcadores amplifiquen alternativamente en un diploide Il o en el diploide JJ y
que los marcadores que amplifican dos loci amplifiquen un locus en cada
diploide, apoya la teoria de que estos TSGDP tienen genomios | y J,
emparentados con estos diploides.

Los marcadores producto de este trabajo representan el primer reporte
de marcadores desarrollados sobre Vacaria, Virasoro y P. urvillei, son altamente
informativos en todos los ftaxa TSGDP y pueden ser utilizados con diversos
objetivos, tanto en estudios poblacionales de estos taxa como en la
domesticacién y mejoramiento genético de los mismos.
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VIl. RESUMEN

Incorporar una graminea estival perenne a las pasturas sembradas
aportaria enormemente a la intensificacion sostenible de los sistemas pastoriles
del pais ya que daria resiliencia y estabilidad ecologica, entre otros servicios
ecosistémicos. La especie nativa con mayor potencial para cumplir ese rol es
Paspalum dilatatum Poir. Sin embargo, tiene limitantes para su domesticacion y
adopcion que por ser alopentaploide y apomictica no se han podido levantar. El
grupo Dilatata de Paspalum representa un complejo alopoliploide de especies,
donde existen cinco formas tetraploides sexuales que no presentan las
limitantes del biotipo comun de P. dilatatum. Estos tetraploides sexuales del
grupo Dilatata de Paspalum (TSGDP) presentan una amplia variabilidad para
caracteristicas de interés agrondmico y se podrian hibridar entre si para generar
cultigenos adaptados a diversas situaciones productivas utilizando métodos de
mejoramiento convencional. El mejoramiento genético de los TSGDP requiere
del mayor grado de informacion posible sobre la diversidad presente en cada
uno de ellos para ser exitoso y eficiente. Por este motivo, es fundamental contar
con herramientas para estudiar el alcance de la diversidad disponible de cada
taxon tetraploide. Los marcadores moleculares tipo microsatélites permiten este
tipo de estudio y son de uso facil y econémico. Sin embargo, al momento
existen muy pocos marcadores de este tipo disponibles para estos materiales,
insuficientes para realizar inferencias consistentes. En el presente trabajo se
desarrollaron 82 marcadores microsatélites a partir de secuenciacion genémica
de baja cobertura de cuatro de los TSGDP. Estos se probaron en un panel de
amplificacion representado por uno o dos individuos de cada TSGDP y dos
diploides relacionados, mostrando un éxito de amplificacion de 79 %. Los 65
marcadores amplificados representaron 84 Jloci ya que 16 pares de cebadores
amplificaron dos /loci, lo que es de esperar dada la naturaleza alopoliploide de
estos materiales y un par de cebadores amplificd cuatro /oci. La mayoria de los
pares de cebadores disefiados amplific6 en todos los TSGDP. Se evalué el
polimorfismo y segregacion de 20 marcadores, correspondientes a los 10
marcadores disefiados sobre dos de los TSGDP potencialmente mas
informativos. Los indices de contenido de polimorfismo promedio por taxon
variaron entre 0,22 y 0,60, lo que evidencia que estos marcadores tienen una
alta capacidad informativa. A excepcion de dos marcadores, todos segregaron
mendelianamente lo que los hace marcadores confiables. Estas herramientas
permitiran estudios de diversidad y la aplicacion de metodologias utilizadas en
cultivos mayores a programas de hibridacién y retrocruza entre los TSGDP.

Palabras clave: Paspalum; Alotetraploides; Microsatélites; Secuenciacion de
préxima generacion.
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VIIl. SUMMARY

