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l. INTRODUCCION

La incorporacion de especies estivales nativas de metabolismo C4 a las
pasturas sembradas en Uruguay podria contribuir a la estabilidad ecologica del
sistema debido a la complementariedad de los ciclos de crecimiento entre las
gramineas invernales y estivales. Ademas de su contribucion estival de forraje,
las especies perennes nativas C4 se caracterizan por usar con mayor eficiencia
el nitrégeno y el agua y por tanto se adaptarian de mejor forma a los suelos de
baja fertilidad y susceptibles a la sequia. Una de las especies nativas con mayor
potencial para cumplir ese rol es Paspalum dilatatum Poir. La inclusion de
Paspalum en mezclas forrajeras convencionales aumenta la cobertura y
biomasa en momentos del afio donde la produccion de materia seca es minima.
Sin embargo esta especie, tiene algunas limitantes para su adopcion, siendo las
principales la baja produccion de semillas asociada a su susceptibilidad a
Claviceps paspali y su lenta instalacion, en parte debido a la dormicién de las
semillas (Schrauf et al., 1995). El grupo Dilatata, que incluye a P. dilatatum, se
compone de cinco tetraploides sexuales con formulas genémicas equivalentes
[1JJ: Paspalum dasypleurum Kunze ex Desv. P. urvilleii Steud. y P. dilatatum
subsp. flavescens Roseng. Arr. et lzag.y P. dilatatum biotipos Vacaria y
Virasoro. Estos alotetraploides son altamente autdgamos y no presentan como
limitantes la baja produccion de semilla ni la alta infeccion por Claviceps como
el biotipo comun de P. dilatatum. Los tetraploides sexuales del grupo Dilatata de
Paspalum representan una gran reserva genética para el desarrollo de
forrajeras estivales. Para avanzar en el mejoramiento del grupo, existe una
necesidad de contar con herramientas genéticas que aporten a la utilizacién
mas eficiente de sus recursos, como son los marcadores moleculares. Trabajos
previos como el de Speranza y Malosetti (2007), Rebollo (2017) desarrollaron
marcadores microsatélites dentro del grupo Dilatata de Paspalum. Con el
objetivo de continuar el proceso de la domesticacion de Paspalum dilatatum, es
necesario valorizar estas herramientas previamente desarrolladas.

El presente trabajo se enmarca en un proyecto que tiene como objetivo
general el crear herramientas para asistir el mejoramiento y domesticacion de
Paspalum dilatatum. Los objetivos especificos de este trabajo fueron: i)
Confirmar el modo de herencia disdmica de 15 marcadores SSR desarrollados
en el grupo Dilatata ii) Detectar segregacion independiente o ligamiento entre
ellos, en una poblacidon Fg derivada de un cruzamiento interespecifico entre P.
dilatatum subsp. flavescens y P. dilatatum biotipo Virasoro.



II.  REVISION BIBLIOGRAFICA

A. Paspalum dilatatum

Paspalum es uno de los géneros que incluye mayor cantidad de
especies dentro de las Poaceas, con 330 especies que se distribuyen en
América (Denham 2005, Zuloaga y Morrone 2005). Este género explica una
gran parte de la biodiversidad en los ecosistemas de praderas en Sudamérica.
Sus centros de mayor diversidad comprenden la ecorregion del Cerrado en
Brasil y praderas de Argentina, Uruguay y Sur de Brasil (Rua et al., 2010).

La mayoria de las especies de Paspalum son de habito de crecimiento
perenne estival y constituyen el género mas representativo del ecosistema
campo en Uruguay (Millot et al., 1987). Paspalum dilatatum se refiere a un
complejo de entidades hibridas compuesto de distintos biotipos. Desde el punto
de vista productivo cada biotipo posee caracteristicas agronémicas diferentes,
por lo que en general son evaluados independientemente (Venuto et al., 2003).

Paspalum dilatatum es una graminea perenne estival de tipo C4 y
hébito cespitoso, conocida por sus altos rendimientos y buena adaptacion al
pastoreo (Pizarro, 2000). También se adapta a distintas condiciones edéaficas,
humedad excesiva y sequias moderadas (Cardmbula, 1977). Esta especie
demostré una muy buena tolerancia al frio y a la sequia en comparacion con
otras especies estivales disponibles en los mercados internacionales, tales
como Paspalum distichum, Setaria geniculata, Pennisetum clandestinum,
Eleusine indica, Digitaria sanguinalis, Cynodon dactylon y Axonopus affinis
(Campbell et al., 1999). P. dilatatum ha demostrado en varios estudios ser una
especie muy adecuada para el uso pastoril en Uruguay. Ademas de ser
ventajoso por su gran adaptabilidad a distintos ambientes de la regién, se
considera que su inclusién en las pasturas sembradas puede contribuir en gran
medida a lograr una produccién de pasto mas sustentable y estable en el
tiempo.

1. Solucién agroecolégica: Incorporacién de especies estivales C4

La produccién ganadera en Uruguay tiene como una de sus mayores
problematicas la disponibilidad de forraje en cantidades suficientes durante las
cuatro estaciones del afo (Carambula, 1991). Las gramineas perennes
disponibles comercialmente son en su gran mayoria de ciclo invernal
(Carambula, 2003). La presencia de especies estivales de metabolismo C4
juega un rol fundamental en la estabilidad ecoldgica del sistema debido a la
complementariedad de los ciclos de crecimiento entre las gramineas invernales
y estivales (Campbell et al. 1999, Silveira et al. 2016, Tejera et al. 2016). Las



principales limitantes dentro de las mezclas forrajeras en Uruguay son los
problemas de implantacion, la falta de equilibrio entre gramineas y leguminosas,
la marcada estacionalidad y el enmalezamiento prematuro entre otras
(Carambula, 2003). Las causas del enmalezamiento prematuro de las pasturas
mixtas radican en el incremento de la poblacién de especies invasoras por el
banco de semillas y/u érganos perennes en los suelos (Carambula, 2003).

Trabajos como el de Costa (2015) comprueban que existe una
correlacion negativa entre la biomasa de especies invasoras y la presencia de
especies nativas de metabolismo C4 en las pasturas. Las especies C4 nativas o
introducidas invaden la pastura, ocupando el nicho ecoldgico vacante. Cynodon
dactylon es una graminea C4 exotica, frecuentemente citada como la principal
maleza en el Uruguay (Rios et al., 1990), su invasion es uno de los principales
motivos de la corta duracion de la fase de pastura en las rotaciones
agroganaderas en Uruguay (Garcia, 1995). Se prevé ademas que este
problema tienda a agravarse en un escenario de cambio climéatico.

La baja oferta de forraje en la época estival en la cuenca del Plata
puede ser compensada en parte mediante la utilizacién de especies nativas C4
de ciclo estival como P. dilatatum (Millot 1969, Garcia 1995). La incorporacion
de P. dilatatum en mezclas convencionales ha demostrado mayor cobertura en
otofio y menor competitividad y efectos negativos sobre el crecimiento de la
graminea invernal Festuca en el invierno que P. notatum. Ademas, P. dilatatum
tiene una buena combinacion de productividad estival y tolerancia a heladas
(Tejera et al., 2016).



2. Estado actual del uso y venta semillas de Paspalum dilatatum
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Figura 1. Estimacién del uso de semilla nacional de Paspalum dilatatum.
Periodo 2009-2019

Fuente: INASE (2019).

La comercializacion de semilla de Paspalum dilatatum comdn como
especie forrajera ha aumentado considerablemente en la ultima década. En el
Uruguay se comenz0 a comercializar semilla de P. dilatatum a partir de 2012.
Entre este afio y el 2014, la comercializacién aumenté de 1 a un maximo de 37
toneladas. En los afios siguientes se puede observar una gran fluctuacion del
uso de semilla con una tendencia a la disminucién, luego del pico en 2014. La
informacion no cuenta con datos de reserva de semilla por parte de
productores, por lo que el uso nacional de semilla es equivalente al comercio
local de semilla de Paspalum dilatatum. La especie ya tiene cierto grado de
adopcion en Uruguay, lo que hace de un buen contexto para continuar su
domesticacion y mejoramiento. Sin embargo, existen dos grandes limitantes, la
baja produccién de semillas debido a su susceptibilidad a Claviceps paspali y la
dormicion de las mismas (Schrauf et al., 1995). Por este motivo, contindan los
esfuerzos de buscar nuevas vias de mejoramiento.



