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| pasto llorén (Eragrostis curvula) es una poa-
cea (graminea) perenne que se desarrolla en
areas con escasas precipitaciones y suelos are-
nosos. En Argentina, es especialmente atrac-
tiva como forraje en regiones semiaridas tales como el
sudoeste de la provincia de Buenos Aires, La Pampa y
San Luis. A pesar de no tener un elevado valor nutritivo
en términos de calidad de su forraje, el pasto llorén es
muchas veces la Unica alternativa en campos de cria.

Otra caracteristica importante del pasto lloréon es el
modo por el cual se reproduce, denominado apomixis.
La apomixis es un modo de reproduccion asexual por
medio de semillas en el cual la progenie resulta en
individuos genéticamente idénticos a la planta que le
dio origen, es decir que las semillas son clones mater-
nos. La transferencia por medio de ingenieria genética
de esta caracteristica a cultivos con mayor importan-
cia econdmica ha sido referida como “el santo grial de
la agricultura” por Sailer et al. (2016). Algunas venta-
jas que traerian aparejadas esta transferencia son la
fijacién y estabilizacion de caracteristicas deseables
por varias generaciones, el acortamiento de los progra-
mas de mejoramiento y la disminucion de los costos en
la produccién de semillas hibridas. En especies como

Secuenciacion y ensamblado
del genoma Pasto lloron

La obtencion de la secuencia completa del primer genoma de
pasto llorén, permitié individualizar cada uno de los 10 cromo-
somas que constituyen el nimero basico de la especie y obte-
ner un catalogo completo de sus genes. Los genes relaciona-
dos con calidad forrajera, resistencia a estrés y modo repro-
ductivo podran ser utilizados en programas de mejoramiento.

maiz y girasol, los cultivares comerciales se obtienen
cruzando una planta hembra con una planta macho a
fin de producir una semilla hibrida heterocigota supe-
rior. Este fenédmeno se denomina vigor hibrido o hete-
rosis y la fijacion por medio de apomixis de esta carac-
teristica traeria enormes ventajas econémicas ya que
los procesos de produccion de semillas se acortarian
significativamente evitando hacer cruzamientos todos
los afios. Todo esto redundaria en precios mas com-
petitivos para los productores y en mayores beneficios
para las empresas semilleras.

Pasto llorén: ploidia y modo reproductivo

El niUmero basico de cromosomas (ploidia) del pasto
lloréon es 10 (n), por lo tanto, los individuos diploi-
des (2 juegos de cromosomas) tienen 20 cromoso-
mas (2n=2x=20) y los tetraploides (4 juegos de cro-
mosomas) 40 (2n=4x=40). Si bien los mecanismos
que regulan la apomixis no han sido revelados aun,
se propone que existe una relacién entre la ploidia y
el modo reproductivo, siendo sexuales los diploides y
apomicticos los poliploides. Hasta el momento, solo
fue descubierto un individuo tetraploide con el 100%




de sus sacos reproductivos sexuales mientras que
el resto son completamente apomicticos o apomicti-
cos facultativos, es decir, apomicticos con diferentes
porcentajes de sexualidad y apomixis. Estas configu-
raciones de ploidia y modo reproductivo permiten la
comparacion de individuos muy cercanos genética-
mente y asi dilucidar cuales son las regiones geno-
micas y/o genes que estan presentes/ausentes y rela-
cionarlas a la forma en la cual se reproducen.

Secuenciado y ensamblado de un genoma

Para poder realizar trabajos de ingenieria gené-
tica sobre un organismo es necesario conocer cua-
les son los genes involucrados en el proceso de inte-
rés y determinar su estructura y secuencia exacta.
Se denomina secuenciacion del ADN (acido desoxi-
rribonucleico) a los métodos y técnicas bioquimicas y
bioinformaticas cuya finalidad es obtener la secuen-
cia de nucledtidos (bases) que conforman el ADN de
una especie, los cuales son ensamblados en forma
ordenada por medio de programas. De este modo es
posible obtener la coleccidon completa de genes de un
organismo dado y su ubicacion en los distintos cromo-
somas de la especie.

El objetivo de la secuenciacidon de un genoma es
obtener el mejor ensamblado del ADN gendémico que
se encuentra en los cromosomas. Por ejemplo, en el
escenario perfecto en pasto lloréon deberiamos obte-
ner 10 cromosomas en los cultivares diploides y 20
en los tetraploides. Es interesante destacar que se
obtienen la mitad de los cromosomas que componen
la especie, ya que en la etapa de ensamblado los cro-
mosomas homadlogos son colapsados en un solo cro-
mosoma debido a que la informacion genética que
contienen, en términos de ADN, es muy similar.

En la etapa de secuenciado existen dos factores
que afectan considerablemente el resultado final del
ensamblado, ellos son la calidad y la longitud de la
secuencia. Ademas, el ensamblado es afectado por
la cobertura de secuenciacion que se obtiene al divi-
dir la cantidad de nucleétidos secuenciados por la lon-
gitud final del genoma ensamblado. Por ejemplo, el
genoma diploide de pasto llordn tiene alrededor de
600 millones de pares de bases y se obtuvieron, luego
de la secuenciacion, aproximadamente 54.000 millo-
nes, es decir el equivalente a 90 genomas, lo cual se
expresa como 90X.