Incorporating a warm-season perennial grass to forage systems of
Uruguay would contribute to their sustainable intensification by improving their
resilience and ecologic stability, among other ecosystem services. Paspalum
dilatatum Poir. is the most promising native species for that purpose. Its
domestication and adoption have been limited due to the fact that it is
allopentaploid and apomictic. The Dilatata group of Paspalum represents an
allopolyploid complex of species, which includes five sexual and allotetraploid
forms that do not show many of the limitations of P. dilatatum. This sexual
tetraploids of the Dilatata group of Paspalum (STDGP) present wide variability
for agronomic traits and as they all have the same genomic formula, they could
be hybridized to produce cultigens adapted to different production situations by
conventional breeding approaches. A successful and efficient application of
plant breeding to the STDGP requires as much information as possible about
the diversity present in each one of them. For this reason, it is essential to
develop tools to be able to study the diversity available of each tetraploid taxon.
Microsatellites molecular markers allow this type of study and are easy to use
and convenient. However, there are very few available microsatellite markers for
these materials, insufficient to make consistent inferences. In the present work,
82 microsatellite markers were developed from low coverage next generation
genomic sequences of four of the STDGP. All markers were tested in an
amplification panel represented by one or two individuals of each STDGP and
two related diploids, showing an amplification success rate of 79%. The 65
amplified markers represented 84 loci since 16 pairs of primers amplified two
loci, which is to be expected given the allopolyploid nature of these materials
and one pair of primers amplified four loci. The vast majority of pairs of designed
primers amplified in all STDGP. Polymorphism and segregation patterns were
evaluated for 20 markers, corresponding to the 10 potentially most informative
markers designed over two of the STDGP. The average PIC per taxon varied
among 0.22 and 0.60, which shows that the markers have a high information
contents. With the exception of two markers, all segregated in a Mendelian
fashion which makes them reliable markers. These tools will allow diversity
studies and the application of methodologies used in major crops to
hybridization and backcrossing programs among the STDGP.

Key words: Paspalum; Alotetraploids; Microsatllites; Next Generation
Sequencing.
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Anexo 1. Secuencias de los cebadores disefiados sobre Vacaria, unidad de repeticion de la secuencia

X. ANEXOS

microsatélite y longitud de la secuencia flanqueante.

UR:

“Contig” Cebador F Cebador R UR LSF
Pdval NODE_33122 GTGCCAAGATACAAGAGAAG CTTCTTCACTTGGTTCTTCC (AG)23 170
Pdva2 NODE_66898 AGAGGACTGTATAAACCCTG TGACAAGTACGACGAGAG (AG)22 157
Pdva3 NODE_4884 CCGGGAGAATATTAGATTGG GATAAGCCATTGTCGTCTG (AG)21 152
Pdva4 NODE_177977 TAGTATTGTGATGACGTGGG AACGCCCTTCTAAATCTCTG (AG)21 233
Pdva5 NODE_185136 GCACGCTAATACATCCATG CTTTAATGCCATGCAGGAC (AG)20 139
Pdva6 NODE_84861 TGATCTACTAAACCTCGCTG TGATGAGAGCTGGAAATGG (AG)19 184
Pdva7 NODE_1486 GCAACATCCCATTCCTATG CCTTCTGATCCGACATCC (AG)1s 156
Pdva8 NODE_7777 TATGTCAAGATGGAGGGAAG TGTCAGTCCATTGTAGTCAC (AG)47 175
Pdva9 NODE_60630 GGCTCTATCACTCATTAACTG GAAGTGTTGAAGGGCTAAAG (AG)47 211
Pdval0 NODE_165440 CTATCGGAGTTGTGGAGTG CAGCCTTGGTTGACAGAC (AAG)1s 182
Pdva11 NODE_87214 TCATGGAGAAGAGCTGTTG CACAAATATGGGTCGTCTTC (AAG)16 177
Pdva12 NODE_65885 AAGTCTGTGAGGGTTTGAG TCTTCCTATTAACCTCCAGC (AAG)23 177
Pdva13 NODE_8781 GAGGGAAGAAAGAACACAAG AGTCACAGTTTCTTAGCAGG (AAAG), 190
Pdva14 NODE_184846 TCCAACGCAATAATCTATGC ACACTGAACCAGCGTTTG (AAGAG)s 154
Pdva1l5 NODE_201960 AATCCTAGAAATCCCTGGAG TCTCCTGGTCAACATATTCG (AATCT), 211
Pdva16 NODE_11105 CCGGGATAGTACATGACTAC CTTCTTTCTTGCGTACACAG (AC)1s 145
Pdva1l7 NODE_64932 GCATCATACTCGTTGATCAG GATCCTGTCAACTTATTGGG (AG)1s 187
Pdva18 NODE_85390 GCTCTGTTCCTTTACTAGGG GAGGGATTTCTTGGGTTAAC (AG)1s 181
Pdva19 NODE_68742 CGACGTGTAGCTATAGAGG ATTCCATCTATCGCGAAATC (ACG)12 168

Unidad de Repeticion de la secuencia microsatélite, LSF: Longitud de Ila Secuencia Flanqueante.

0.



secuencia microsatélite y longitud de la secuencia flanqueante.