3. Origen v reproduccion

Paspalum pertenece a un clado en el que sus miembros comparten un
namero cromosémico basico de x = 10, seguin demuestran analisis moleculares
de la tribu Paniceae y de la subfamilia Panicoideae (GOmez-Martinez y
Culhman 2000, Duvall et al. 2001). Muchos de los citotipos de Paspalum son
diploides sexuales y poliploides apomicticos. Esta forma de reproduccion
presenta varias dificultades para los métodos de mejoramiento convencional
(Burson, 1983). Se han realizado en el género, hibridaciones interespecificas a
partir de citotipos diploides (Quarin y Norrmann 1990, Speranza y Malosetti
2007). El biotipo comun de P. dilatatum tiene 11JJX como férmula gendémica
(Burson, 1983). El grupo Dilatata de Paspalum incluye cinco alotetraploides
sexuales que comparten la misma férmula gendmica 11JJ: P. urvillei Steud, P.
dasypleurum Kunze ex Desv., P. dilatatum subsp. flavescens Roseng., B. R.
Arrill. y 1zag., y dos biotipos P. dilatatum Vacaria y P. dilatatum Virasoro. Estos
taxones estan actualmente nombrados como especies, subespecies o biotipos
(Speranza, 2009).

4. Perspectivas del mejoramiento genético

Durante décadas y utilizando diferentes estrategias, se insistié en el
mejoramiento del biotipo comun de P. dilatatum (pentaploide y apomictico).
Burson (1983) propone como estrategia el sintetizar Paspalum dilatatum comun
a través de la hibridacion de un hexaploide (11JJXX) x un tetraploide (I1JJ). Este
pentaploide fue sintetizado con éxito por Burson (1991).

Speranza (2009) propone que es mas probable que los dos biotipos
hexaploides identificados sean derivados de los pentaploides, estos son
capaces de transmitir gametos euploides 1JX y producir nuevos pentaploides
[1IJJX cuando se cruzan con un tetraploide 11JJ (Mazzella y Speranza, 1997).
Este es el mecanismo por el cual se propone que se ha originado la variabilidad
natural en P. dilatatum. El biotipo comun esta constituido por un Unico clon
dominante y varios clones de distribucion muy restringida derivados en su
mayoria de la hibridacion de este clon con los biotipos tetraploides locales
(Speranza et al., 2017).

Sin embargo, la obtencion de plantas fértiles a partir de cruzamientos
entre plantas sexuales, o entre sexuales y apomicticas en el género Paspalum
ha sido poco frecuente y la cruzabilidad ha sido muy baja (Burson, 1991). La
cruzabilidad entre formas sexuales del grupo Dilatata es variable pero mucho
mayor (Speranza, 2009).



En base a estas experiencias previas, actualmente se estudia la
posibilidad de recurrir a otras especies estrechamente emparentadas con
menor incidencia de las limitantes descriptas previamente, o en las que sus
caracteristicas reproductivas permitan levantar las limitantes de forma mas
sencilla. Como los biotipos altamente valorados de P. dilatatum tienen
reproduccién por apomixis, los componentes sexuales del grupo Dilatata
podrian ser una alternativa de germoplasma para la domesticacion.

Recientemente ha crecido el interés por estudiar el potencial
agrondmico de los biotipos tetraploides sexuales de Paspalum en distintas
instituciones de la region como la Universidad de la Republica, Universidad de
Buenos Aires y Universidad Federal de Rio Grande do Sul (Schrauf et al. 2003,
Scheffer-Basso et al. 2007). Ademas de su mayor produccion de semilla y baja
infeccion por Claviceps, los diferentes biotipos sexuales del grupo Dilatata
muestran diferentes requerimientos de germinacion que pueden modificarse
mediante el mejoramiento convencional (Glison et al., 2015).

5. Germoplasma sexual del grupo Dilatata

El germoplasma sexual del grupo Dilatata se compone de cinco
tetraploides sexuales con formulas gendmicas equivalentes 11JJ, Paspalum
dasypleurum Kunze ex Desv. P. urvillei Steud., P. dilatatum subsp. flavescens
Roseng. Arr. et Izag. y dos biotipos de P. dilatatum: Vacaria y Virasoro. Estos
biotipos son altamente autégamos (Speranza, 2009) y no presentan las
limitantes del biotipo comun de P. dilatatum (Schrauf et al., 2003). Ademas de
una alta frecuencia de bivalentes entre los cromosomas de los distintos biotipos
sexuales, el andlisis de la segregacion de marcadores moleculares en
cruzamientos entre estos biotipos, particularmente P. dilatatum subsp.
flavescens y P. dilatatum biotipo Virasoro, muestra un patron de herencia
disdmica regular (Speranza y Malosetti, 2007). Se propone que estos biotipos
pueden ser hibridados artificialmente con el objetivo de generar cultigenos
adaptados a diversas situaciones productivas (Speranza, 2009). Para ello se
pueden generar poblaciones segregantes mediante lineas endocriadas (RIL) o
poblaciones de retrocruzas (Speranza, 2009).

6. P. dilatatum subsp. flavescens

P. dilatatum subsp. flavescens Roseng., Arrill. et Izag. es perenne y
altamente autdgamo (Speranza, 2009). Se encuentra en los ecosistemas de
campo en el sur de Uruguay y al este de la provincia de Buenos Aires,
Argentina (Speranza, 2009). En Uruguay se encuentra especificamente en el
sur, entre el Rio de la Plata y el Rio Negro, donde es frecuente encontrarlo en



parches densos en los bordes de carreteras, particularmente en areas de
serranias y a lo largo de pequefios arroyos. Se diferencia del resto de los
biotipos principalmente por la forma de la panoja y el tamafio de la espiguilla
(Sandro, 2014). Este biotipo ha sido utilizado extensamente para estudios
citogenéticos (Burson et al. 1973, Burson 1991, Quarin y Caponio 1995). La
caracterizacion primaria de una amplia coleccion de la especie mostré grandes
niveles de variabilidad para caracteres morfologicos de interés agronomico
(Sandro, 2014). Este biotipo contiene un alto nivel de variabilidad genética y
morfologica que puede utilizarse en programas de mejoramiento convencional
(Sandro et al., 2019).

7. Paspalum dilatatum biotipo Virasoro

Otro biotipo de interés dentro del grupo Dilatata es Paspalum dilatatum
biotipo 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). Se
puede diferenciar del P. dilatatum subsp. flavescens por presentar espiguillas
de mayor tamafio y mayor niumero de nervaduras en lema y palea (Caponio y
Quarin,1987). Este biotipo mostré menores niveles de dormicion de semilla en
comparacion a otros biotipos de P. dilatatum (Glison et al., 2015). En otros
trabajos (Da Costa y Scheffer-Basso 2003, Scheffer-Basso et al. 2007) mostr6
gran variabilidad y potencial para la produccion de forraje. Tanto la
autofecundacién como la polinizacion cruzada ocurren en este biotipo, en base
a andlisis con isozimas (Hickenbick et al., 1992). Sin embargo Speranza (2009)
analiza dos individuos que resultaron homocigotos para 13 loci microsatélites,
indicando un alto nivel de autogamia.

B. MARCADORES MOLECULARES

1. Definiciones

Un marcador molecular puede definirse como un segmento especifico
de ADN que es representativo de las diferencias a nivel del genoma entre
distintos individuos (Agarwal et al., 2008). Los marcadores moleculares pueden
0 no correlacionarse con la expresion fenotipica de una caracteristica (Agarwal
et al., 2008). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad
de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo dominante o
codominante (Simpson, 1997). Los marcadores moleculares ofrecen numerosas
ventajas sobre los métodos basados en los fenotipos. Son estables y
detectables en todos los tejidos, independientemente del crecimiento, la



diferenciacion, el desarrollo o el estado de defensa de la célula, no varian con el
medio ambiente, ni por efectos pleiotropicos o efectos epistaticos (Agarwal et
al., 2008). Hoy en dia son un método confiable para la determinacion de
polimorfismos en varios loci.

2. Usos

a. Mejoramiento asistido

Los mejoradores pueden utilizar marcadores moleculares o genéticos
como herramientas de seleccion (Darvasi y Soler, 1994). La seleccion asistida
por marcadores (MAS) puede potencialmente aumentar la eficiencia de la
seleccidn a través de caracteres fenotipicos de interés asociados al marcador
molecular, ya que permite una seleccion mas temprana y asi también una
reduccion del tamafio de la poblacién (Staub et al. 1996, Bonnecarrere et al.
2015).

En etapas previas a los cruzamientos y el desarrollo de lineas, existen
varias aplicaciones en las que los datos de marcadores moleculares pueden ser
Gtiles para el mejoramiento, como la determinacion de la identidad del cultivar,
la evaluacion de la diversidad genética, la seleccion parental y la confirmacion
de los hibridos (Collard y Mackill, 2008). Ademas, los marcadores pueden
utilizarse para confirmar la verdadera identidad de individuos dentro de un
programa. En hibridos de arroz, se utilizaron marcadores SSR y STS para
confirmar la pureza, método que era considerablemente mas simple que las
pruebas de crecimiento estandar (Yashitolaa et al., 2002).

b. Estudios de diversidad

Los estudios de diversidad genética y relaciones genéticas realizados
con marcadores moleculares pueden mejorar el uso de los diferentes genotipos
en programas de mejoramiento y el disefio de nuevos cruzamientos para estos
programas. Existen estudios de diversidad con diferentes marcadores
moleculares: utilizando RFLP y AFLP (Russell et al. 1997, Lubberstedt et al.
2000, Garcia et al. 2004), con RAPDS e ISSR (El Rabey et al., 2015), también
marcadores basados en retrotransposones LTR (Pearce et al. 2000, Bret6 et al.
2001, Solouki et al. 2008) y microsatélites o SSR (Chakravarthi y Naravaneni
2006, Kuleung et al. 2006, Sun et al. 2008), AFLP y SSR (Marulanda et al.,
2007). Partir de poblaciones diversas genéticamente es un paso clave en el
mejoramiento genético. Los microsatélites son muy buenos marcadores
genéticos para estudios de diversidad genética en una amplia gama de plantas.
Debido a su alto polimorfismo, abundancia y herencia co-dominante, son muy



adecuados para la evaluacion de la diversidad genética de una especie y entre
especies (Gupta et al. 1996, Wiinsch y Hormaza 2002).

c. Estudios de reproduccién

En estudios relacionados a la reproduccién en plantas se han utilizado
distintos marcadores moleculares. Para el estudio de apomixis en Poa pratensis
L. se utilizaron isoenzimas y marcadores RAPD (Mazzucato et al., 1995). Con el
objetivo de investigar la herencia del modo de reproduccion en Rubus (Antonius
y Nybom, 1995) se evaluaron cruzamientos interespecificos entre moras
apomicticas facultativas utilizando patrones M13-RFLP. Se utilizaron ISSR para
estudiar relaciones genéticas entre los genotipos estudiados en Rubus
(Rosaceae) (Sedighi 'y  Rahimmalek, 2015). Para  determinar
autoincompatibilidad e inter-compatibilidad en diferentes cultivares de olivo
(Olea europaea L.), se realizaron determinaciones de cuajado confirmadas por
andlisis de paternidad con SSRs. *

d. Mapas genéticos

Los mapas de ligamiento determinan la posicion lineal de genes o
marcadores en un cromosoma. Proporcionan informacion sobre las tasas de
recombinacién del genoma, asi como también informacion sobre los
reordenamientos gendmicos intra e interespecies dentro y entre cromosomas.
Estos mapas son muy utiles en estudios de gendémica evolutiva y comparativa,
como se ha mostrado en trabajos con Festuca pratensis Huds. y también entre
especies frutales de la familia Rosaceae (Alm et al. 2003, Cosson et al. 2004).

En un principio, los estudios de ligamiento producian so6lo mapas
genéticos de baja densidad. Con el desarrollo de marcadores moleculares
directamente basados en secuencias de ADN, como los RFLP, aument6 el
namero de loci dando posibilidad a mapas de ligamiento de mayor densidad
(Bradshaw et al. 1994, Devey et al. 1996). La llegada de la técnica AFLP
(polimorfismo de longitud de fragmento amplificado) proporciondé una nueva
clase de marcadores altamente polimérficos y reproducibles que combinan
estrategias RFLP y PCR (Becker et al. 1995, Jones et al. 1998).

! Riella, V.; Speranza, P; Speroni, G. 2020. The effect of the effective pollination period (EPP)
on the self incompatible 'Arbequina’ olive cultivar (Olea europea L.) For a non-traditional area.
(sin publicar).
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La gran cantidad de marcadores generados puede contribuir a la
saturacion de los mapas existentes. Una gran cantidad de microsatélites se han
colocado en los mapas genéticos del trigo (Gao et al. 2004, Nicot et al. 2004, Yu
et al. 2004) y la cebada (Thiel et al., 2003). Los microsatélites se convirtieron en
un tiempo en los marcadores de eleccion en mapeo en especies de plantas
(Weber y May, 1989). Los SSR proporcionaron un método mas confiable para
construir mapas genéticos debido a su herencia codominante y gran niumero de
alelos por locus (Hodel et al., 2016). Estos marcadores fueron usados como
ancla para la construccion de mapas genéticos de distintas especies frutales
por ejemplo (Yamamoto et al. 2005, Deleu et al. 2009). Se integraron 14 STSs,
34 AFLPs, 24 RAPDs, 3 ISSRs y 9 caracteristicas fenotipicas para la
construccion de un mapa genético en durazno (Yamamoto et al., 2005),
incluyendo ademas 94 SSRs. En la actualidad existe una creciente posibilidad
de saturar el mapa genético con polimorfismos nucleétido Unico (SNP), los
cuales son mas adecuados para el analisis de alto rendimiento, especialmente
si estos marcadores se encuentran en regiones codificantes del genoma, para
proporcionar marcadores funcionales como se propone para el caso del melon
(Deleu et al., 2009).

3. Microsatélites

a. Definicion y descripcidn de microsatélites

Los marcadores microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR
por su sigla en inglés) son secuencias de ADN formadas por repeticiones en
tandem de unidades de 1 a 6 nuclettidos. Son codominantes, altamente
polimérficos y densamente distribuidos en el genoma de los organismos
eucariotas (Kashi y Soller, 1998). Muestran polimorfismo tanto inter como intra
especifico (Gao et al., 2013). Tienen una tasa de mutacién que va de 102 a 10°
eventos de mutacion por locus por generacion (Hanslik et al. 2000, Li et al.
2002). Se espera que los alelos mas cortos exhiban tasas de mutacion mas
bajas y, por lo tanto, una menor heterocigosis observada (Symonds y Lloyd
2003, Paun y Horandl 2006). La alta variacién de los microsatélites esta en los
cambios en el numero de unidades de repeticion (Li et al. 2002, Gao et al. 2013)
lo que los convierte en marcadores alterando su largo en pares de bases.