Anexo 2. Secuencias de los cebadores disefados sobre P. urvillei, unidad de repeticion de la

“Contig” Cebador F Cebador R UR LSF
Pur1 NODE_125939 GTGGGTGGGTAGTCTATTTC TCTTGGAAATGTGAGGCC (AG)22 131
Pur2 NODE_4783 GATTGATTACTGACTGGTGC ACAACGCATAAATAGGACAAG (AG)22 162
Pur3 NODE_54090 GGTTACTATGGCTATCGAAAC TATTCCTTTCCTCCCGTTTC (AG)22 205
Pur4 NODE_33070 TGGACTCATGGAGAAAGATC GAAGCGGTTTCCATATTTGC (AG)2 164
Purb NODE_39310 AATGCTGATGACCAACATG TGCTAACTTGCTACAACAAC (AG)20 164
Pur6 NODE_130085 ATGTTGCAGTTCTGAATTCC ACAATGAAACGAACCACTTG (AG)20 193
Pur7 NODE_19548 CTCCGGAGTTACTTCACG ACTGCAACAATCTTTAACCC (AG)1g 164
Pur8 NODE_63721 ATGTATGGCTATGGGTGC TCCAGTCCAAATGTCCAATC (AG)19 188
Pur9 NODE_142336 TTTCCTGATCACGCGAAG AAACAATCGGCACAATGC (AG)1g 162
Pur10 NODE_27046 GTAGAGGAGTCCGAGGTG CTAGCACAAATCAAAGGTCG (AG)1s 179
Pur11 NODE_13483 AAATCATCCCAAGCAGTTC TGGTTCTTGGTTTCCTTTG (AG)47 184
Pur12 NODE_80829 GATGAATCGAGGCTGAATG GGTATCAGCAACGCAATG (AAG)24 127
Purt3  NODE_143949 CTAGATGACCAAGCACATG TGTTCGAGCCTATAATCCTC (CTT)1g 185
Pur14 NODE_86706 TTTGCTACGATAGATCAAGC CATTTCGAGCTACAGCAATG (AAG)17 165
Purt5  NODE_124238 ATCATTAGTGTCTCCCTTCC ATAGATCGACGACGCATC (AAG)12 196
Pur16 NODE_44334 TAGCTCTAGTAGTTCCTTGC AAATATGGTCCTTGCATAAGC (AAC)q2 180
Pur17 NODE_49031 CACAACAGACAGATGCAAG TCTGCTGTTCTGGAAATAATG  (ACAT);3 153
Pur18 NODE_52775 CTTCACCATACCCGAGTC TACTGCCTGTATGCTTGC (ATCC)y2 229
Pur19 NODE_2466 ATTGAAACAAGCTATGGACC AGTATAGAATGCTGGCTCTG (AAAG);, 174
Pur20 NODE_113307 AGCATTAGACCATCTCTAGC CATCAACTATAATGACTGGCC  (AAAG); 176
Pur21 NODE_71941 TTTGGAAGCATTTCAAGCAG TCTTAATCTGTGCCCTGTAC  (AGATT)ss 161
Pur22 NODE_6341 GGATCGAGATCGGATCAAC GTGTTTGTTGGTTCAGGAC (ACTCC)s 193
Pur23 NODE_41000 CCAGATAAGGAAGAGGTCAG CTATGGTAAGCAGGCAATG (AGATC); 170

UR: Unidad de Repeticién de la secuencia microsatélite, LSF: Longitud de la Secuencia Flanqueante.



microsatélite y longitud de la secuencia flanqueante.

Anexo 3. Secuencias de los cebadores disefiados sobre Virasoro, unidad de repeticion de la secuencia

“Contig” Cebador F Cebador R UR LSF
Pdvi1 NODE_21681 TAGTGCCAAATGATGACAAC TACGCTAACCTCTGCATG (AG)3 150
Pdvi2 NODE_38225 ACCACACAGATGAGCAAG CGCATCTCCTTTGAACAC (CTT);; 163
Pdvi3 NODE_26779 TTGTCGTCAGTCAATTAGTG TTCTTGTTTCATGTAGCTGC (AACAG), 174
Pdvi4 NODE_53368 GAATGTAGCAGTCGAACAAG TGCGGTATCCATCATCTAC (ATCC),; 181
Pdvi5 NODE_44885 CTTGTTCCAAGTGAAGGTG CTACAACACGACAGCTTTG (AG), 158
Pdvi6 NODE_4901 AAAGAGAAATGCATGGAGTG ACCCTGTAGATATGGACAAG (TGCC),, 184
Pdvi7 NODE_51268 ATTGCCGATGTTGTAATGG ACAGTCCAGGATATCTAACC (AG)2s 154
Pdvis NODE_26750  AGGTAGAATATCACTGCTGG  CAGTATAGCAGCATAAGATGG (AAG)is 172
Pdvi9 NODE_35492 CCACGAACACGTAACATAC AAACATATCACAAGCTGCTG (AAAG), 178
Pdvitl0  NODE_8507 TAACAGATTTGTGAAGCGAG TACTAATCTGACACTGCACC (AC)1g 185
Pdvi11  NODE_29354 AGTCTCCACCAGAAGATAATG  CTGTGATATGATATGCGTCTG  (AGATC); 190
Pdvi12  NODE_2588 TATGTGTCCGAGCATGTG AGTAGCATGAGATGGAGATG (AATCC); 210
Pdvi1i3  NODE_7044 TTTCGTGGATAATGATGTGC  GAAGAGGTATATTCATGGATGTC  (AG)s 221
Pdvii4 NODE_30788 ACTCAGAACACATTGCTTAC ATTCCAATAACAGAGCCAAG (AG)1s 209
Pdvii5 NODE_19193 CGCTTGCTTGTTCTCTTC AGATCACCAAATTGTCCAC (AG)q7 187
Pdvii6  NODE_24140 AATCGTGGACCTTAATTAGC GCAAGCAAGGTCCTGATG (AG)q7 143
Pdvi17 NODE_36861 CGTGTGATCCAGATGCTC GATGTGGTGGTCATTGCG (AAGGG); 124
Pdvii8 NODE_48149 AATGTCATCTAGAGCCGTG TTACTTCTGCATGCACAAC (AAG)y; 204
Pdvi19 NODE_24555 CCGGTCAGTGATGAGTTAG TCTTGTGGACCTCTTCTATAG (AG)1s 172
Pdvi20 NODE_19969 CTGCCTTCTAAGTTGATCTG CAGAATCTGCCTGCACAAG (AAG)y 150

UR: Unidad de Repeticiéon de la secuencia microsatélite, LSF: Longitud de la Secuencia Flanqueante.



secuencia microsatélite y longitud de la secuencia flanqueante.

Anexo 4. Secuencias de los cebadores disefiados sobre Flavescens, unidad de repeticion de la

“Contig” Cebador F Cebador R UR LSF
PdfI30 NODE_2602 CTCTTGCTACCAACACTAAC TTCCACCTCTTATGCTCTTG (AAG)3s 106
Pdfl31 NODE_4 ATTATGAGGAACCAGAGTCC AGGAAGAGCAGTCATACTTG  (AATAG); 152
Pdfl32 NODE_ 72426 TCAAGCTCATATACCACAAAGC CCCATGAACAGCTTCAGC (AG)24 112
Pdfl33 NODE_42198 AGATGTCTTATTTGCTACGTG TCCTACCTAGCAATCTGTTC (ACT)1s5 153
Pdfl34 NODE_40815 CAAGGTAAGAATCGGCTTG GACTGACTGTAATGAACGTC (AAG)14 167
Pdfl35 NODE_43358 TGCATGATCTCCATACTCC GAGAGGAAGGAGACGGTC (AG)2 141
Pdfl36 NODE_ 4768 TAGTGAGATGCATGGTGTAG CTTTGTCCATCTCTATGTGC (AG)20 182
Pdfl37 NODE_43187 AGGCGGGAAGAAGCTAAG CATCCATATGTTCCATTGATG (AAG)3 147
Pdfl38 NODE_12826 GAGTCGCGAGGAGAATAAAC GTATTGCGAGCGAGGATG (AG)19 166
Pdfl39 NODE_40820 TCTCCAAGAAGCTGAACTAG ACCAGGTGATGATCTAGTTC (AC)19 161
Pdfl40 NODE_12060 CTGCGAACACATCTGATTC AAGTCATATTCTGGTTCAGC (AG)19 279
Pdfl41 NODE_33615 CGCTTGCAGTACTGTAAC CCACTCTTCCGATCGATC (AG)1s 372
Pdfl42 NODE_36925 TTCGTCATCTTCATCACTTG TGCTCCTCTTATGGTTCAAC (AAG)12 152
Pdfl43 NODE_1769 TAACTGCCAGTCCATGTTC TAGCTGAACGTACTACTAGG (AG)1s 172
Pdfl44 NODE_14279 TGGATGTACTGCGACTAAAG AGCTCGTAATGCAAGATATG (AGAT)o 547
Pdfl45 NODE_18251 CGACGGCAAGATTAGATTAG GTACTCCTCGATTAGTCCTG (ATCCC); 175
Pdfl46 NODE_2562 AGCAGTCAGTCAGCATTG AGTACTAGTCTGTTGAGGAAG (AATCT); 157
Pdfl47 NODE_6990 GAGAATGCAGCCGTCTTG AGCAACCACTCCTCGATG (ATC)12 136
Pdfl48 NODE_15744 ATAATCCTAGCCAGCTAACG CTCCAGAATCCAGATCGAG (AG)1s 195
Pdfl49 NODE_30777 GCAACATCATCTCCTTCATG TAGATCCACAGCATCGCG (AG)1s 212
Pdfl50 NODE_ 59771 CTCCATCCACCTCCTCTG CATGCTGCTCGGTTTCTC (AG)1s 229