Los microsatélites son considerados una herramienta poderosa para un
muy amplio rango de usos (Putman y Carbone 2014, Hodel et al. 2016). Entre
los usos revisados en estos trabajos (Putman y Carbone 2014, Hodel et al.
2016) pueden destacarse: construccion de mapas genéticos de alta densidad,
identificacibn de individuos, clones o -cultivares (Hoshino et al.,, 2012),
determinaciones del sistema reproductivo de una especie (Merritt et al., 2015),
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identificacion de parentales (Selkoe y Toonen 2006, Merritt et al. 2015) y
evaluacion de caracteristicas comunes o distancias genéticas entre individuos o
taxones relacionados (Kalia et al. 2011, Hodel et al. 2016). En el mejoramiento
genético se utilizan asociandolos a genes de interés (Gao et al., 2013). Dentro
de la genética de poblaciones tienen también usos diversos (Putman y Carbone
2014, Merritt et al. 2015, Hodel et al. 2016), tales como: determinacién de la
diversidad y estructura genética, niveles de endocria, direccion del flujo génico
entre poblaciones y andlisis de estructura clonal. Son utilizados en genética de
la conservacion, estudios sobre evolucion y filogeografia. Los microsatélites
pueden implementarse para el desarrollo de marcadores especificos de alelos,
dentro de los genes que controlan caracteres de interés. Junto con los SNP y
otros tipos de marcadores serdn de importancia para aplicaciones en el
fitomejoramiento (Varshney et al., 2005). En el desarrollo de los microsatélites
es importante determinar que los fragmentos amplificados se localizan en un
locus dnico (Slavov et al., 2004). Sin embargo, en el caso de los alopoliploides
ocurre en ciertas ocasiones que un par de cebadores amplifica dos loci
homedlogos. Si los alelos de cada locus presentan diferencias en el tamafio que
permiten asignar los fragmentos a los diferentes loci sin ambigliiedad, podrian
usarse cebadores que amplifiquen mas de un locus. Es de esperar que no haya
ligamiento entre dichos loci ya que estan en cromosomas homeologos, y de
constatarse la ausencia de ligamiento podrian ser usados para genotipar
(Speranza y Malosetti, 2007).

b. Ventajas de los microsatélites sobre otros marcadores

Se pueden usar distintas técnicas basadas en PCR para detectar
polimorfismos en plantas, una de las principales ventajas de los microsatélites
sobre otros marcadores moleculares es su alta variacion alélica. Esta
caracteristica también hace que estos marcadores sean herramientas
poderosas para evaluar la similitud genética entre individuos o taxones
estrechamente relacionados (Guichoux et al., 2011). Los microsatélites son una
buena herramienta para revelar variabilidad genética. Tomando el ejemplo del
trigo, 13 marcadores isoenzimas, RFLP y AFLP muestran un alto grado de
conservacion de marcadores (Hazen et al., 2002). Por otro lado, se determiné
gue los microsatélites son capaces de revelar una gran variabilidad genética
(Roder et al., 1995), superando ampliamente a otros como RFLP, AFLP e
isoenzimas.

Los microsatélites han sido el marcador de eleccién para la mayoria de
los estudios de parentesco debido a su alta variabilidad y amplia disponibilidad
(Hauser et al.,, 2011) Recientemente hay un mayor interés por el uso de
marcadores SNP para estudios de parentesco a gran escala (Anderson y
Garza, 2006). Los SNPs han mostrado en algunos ejemplos tener menor poder
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de resolucion de paternidad (Jones y y Wang 2010, Hauser et al. 2011), lo que
puede solucionarse aumentando la cantidad de loci (Putman y Carbone, 2014).

Otra clara ventaja de estos marcadores radica en su facil genotipado, el
cual puede realizarse manualmente reduciendo errores (Hodel et al., 2016). La
validacién manual de conjuntos de marcadores SNPs tan grandes generados
por técnicas como GBS o RAD-Seq no es practica y la precision de las
herramientas de analisis automatico aun no esta clara, por lo que algunos
errores pueden pasar inadvertidos (Davey et al., 2013). Sin embargo, el bajo
namero de loci utilizados en un estudio con marcadores microsatélites permite
un analisis manual y reduce las posibilidades de error considerablemente. Por
otra parte, el trabajo con microsatélites no requiere de habilidades en
bioinformatica, como si se necesitan a la hora de trabajar con datos de
secuencia en analisis de SNPs. Su alta reproducibilidad representa otra gran
ventaja, en Jones (1998) proponen que a diferencia de otros marcadores como
AFLPs y RAPDs, todos los laboratorios pudieron amplificar los alelos SSR,
obteniéndose pequefias diferencias en su tamafio. Es importante que estas
tecnologias de marcadores puedan estandarizarse y asi obtener resultados
reproducibles e intercambiables entre laboratorios.

A pesar de muchas ventajas, los marcadores microsatélites también
tienen varios desafios y dificultades. El principal inconveniente de los
marcadores microsatélites es que, para la mayoria de las especies, los
microsatélites deben desarrollarse de novo (Abdelkrim et al., 2009). Sin
embargo, todos los tipos de marcadores tienen algunas desventajas y la
versatilidad de los microsatélites para abordar muchos tipos de preguntas
ecoldgicas supera sus inconvenientes para muchas aplicaciones (Selkoe y
Toonen, 2006).

c. Evolucién de los diferentes usos de los microsatélites

En los afios 1990s para la mayoria de los estudios con marcadores
moleculares se empleaban RAPDs (ADNs polimérficos amplificados al azar) o
RFLPs (polimorfismos en el largo de los fragmentos de restriccion). Desde que
el desarrollo de microsatélites se volvio rentable a fines de la década del 1990,
los investigadores los han usado con frecuencia en estudios que requieren altos
niveles de polimorfismo. Se han generado aproximadamente 225.000 articulos
publicados (Hodel et al., 2016). Esta evidencia muestra que los SSR hoy en dia
son una alternativa viable para una amplia gama de estudios.

El uso de microsatélites indudablemente estd dando paso a nuevas
tecnologias que involucran secuenciacion masiva como RAD-Seq y GBS (Hodel
et al., 2016). De todas maneras hay varias razones por las cuales los SSR son
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y seguiran siendo valiosos. Estos marcadores moleculares adn tienen una gran
aplicabilidad debido a su alto polimorfismo, analisis relativamente facil,
neutralidad comprobable y herencia mendeliana (Hodel et al., 2016). El uso de
microsatélites hoy en dia puede llevarse a cabo con bajo presupuesto y
habilidades computacionales limitadas (Varshney et al. 2005, Hodel et al. 2016).
Ademas, para estudios relacionados con la genética de la conservacion, los
microsatélites probablemente continuaran siendo la opcidbn mas econémica por
un tiempo (Jennings et al., 2011). Existen muchos estudios que no requieren la
alta densidad de marcadores proporcionada por RAD-Seq y GBS, siendo mas
beneficiados con la inclusion de grandes cantidades de muestras (Hodel et al.,
2016). La alta variacion alélica de los microsatélites, comparada a la de
marcadores basados en secuencias, es Optima para la identificacion de
marcadores presentes en subpoblaciones de interés, como individuos
resistentes a enfermedades (Miah et al., 2013). Por todas estas razones, los
microsatélites siguen siendo una buena opcion para dar respuesta a variadas
preguntas.

d. Desarrollo de microsatélites

Para la identificacion de microsatélites en una especie, el enfoque
tradicional consistia en el tamizado de bibliotecas gendmicas desarrolladas por
digestion con una 0 mas enzimas de restriccion (Ritschel et al., 2004). El ADN
digerido de cada reaccion se usa luego para construir una biblioteca genémica.
La biblioteca es enriquecida en secuencias que contienen repeticiones en
tandem. Esta se forma a partir de la unién de segmentos de ADN, digeridos con
enzimas de restriccion, a sondas conteniendo secuencias repetidas, las cuales
s6lo se hibridan con los fragmentos de secuencias complementarias a la de la
sonda (Hodel et al., 2016). En una etapa posterior, los fragmentos son aislados
e hibridados a la sonda, estos se amplifican por PCR en base a una secuencia
conocida que se ligbé con la digestién y se secuencian para el posterior disefio
de los cebadores. La esencia de los microsatélites obtenidos por este medio
esta limitada por el paso del enriguecimiento (Hodel et al., 2016). Ademas,
varias secuencias se pierden en la etapa de clonaciéon (Kalia et al., 2011). Esta
metodologia consume mucho tiempo, es costosa y su rendimiento es bajo, de
entre 8 y 20 loci polimorficos por cada 30 a 60 pares de microsatélites testeados
(Zalapa et al., 2012).