UR: Unidad de Repeticiéon de la secuencia microsatélite, LSF: Longitud de la Secuencia Flanqueante.



Anexo 5. Numero de alelos (Na), rango de alelos, heterocigosis observada (Ho), heterocigosis
esperada (He) e indice de contenido de polimorfismo (PIC) para cada marcador segun taxa.

P. dasy- P. P. inter- P.
Flavescens Vacaria Virasoro pleurum urvillei medium  umbrosum
Pur1 Na 3 2 3 3 8 2 2
Rango 144-164 166-170 176-315 144-162 166-195  144-146 152-152
Ho 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,44 0,00
He 0,34 0,47 0,63 0,63 0,79 0,35 0,24
PIC 0,314 0,359 0,555 0,555 0,765 0,286 0,215
Pur4 Na 1 2 1 1 8 10 4
Rango 177 176-206 176 181 198-212  178-196 181-210
Ho 0,00 0,13 0,00 0,00 0,10 1,00 0,22
He 0,00 0,12 0,00 0,00 0,84 0,88 0,38
PIC 0 0,11 0 0 0,817 0,862 0,354
Purb Na 3 3 2 2 5 1
Rango 169-228 169-221 227-233 183-187 185-203 231
Ho 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
He 0,58 0,41 0,44 0,50 0,69 0,00
PIC 0,492 0,371 0,346 0,375 0,649 0
Pur6 Na 3 1 2 1 4 1 5
Rango 227-237 220 222-224 229 232-241 220 208-275
Ho 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,11
He 0,54 0,00 0,38 0,00 0,54 0,00 0,70
PIC 0,466 0 0,305 0 0,498 0 0,65
Pur11 Na 3 3 1 1 4 5 5



Pur12

Pur13

Pur14

Pur15

Pur17

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

202-208
0,00
0,62

0,548
1
142
0,00
0,00
0
3

247-279
0,00
0,37
0,34

3

209-215
0,00
0,54

0,466
2

214-215
0,00
0,18

0,164
2

208-212
0,38
0,62

0,544
3

175-257
0,00
0,53

0,468
2

250-256
0,00
0,38

0,305
5

196-215
0,13
0,68

0,641
3

217-233
0,13
0,51

0,428
1

212
0,00
0,00
0
1

175
0,00
0,00

0
1

220
0,00
0,00

0
2
233-258
0,00
0,38
0,305
2
222-224
0,00
0,38
0,305
1

206
0,00
0,00
0
1

142
0,00
0,00
0
3
241-253
0,25
0,59
0,511
3
153-233
0,00
0,67
0,593
0

0,00
0,00
0
2

202-218
0,10
0,58

0,526
7

168-251
0,00
0,82

0,798
5

132-250
0,00
0,72

0,676
5

200-231
0,10
0,75

0,704
5

233-263
0,22
0,58

0,544
4

198-212
0,60
0,59

0,544

187
0,00
0,00

200
0,11
0,73
0,69
1
140
0,00
0,00
0
3
223-241
0,11
0,29
0,269
1
215
0,00
0,00
0



Pdva2

Pdva4

Pdvab

Pdvab 2

Pdva6

Rango
Ho
He
PIC
Na
Rango
Ho
He
PIC
Na
Rango
Ho
He
PIC
Na
Rango
Ho
He
PIC
Na
Rango
Ho
He
PIC
Na