En épocas mas recientes los métodos de secuenciacion de préxima
generacion (NGS, Next Generation Sequencing) tienen mayores rendimientos y
menores costos (Hoshino et al. 2012, Hodel et al. 2016). Las tecnologias de
NGS pueden usarse para secuenciar genomas completos o restringirse a areas
especificas de interés, incluidos los genes codificantes o un pequefio numero
de genes individuales (Benhjati y Tarpey, 2013). Con este método no se
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requiere ninguna eleccién de una repeticion especifica (Castoe et al., 2012),
igualmente deben tomarse otras decisiones como la preparaciéon de la
biblioteca, la plataforma de secuenciacion (largo de la lectura y la cobertura) y
también la eleccion de él o los programas utilizados para la deteccién de los
marcadores (Hodel et al., 2016).

Una vez que los investigadores generan u obtienen datos de NGS, el
siguiente paso es usar un programa de software para identificar posibles loci
(Hodel et al.,, 2016). Estos pueden variar en: largo de lectura, numero de
lecturas obtenidas y calidad de las mismas. Estas caracteristicas van a afectar
la capacidad de descubrir marcadores microsatélites asi como su éxito. De
todas las plataformas, actualmente Illumina es considerada la ideal para este fin
por su relacion eficiencia-costo (Hodel et al., 2016).

e. Microsatélites utilizados en este trabajo

El grupo de trabajo del Laboratorio de Evolucion y Domesticacion de
Plantas (LEDP) de la Facultad de Agronomia (UdelaR), acompafiando el interés
por estudiar el potencial agronémico de los tetraploides sexuales del grupo han
desarrollado marcadores moleculares para este grupo, siendo el principal
insumo para el presente trabajo. A partir de una biblioteca gendmica
enriguecida en fragmentos con la repeticion CA, en Speranza y Malosetti (2007)
se desarrollaron 15 marcadores microsatélites sobre P. dilatatum ssp.
favescens con el nombre de “Pdfl's”. En Rebollo (2017) se desarrollaron 82
marcadores microsatélites sobre Paspalum urvillei (serie “PUR” 1-23), P.
dilatatum ssp. favescens (serie “Pdfl” 30-50) y los biotipos Vacaria (serie “Pdva”
1-19) y Virasoro (serie “Pdvi” 1-20) de P. dilatatum denominados de acuerdo a
la especie focal. Estos SSR se desarrollaron a partir de datos de secuenciacion
de baja cobertura de NGS de cada especie. Speranza y Malosetti (2007),
Rebollo (2017) analizaron la segregacion de 20 y 15 marcadores microsatélites
de los desarrollados en sus trabajos, en 32 y 43 individuos respectivamente.
Estos individuos corresponden a la F;, del cruzamiento entre P. dilatatum biotipo
Virasoro y P. dilatatum subsp. flavescens descrito en (Speranza y Malosetti,
2007). En el presente trabajo se realiz6 el estudio sobre la poblacién
proveniente del mismo cruzamiento pero en Fg. En ambos trabajos (Speranza y
Malosetti 2007, Rebollo 2017) se menciona que la gran mayoria de los
marcadores microsatélites mostraron proporciones de segregacion de acuerdo
con las expectativas de herencia disémica normal en F,. Con la excepcion de
los marcadores Pdva6 y Pdval6 en Rebollo (2017) y Pdfll5a en Speranza y
Malosetti (2007).
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C. PUESTA A PUNTO Y CARACTERIZACION

El conocimiento sobre la diversidad de germoplasma y las relaciones
genéticas entre los materiales de mejoramiento podria ser una ayuda invaluable
en las estrategias de mejoramiento de cultivos (Mohammadi y Prasanna, 2003).
Para aplicar de forma exitosa y eficiente el mejoramiento genético de P.
dilatatum a través de los tetraploides sexuales del grupo Dilatata, se requiere
del mayor grado de informacion posible. Para P. dilatatum en particular se
cuenta con dos conjuntos de microsatélites que podrian aportar informacién de
mucha utilidad. Para poder aplicarlos, es fundamental confirmar que cada uno
de ellos presente herencia mendeliana y conocer si existe ligamiento entre
todas las posibles parejas de marcadores microsatélites. Tanto la forma en que
segregan como la ubicacion en el mapa genético son muy importantes para que
se pueda explorar totalmente el potencial de un marcador molecular.
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II. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIAL VEGETAL

La poblacion de plantas que se utilizaron en este estudio son el
resultado de un cruzamiento realizado en 1999 de P. dilatatum subsp.
flavescens x P. dilatatum biotipo Virasoro (Pf1s*V). La obtencién de los hibridos
se describe en Speranza y Malosetti (2007). La poblacion de este trabajo se
obtuvo de semillas F;, conservadas en el Banco de Germoplasma de la Facultad
de Agronomia, Montevideo, Uruguay por el método de descendencia de una
sola semilla. Para el afio 2019 se obtuvieron 235 lineas endocriadas Fg
recombinantes. ? Para este trabajo se seleccionaron al azar en la poblacién 198
de estas lineas en Feg.

B. EXTRACCION DE ADN

Las extracciones de ADN de los individuos se llevaron a cabo a partir
de material foliar fresco o secado con gel de silice siguiendo el protocolo
propuesto por Doyle (1987), Collins y Symons (1992). Para moler el material
vegetal se utiliz6 un homogeneizador con municion de zirconio a una velocidad
de 6,5 m/s (45 segundos/10 ciclos).

C. AMPLIFICACION POR PCR

La mezcla de reaccién consistié en tampén 1x, MgCI2 1,5mM, dNTPs
0,15mM, M13 0,40uM, cebador iniciador 0,30uM, extendido con secuencia M13
(Boutin-Ganache et al., 2001), cebador reverso 4,5uM, BSA 0,80ug, Taq
(Thermo Scientific) 0,60U/uL, ADN 150ng y H20 hasta completar un volumen
de 15uL. El ciclo de amplificacién para todos los cebadores consistio en una
etapa inicial de desnaturalizacion 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 amplificaciéon se corrié en un gel de agarosa al 1% a 150
V durante 1 h, posteriormente tefiido con bromuro de etidio durante 5 min y
lavado en agua durante 10 min. Confirmada la amplificacién del fragmento
objetivo, las muestras fueron acondicionadas y enviadas al servicio de
secuenciacion del DNA Fragment Analysis Facility de la universidad de Yale. La
lectura y genotipado se realiz6 con los programas Geneious R9© y Peak
Scanner™ Version: 1.0. En primera instancia se genotiparon los padres P.

2 Sandro, P.; Glison, N. 2020. Com. personal.
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dilatatum subsp. flavescens (Pfls) y P. dilatatum biotipo Virasoro (V), y luego en
la progenie se identificaron los alelos de cada padre.

D. MARCADORES MOLECULARES

A partir de un conjunto de marcadores SSR desarrollados para el grupo
Dilatata por Speranza y Malosetti (2007), Rebollo (2017), se probaron 27
marcadores microsatélites polimorficos entre los padres en la progenie. En este
trabajo se seleccionaron 15 de estos marcadores (Representados en el Cuadro
1) teniendo en cuenta que superaran los 66 individuos genotipados con éxito y
sin ambigliedad en la interpretacion de los datos (Cuadro 1). Los marcadores
Pdfl 22 y Pdva 5 amplifican mas de un locus.