139-152
0,00
0,18
0,164
2
179-194
0,00
0,20
0,178
2
260-162
0,00
0,22
0,195
2
153-197
0,00
0,18
0,164
1
159
0,00
0,00
0
4

149
0,00
0,00

0
3
182-206
0,00
0,41
0,371
1

278
0,00
0,00

0
2
153-197
0,00
0,22
0,195
2
176-183
0,13
0,43
0,337
1

165
0,00
0,00

0

1
175
0,00
0,00

0

2

254-261
0,00
0,38

0,305
2

191-197
0,00
0,44

0,346
3

172-197
0,00
0,67

0,593
1

151-213
0,00
0,44
0,346
3
202-206
0,00
0,63
0,555
2
262-265
0,00
0,38
0,305
1
153
0,00
0,00
0
1
316
0,00
0,00
0

165-205
0,10
0,69
0,632
5
173-199
0,00
0,74
0,701
3
253-257
0,00
0,54
0,466
2
153-255
0,00
0,32
0,269
2
155-157
0,00
0,18
0,164
5

7
253-263
0,70
0,79
0,763
1
152
0,00
0,00
0

97-149
0,00
0,32
0,269
2
146-154
0,00
0,20
0,178
4
265-312
0,00
0,52
0,485

4
192-316
0,11
0,56
0,512



Pdva7

Pdva7 2

Pdva8

Pdva15

Pdva15 2

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

226-238
0,00
0,64

0,581
2

182-184
0,00
0,42

0,332
3

209-215
0,00
0,58

0,492
4

203-207
0,00
0,48
0,45

2

237-242
0,00
0,18

0,164
3

226
0,00
0,00
0
2
190-195
0,00
0,38
0,305
1
202--19
0,00
0,00
0
3
209-216
0,13
0,54
0,447
2
237-238
0,13
0,12
0,11
1

212
0,00
0,00
0
2
177-191
0,00
0,38
0,305
2
211-219
0,00
0,38
0,305
2
230-231
0,00
0,50
0,375
1
242
0,00
0,00
0
2

206
0,00
0,00
0
2
179-184
0,00
0,38
0,305
3
209-218
0,00
0,63
0,555
2
205-211
0,00
0,50
0,375
1
237
0,00
0,00
0
2

210-220
0,10
0,77
0,729
6
179-192
0,10
0,80
0,765
3
194-198
0,10
0,57
0,482
8
200-242
0,10
0,85
0,826
2
237-242
0,00
0,32
0,269
4

201-243
0,89
0,85
0,828
5
181-190
0,63
0,70
0,642

2
216-224
0,00
0,50
0,375
2
223-233
0,20
0,18
0,164

4
177-191
0,11
0,62
0,557

4
205-214
0,00
0,72
0,663
1
233
0,00
0,00
0



Pdva16

Pdva17

Pdva18

Pdva18 2

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC
Na

Rango
Ho
He
PIC

248-257
0,00
0,62
0,548
5
208-223
0,00
0,64
0,61
2
228-230
0,00
0,32
0,269
2
203-204
0,00
0,32
0,269
2
206-209
0,00
0,32
0,269

248
0,00
0,00
0
3
183-188
0,13
0,32
0,294
2
209-224
0,13
0,12
0,11
2
203-205
0,00
0,49
0,37
4
213-222
0,14
0,66
0,615

276-280
0,00
0,38
0,305
1
144
0,00
0,00
0
2
252-255
0,00
0,38
0,305
1
205
0,00
0,00
0
3
238-263
0,00
0,63
0,555

252-266
0,00
0,44

0,346
1
166
0,00
0,00
0
4

200-246
0,00
0,75

0,703
2

205-207
0,00
0,38

0,305
3

257-263
0,00
0,67

0,593

238-280
0,00
0,66
0,61

6

166-188
0,20
0,77

0,737
4

174-220
0,13
0,49

0,458
4

201-207
0,00
0,64

0,581
5

209-222
0,00
0,76
0,72

183
0,00
0,00

224
0,00
0,00

3
164-181
0,00
0,49
0,438
3
220-232
0,00
0,37
0,34
3
196-200
0,00
0,57
0,489