Cuadro 1. Marcadores moleculares utilizados en este trabajo

Marcador Desarrollado Segregacién probada Numero de individuos
Pdfl 8 Speranza y Malosetti (2007) Si 43
Pdfl22  Speranza y Malosetti (2007) Si 43
Pdfl 28  Speranza y Malosetti (2007) Si 43
PUR 1 Rebollo (2017) Si 30
PUR 5 Rebollo (2017) Si 29
PUR 6 Rebollo (2017) Si 31
PUR 11 Rebollo (2017) Si 32
PUR 12 Rebollo (2017) Si 32
PUR 13 Rebollo (2017) Si 32
PUR 14 Rebollo (2017) Si 32
PUR 15 Rebollo (2017) Si 32
PUR 20 Rebollo (2017) No 0
Pdva 5 Rebollo (2017) Si 31
Pdva 6 Rebollo (2017) Si 32
Pdva 7 Rebollo (2017) Si 30

Se representan los 15 marcadores SSR seleccionados para el analisis de
segregacion. Se describe en que trabajo fueron desarrollados los marcadores, se indica si la
segregacion fue probada previamente en estos trabajos y en cuantos individuos de la
generacion F, del cruzamiento entre P. dilatatum biotipo Virasoro y P. dilatatum subsp.
flavescens descrito en Speranza y Malosetti (2007) fue probada la segregacion
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E. AJUSTE A HERENCIA MENDELIANA

Para confirmar la herencia mendeliana en generaciones avanzadas, se
aplicé el test de Chi cuadrado (xz). En el andlisis se realizaron pruebas de x?
para cada marcador molecular, utilizando informacion observada y esperada del
namero de individuos homocigotas para uno de los alelos de los progenitores
asi como la cantidad de individuos heterocigotas. Las proporciones esperadas
de heterocigotas para la progenie en este caso es de 3,125% debido a que se
trata de la generacion Fg, mientras que el porcentaje esperado de individuos
homocigotas para el alelo de cada padre es de 48,4%. La prueba de x* fue
realizada con el valor critico utilizando dos grados de libertad y un valor a de
0,05.

F. ANALISIS DE LIGAMIENTO

Se realiz6 una limpieza de los datos, donde aquellos genotipos y
marcadores con una proporcion mayor al 50% de datos faltantes fueron
removidos. Para el analisis de ligamiento se utilizé el paquete r/qtl (Broman et
al., 2003) implementado en R (R Core Team, 2020). Se calcularon las
frecuencias de recombinacion pareadas entre marcadores usando la funcion
est.rf de dicho paquete.
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IV. RESULTADOS

Se analiz6 una poblacion Fg de 198 lineas, derivada del cruzamiento de
P. dilatatum subsp. Flavescens x P. dilatatum biotipo Virasoro. De los 198
individuos analizados, 14 no tuvieron amplificacién para ningun marcador, otros
72 tuvieron amplificacion para menos de 7 marcadores y 112 individuos
mostraron amplificaciéon para 7 o mas marcadores. De los marcadores que
amplifican mas de un locus Pdfl 22 amplifica dos loci, uno de ellos conteniendo
un alelo nulo y Pdva 5 amplifica dos loci, uno polimorfico y otro con alelos
idénticos para ambos padres. Por este motivo para cada uno de estos
marcadores se reporta un solo locus en los resultados. De los 15 marcadores, 5
fueron amplificados exitosamente en al menos el 60% de la poblacion (PUR 5,
6, 12, 20 y Pdfl 22). Se realizaron 2970 reacciones, de los cuales 1495 fueron
exitosas, indicadas en color verde y amarillo y 1475 no tuvieron éxito o arrojaron
resultados dudosos, indicadas en color rojo (Figura 2). Las reacciones que no
fueron exitosas no se volvieron a repetir.
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Las reacciones en las que no hubo amplificacion se representan en color rojo. Las reacciones
que resultaron homocigotas para el alelo del padre Pfls o para el alelo del padre V se
representan en color verde y las reacciones con ambos alelos (heterocigotos) en color amarillo.

Figura 2. Mapa de éxito de amplificacion para 198 individuos y 15 marcadores
moleculares sin repeticién de las reacciones

De los individuos que efectivamente tuvieron amplificacion se observo
en 751 casos el alelo del padre flavescens (55%) con un rango de (21-90%), en
518 casos el alelo del padre Virasoro (38%) con un rango de (6-55%, Cuadro
2). Dentro de los 15 marcadores microsatélites con los que se trabajé en la
progenie, 10 superan el 50% de alelos del padre flavescens (Pfls) como se
puede observar en la Figura 3.
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Representadas en gris oscuro y padre Virasoro (V) representadas en gris claro para los 15 loci
microsatélites evaluados en la progenie Fg. Con asteriscos (*) se representan las desviaciones
significativas (p<0,05) segun el test de x2 detallado en el Cuadro 2.

Figura 3. Distribucion de frecuencias alélicas de alelos del padre flavescens
(Pf1s)
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Segun los resultados de la prueba estadistica de x? (Cuadro 2), para los
marcadores Pur 6,13, y Pdfl 28 las frecuencias observadas no son
significativamente diferentes de la segregacion mendeliana esperadas para F6,
El porcentaje de heterocigotos esperado para la progenie en este caso es de
3,125% debido a que se trata de la generacion F6, mientras que el porcentaje
esperado de individuos homocigotas para el alelo de cada padre es de 48,4%,
en ausencia de migracion, seleccion y deriva. En el caso de los marcadores Pur
1, 5, 11,12,14,15,20, Pdva 5,6,7, Pdfl 8 y 22 las frecuencias observadas son
significativamente diferentes de las esperadas (p<0,05) por lo que los patrones
de segregacion se ven desviados de la segregacion mendeliana esperada.

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas para 15 marcadores
SSR en la poblacién de lineas Fg derivadas de un cruzamiento en Paspalum
dilatatum y p-valores obtenidos por el célculo de x* para las frecuencias
observadas

Frecuencias genotipicas (0.485:0.485:0.03) Frecuencias alélicas (1:1)

Marcador ntotal Obs.F Obs.V  Obs.H p-valor Obs.F Obs.V p-valor
Pur 1 111 0,59 0,40 0,01 0,0455 0,60 0,40 0,0350
Pur 5 139 0,91 0,06 0,03 <0,0001 0,92 0,08 <0,0001
Pur 6 131 0,43 0,56 0,02 0,1891 0,44 0,56 0,1288
Pur 1l 91 0,65 0,35 0,00 0,0044 0,65 0,35 <0,0001
Pur 12 127 0,72 0,24 0,05 <0,0001 0,74 0,26 <0,0001
Pur 13 66 0,64 0,32 0,05 0,1795 0,66 0,34  0,0062
Pur 14 78 0,41 0,51 0,08 0,0206 0,45 0,55 0,2200
Pur 15 86 0,34 0,41 0,26 <0,0001 0,47 0,53 0,0004
Pur 20 146 0,21 0,66 0,13 <0,0001 0,28 0,72 <0,0001
Pdva 5 89 0,62 0,34 0,04 0,0136 0,64 0,36  0,0049
Pdva 6 92 0,51 0,39 0,10 <0,0001 0,56 0,44  0,0985
Pdva 7 58 0,69 0,28 0,03 0,0046 0,71 0,29 0,0011
Pdfl 8 88 0,66 0,28 0,06 0,0003 0,69 0,31 <0,0001
Pdfl22 124 0,23 0,52 0,25 <0,0001 0,35 0,65 <0,0001
Pdfl 28 69 0,48 0,48 0,04 0,7500 0,50 0,50 0,7000

El “n total” indica el numero total de individuos genotipados por marcador

A través de una matriz representando el analisis de ligamiento
elaborado a partir de la frecuencia de recombinacion para cada par de
marcadores (Cuadro 3), se ve que la mayoria de los marcadores no estan
ligados y se pueden observar dos grupos de ligamiento, el primero (color azul)
involucrando a los marcadores PUR 13 y Pdfl 28 y el segundo involucrando tres
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marcadores, PUR 5, PUR 12 y Pdfl 8 (color rojo). Los marcadores ligados
deben tener un valor de FR menor al 0,5 y un valor de puntuacion LOD mayor o
igual a 3, indicando que es mil veces mas probable que estén ligados a que no
lo estén. Para el caso del grupo de ligamiento dos, representado en color rojo,
el valor de puntuacion LOD del Pdfl 8 con el PUR 5 es significativamente menor
a 3, sin embargo, como el PUR 5 esta ligado a PUR 12 y éste al Pdfl 8, resulta
que Pdfl 8 y PUR 5 también estan ligados. Los valores de FR también dan una
idea de cuan cercano es el ligamiento, cuanto mas se acerque el valor a 0,5,
mas cercano es. En este caso ninguno de los dos grupos de ligamiento fue
demasiado cercano, ya que FR tomé valores entre 0,10) y 0,28 para los 4
marcadores involucrados en grupos de ligamiento.

Cuadro 3. Resultados del calculo de frecuencias de recombinacién entre los
marcadores

PUR1 Pdva6 PUR13 Pdfl28 Pdva5 Pdfl8 PUR12 PUR5 PUR11 PUR6 PUR14 PUR15 PUR20

PUR1 - 0,02 09 083 045 0,06 029 021 0,00 0,27 034 0,06 0,03

Pdvaé 0,47 - 0,23 039 142 026 082 0,75 033 0,12 129 0,28 0,17
PUR13 0,26 0,38 - 0,78 0,01 0,26 1,22 0,01 0,19 047 0,00 0,33
Pdfl28 0,26 0,67 - 0,02 0,54 0,13 0,00 0,01 o061 000 0,21 0,00
Pdva5 0,34 080 0,28 0,44 - 012 141 0,73 0,00 0,71 164 0,16 0,55

Pdfis 0,43 0,36 045 084 061 -
PUR12 0,38 0,28 0,36 0,40 0,24
PUR5S 040 032 0,26 0,552 0,32

045 001 051 0,07 0,16
0,47 167 0,76 0,70 1,35
1,15 0,038 0,07 0,53 2,95

PUR11 050 0,36 054 047 048 035 0,34 0,28 - 0,02 0,09 1,08 0,68
PUR6 0064 042 038 0,31 0,74 0,81 0,26 054 0,53 - 0,57 0,08 0,06
PUR14 035 0,78 032 050 0,23 081 094 058 0,61 0,75 - 0,03 0,05
PUR15 059 0,70 050 0,72 0,38 043 0,28 032 0,28 0,60 0,44 - 0,46

PUR20 055 061 0,79 050 0,69 062 0,75 081 0,71 042 044 0,70 -

En el triangulo inferior se muestran los valores de frecuencia de recombinacion (FR) para cada
par de marcadores. En el triangulo superior se ubican los valores de puntuacion LOD,
calculados como el logaritmo en base diez de un cociente entre probabilidad que dos loci estén
ligados y probabilidad que no estén ligados. Se identifican dos grupos de ligamiento, el grupo de
ligamiento 1 marcado en color azul y el grupo de ligamiento 2 en color rojo
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V. DISCUSION

El presente trabajo contribuye a los estudios genéticos y gendmicos en
Paspalum al caracterizar el modo de herencia y ligamiento en una poblacion Fg
proveniente del cruzamiento entre P. dilatatum subsp. flavescens y P. dilatatum
biotipo Virasoro. Fue posible analizar el modo de herencia de los marcadores
previamente desarrollados para la especie. Los marcadores que utilicé en este
trabajo fueron seleccionados de acuerdo con trabajos anteriores por presentar
alelos diferentes entre los padres del cruzamiento (Speranza et al. 2007,
Speranza 2009, Rebollo 2017). Este trabajo confirma la herencia disémica de
15 de estos marcadores SSR e identifica a aquéllos con segregacion
independiente. Es particularmente importante en especies alopoliploides
demostrar la herencia disomica de los marcadores ya que debido a la presencia
de loci homedlogos pueden generarse fragmentos no alélicos que son dificiles
de interpretar. Los resultados permitieron detectar con seguridad ligamiento
entre algunos marcadores y afirmar que la mayoria aportan informacion de
regiones independientes del genoma.

En este trabajo se complementd la informacion disponible para 15 de
los marcadores previamente desarrollados. EI nimero de marcadores utilizados
varia segun las caracteristicas de las poblaciones y los objetivos a alcanzar. En
datos relevados por Varshney et al. (2005) se muestra que para especies como
centeno, festuca, y arroz los microsatélites utilizados en diferentes articulos van
de 100 a 145. En otros estudios, el numero de marcadores utilizados varia
segun las caracteristicas de las poblaciones y los objetivos a alcanzar. Para el
estudio de diversidad genética en especies silvestres del acervo genético de
trigo y de cebada se utilizaron 15 y 11 microsatélites respectivamente (Medini et
al. 2005, Wang et al. 2009). Para estudiar el modo de herencia y el ligamiento
en una poblacion biparental de S. commersonii se utilizaron 13 microsatélites
(Sandro et al., 2016). EI nimero de marcadores incluidos en este estudio por lo
tanto puede utilizarse para varias aplicaciones.

La cantidad de datos por individuo no fue muy alta, debido a que no se
repitieron las reacciones que no fueron exitosas. Si bien podria haber logrado
una matriz de resultados mas completa, en el analisis se decidieron descartar
todos aquellos resultados que no pudieron ser genotipados sin ambigiiedad de
manera que se obtuvo una matriz final de datos por individuo no muy alta, pero
si confiable. Las reacciones que aparecen de color rojo en la Figura 2
corresponden no solamente a reacciones sin amplificacion sino también a
resultados ambiguos o dudosos. De esta manera, de 27 marcadores
microsatélites probados en la progenie, inicialmente, 15 marcadores fueron
analizados y estos son los datos que se presentan en esta tesis.
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Los resultados obtenidos son congruentes con la herencia disbmica de
los marcadores en este cruzamiento previamente observada en Speranza y
Malosetti (2007). Sin embargo, podrian mostrar evidencia de distorsion en la
segregacion, ya que los alelos del padre flavescens aparecen en mayor
proporcion para la mayoria de los marcadores estudiados (Figura 3). O por lo
menos la mitad de ellos si se utilizé una correccion de Bonferroni para realizar
una prueba mas rigurosa.

Este fendmeno se define como una desviacién de la proporcion
mendeliana esperada de individuos en una clase genotipica dada, dentro de
una poblacion segregante (Sandler y Novitski 1957, Sandler y Golic 1985, Lyttle
1991). Se ha documentado en una amplia gama de organismos, incluidas las
plantas (Cameron y Moav 1957, Loegering y Sears 1963, Rick 1966, Tsujimoto
y Tsunewaki 1985) y en particular se han observado numerosos ejemplos de
frecuencias alélicas inesperadas en loci de marcadores moleculares en los
altimos afios. La distorsion en la segregacion puede ser detectada con un
amplio espectro de marcadores genéticos, incluidos isoenzimas y marcadores
de ADN (Zamir y Tadmor 1986, Abe y Tsuda 1987, Konishi et al. 1990, Xu et al.
1997). Este fendmeno puede surgir de causas genéticas, fisioldégicas y / o
ambientales y la contribucion relativa de cada uno de estos factores puede
diferir en poblaciones especificas (Xu et al., 1997). Frecuentemente el alelo
masculino puede mostrar pérdida de habilidad competitiva (Xu et al. 1997), en
Shanmugavadivel (2013) el alelo paterno estuvo menos representado en la
poblacion Fs. La base genética del fendmeno puede ser el aborto de gametos
masculinos o femeninos, o la fertilizacion selectiva de genotipos gaméticos
particulares (Xu et al., 1997), también puede darse post-fecundacién por
embriones o plantulas con marcada reduccién de viabilidad (Fishman y
Mclintosh, 2019). La segregacion distorsionada es frecuentemente observada
en poblaciones de lineas endocriadas recombinantes derivadas de la
descendencia de una sola semilla, representa el efecto acumulativo de factores
genéticos y ambientales, como seleccion natural o artificial en multiples
generaciones (Xu et al.,, 1997), por lo tanto, es dificil distinguir las causas
genéticas de las ambientales de las frecuencias alélicas distorsionadas en las
poblaciones de lineas endocriadas (Xu et al., 1997). Pese a que los marcadores
con distorsion de segregacion afectan negativamente la correcta estimacion de
distancias genéticas en la construccion de mapas de ligamiento, existen varios
paquetes estadisticos que controlan esta limitacion y permiten la construccion
de mapas robustos e identificacion de QTL (“Quantitative trait loci’o “loci de
caracteres cuantitativos”, Shanmugavadivel et al., 2013).

En cuanto a la asociaciéon entre los marcadores, se obtuvieron valores
de estimaciones de recombinacion muy por encima del valor esperado para la
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segregacion independiente de los loci (0,5). Se atribuyen estos valores al
caracter incompleto de la matriz de datos debido a los datos faltantes y al hecho
de que los conjuntos de individuos efectivamente genotipados para cada locus
son diferentes. Este analisis debera ser repetido con una matriz mas completa.
A pesar de esto, los resultados sugieren que hay grupos de marcadores que
estan ligados y otros que no se encuentran cercanamente ligados (Cuadro 2).
Por lo tanto, se afirma que la informacion que pueden dar los marcadores PUR
1, Pdva 6, Pdva 5, PUR 11, PUR 6, PUR 14, PUR 15 y PUR 20 no es
redundante, sino que se distribuyen ampliamente por el genoma, segregando
de forma independiente. Las frecuencias de recombinacion observadas entre
los marcadores ligados variaron entre 10 y 28% por lo que en todos los casos
existieron algunos individuos que no presentaban las combinaciones parentales
originales. La utilizacion de un marcador de cada uno de los dos grupos
identificados también proporcionard informacién independiente. En los casos en
gue hay distorsion en la segregacion se recomienda analizar la asociacion entre
la segregacion entre los marcadores de diferentes loci en base a una prueba de
cocientes de maxima verosimilitud. En esta tesis se eligi6 presentar las
estimaciones de frecuencias de recombinacion porque resultan mas facilmente
interpretables. Sin embargo los datos fueron analizados por ambos enfoques
metodoldgicos y se observa la misma evidencia de asociacion entre los mismos
conjuntos de loci. En el Anexo 1 se muestra este resultado.
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VI.  CONCLUSIONES

El presente trabajo contribuye a generar informacion para los
marcadores moleculares desarrollados para Paspalum. Se concluye con
confianza acerca del modo de herencia de 15 marcadores microsatélites. 10 de
los 15 marcadores mostraron distorsion de segregacion de leve a alta, el alelo
mas frecuente fue el materno (flavescens). 10 de los 15 marcadores mostraron
segregacion independiente entre si, mientras que los otros 5 cosegregan en dos
grupos de ligamiento.

Si bien este trabajo no buscé determinar las causas la distorsiéon en la
segregacion, se sugieren futuros analisis para investigar estas causas. A partir
de la observacion de la segregacidbn en meiosis de los cromosomas
pertenecientes a cada biotipo parental, utilizando marcadores citogenéticos que
los diferencien, se podria evidenciar si la distorsién se produce en este proceso.
Adicionalmente se podrian analizar la viabilidad de los gametos durante el
esquema de avance generacional.

Este trabajo parti6 de un conjunto de marcadores desarrollados por
diferentes métodos, cuya forma de herencia habia sido analizada en pocos
individuos en la generacion F,. Se logro confirmar la herencia disémica en 15
marcadores moleculares, se detectd sesgo hacia alelos maternos de flavescens
luego de 6 generaciones de autofecundacion que no habia sido detectado en
los estudios anteriores. El analisis de la cosegregacion de los marcadores
indica que los 15 marcadores cubren 12 regiones diferentes del genoma. Este
subconjunto de marcadores podra ser utilizado en diversas aplicaciones tales
como mapeo genético y de QTL, mejoramiento asistido por marcadores
moleculares, identificacion de individuos, seleccién de parentales y estudios de
diversidad y parentesco, por lo que representan importantes herramientas para
la domesticacion de P. dilatatum.
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VILI. RESUMEN

La incorporacion de especies estivales de metabolismo C4 a los
sistemas pastoriles del Uruguay aportaria enormemente a la estabilidad
ecoldgica del sistema. La especie con mayor potencial para cumplir ese rol es
Paspalum dilatatum Poir o “pasto miel”. Sin embargo, tiene algunas limitantes
para su adopcion como la baja produccibn de semillas debido a su
susceptibilidad a Claviceps paspali y la dormicién de las mismas. El grupo
Dilatata de Paspalum representa un complejo alopoliploide de especies, con
sistemas reproductivos sexuales y apomicticos. Cinco tetraploides sexuales con
formulas gendmicas equivalentes [1JJ no presentan estas las limitantes por lo
gue son una gran reserva genética para el programa de mejoramiento de P.
dilatatum. Los microsatélites son herramientas importantes para evaluar las
mejoras genéticas del grupo. En el presente trabajo se estudiéo el modo de
herencia y ligamiento de 15 marcadores microsatélites en una poblacién Fg
desarrollada a partir de un cruzamiento entre P. dilatatum subsp. flavescens y
P. dilatatum biotipo Virasoro. De acuerdo con resultados previos, se observo
herencia disdmica para todos los marcadores. 12 microsatélites mostraron una
segregacion distorsionada. En total, los alelos de P. dilatatum subsp. flavescens
tuvieron mas representacion que los alelos de P. dilatatum biotipo Virasoro. Con
la excepcion de cinco marcadores, todos mostraron segregacion mendeliana,
sin ligamiento cercano, proporcionando informacion no redundante. Estos cinco
marcadores se asignaron a dos grupos de ligamiento diferentes. Se agregé
valor a esta herramienta, reuniendo un subconjunto de marcadores con el
potencial para diferentes aplicaciones hacia el estudio y domesticacion de P.
dilatatum.

Palabras clave: Paspalum; Alotetraploides; Segregacion; Microsatélites.
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Vill.  SUMMARY

The incorporation of a warm-season grass with C4 metabolism to the
pastoral systems of Uruguay would contribute to the ecological stability of the
system. One of the species with great potential to fulfill this role is Paspalum
dilatatum Poir. However, it has some limitations for its adoption, such as low
seed production due to its susceptibility to Claviceps paspali and seed
dormancy. The Dilatata group of Paspalum represents an allopolyploid complex
of species with both sexual and apomictic mode of reproduction. Five sexual
tetraploids with equivalent 11JJ genomic formulas do not present these limitations
resulting in a large genetic reservoir to the P. dilatatum breeding program.
Microsatellite markers are important tools to assess the genetic improvement of
the group. In the present work we studied the mode of inheritance and linkage of
15 microsatellite markers in an Fg population developed from a cross between
P. dilatatum subsp. flavescens (Pfl) and P. dilatatum biotype Virasoro (V). In
agreement with previous results, disomic inheritance was observed for all
markers. 12 markers exhibited distorted segregation. Altogether flavescens
allels were more represented than Virasoro. With the exception of five markers,
all showed Mendelian segregation, showing no close linkages and thus
providing non-redundant information. These five linked markers were assigned
to two different linkage groups. We added value to these markers, putting
together a subset that has potential for different applications towards the study
and domestication of P. dilatatum.

Key words: Paspalum; Alotetraploids; Segregation; Microsatellites.
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B. Ejemplo de cromatogramas homocigotos y heterocigotos para los alelos
Pfly V en la progenie F6 del cruzamiento entre P. dilatatum biotipo Virasoro
y P. dilatatum subsp. Flavescens para 15 marcadores microsatélites. El
tamafo en pares de bases de cada alelo se indica en el recuadro con el
valor S.
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