Una vez ensamblado el genoma por medio de pro-
gramas bioinformaticos se determina su calidad a tra-

20

vés de diferentes parametros: la longitud total ensam-
blada, el porcentaje del genoma cubierto por esa
longitud, la cantidad de secuencias finales obtenidas
y el N50, que es definido como la longitud del contig
(secuencia de ADN ensamblada) que se encuentra
en la mitad de la longitud total ensamblada. La con-
tigliidad es otro parametro importante que se refiere
al orden y a la cantidad de secuencias obtenidas al
final del ensamblado. Debido a la alta complejidad de
los genomas de las gramineas, es muy dificil generar
ensamblados con alta contiglidad. Existen técnicas
post-ensamblado como Hi-C y Chicago que permiten
aumentar la contiguidad del ensamblado y obtener
secuencias del largo de los cromosomas.

Ademas de estos parametros cuantitativos existen
otros cualitativos, como los genes BUSCO (Por sus
siglas en inglés, genes de referencia ortélogos de
copia unica). Estos son genes de referencia que se
encuentran en todas las especies (ortélogos) en una
sola copia y, por lo tanto, permiten determinar si el
genoma se encuentra completamente ensamblado de
acuerdo al porcentaje de genes BUSCO encontrados.

El genoma de pasto lloréon

Nuestro trabajo consistié en la secuenciacién del
genoma diploide del cultivar Victoria utilizando la tec-
nologia de secuenciacion PacBio. El objetivo fue obte-
ner un genoma de referencia de Eragrostis curvula
que nos permitiera luego ensamblar los genomas mas
complejos de los poliploides y asi poder identificar y
caracterizar la/s region/es condicionantes de la apo-
mixis. Luego de la extraccién de ADN gendmico se
obtuvieron dos muestras con dos tamafios de frag-
mentos de 10.000 y 20.000 bases (Figura 1). Con la
primera se busc6 aumentar la cobertura, mientras que
con la segunda el objetivo fue cubrir amplias regiones
repetitivas. Las dos muestras fueron ensambladas uti-
lizando el programa Falcon. Para lograr un ensam-
blado con fragmentos del tamafio de cromosomas se
trabajé integrando este ensamblado por medio del
programa Hi-Rise con Dovetail Chicago y Dovetail
Hi-C. Con la aplicacion de esta metodologia fue posi-
ble obtener secuencias de pasto llorén del tamafno
de los cromosomas. Con este ensamblado se obtu-
vieron 602 millones de bases distribuidas en 1.143
secuencias, una longitud cercana al tamario total del
genoma. Ademas, fue posible obtener el 96,4% de
los genes BUSCO completos y un N50 de 43 millo-
nes de bases, siendo uno de los mas largos entre
los genomas de las gramineas secuenciados hasta
el momento.
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Figura 1. Representacion del proceso de obtencion de la secuencia genémica del pasto llorén, desde la extraccion de ADN, ensamblado
y elementos analizados. Cada barra representa una secuencia de ADN.
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Figura 2. Comparacion del genoma de pasto lloron con el genoma de arroz. El genoma de pasto llorén se encuentra en la parte supe-
rior, con cada secuencia identificada como un contig. Las franjas que unen los contigs con los cromosomas representan las partes comu-
nes entre los genomas, por ejemplo el contig 3 de pasto lloron cubre completamente el cromosoma 3 de arroz, indicando que el contig 3
corresponde a un cromosoma completo y que la estructura se ha mantenido conservada durante la evolucion de las gramineas.

Qué buscar en un genoma

Los elementos que codifican para las caracteristicas
de los organismos son los genes. La manipulacion de
estos genes por medio de ingenieria genética permite
la transferencia de caracteres deseados entre espe-
cies y la regulacion diferencial de los mismos. Por
este motivo y para conocer mas acerca de sus fun-
ciones es que los genes son los blancos primarios en
todo proyecto de genémica. Ademas de los genes,
también componen los genomas diferentes tipos de
estructuras no codificantes como el ARN no codifi-
cante y los elementos repetitivos. Estas estructuras
codificantes y no codificantes son identificadas a tra-
vés de analisis comparativos y de novo (sin referen-
cia comparativa). A través de este trabajo encontra-
mos en el pasto llorén 56.469 genes y un 28% del
genoma cubierto por elementos repetitivos. El analisis
de gendmica comparativa realizado con el genoma de
arroz permitié identificar los cromosomas y las estruc-
turas conservadas entre las especies (Figura 2).
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Debido a que el pasto lloron posee gran resistencia al
estrés hidrico se buscaron factores de transcripcion de
tipo WRKY, relacionados con esta caracteristica. Los
factores de transcripcién pueden asemejarse a “inte-
rruptores” que “encienden” o “apagan” determinadas
vias metabdlicas. Encontramos 74 de genes los cua-
les pudieron clasificarse de acuerdo a su estructura
por el método propuesto por Eulgem et al. (2007). En
cuanto a calidad de forraje, se identificaron todos los
genes correspondientes a la via de la sintesis de lig-
nina, compuesto que afecta directamente a la digesti-
bilidad del forraje y que es posible manipular por inge-
nieria genética. Estas dos caracteristicas, resistencia al
estrés hidrico y calidad forrajera, son cualidades inte-
resantes para tener en cuenta en programas de mejo-
ramiento genético de pasto llorén.

Consideraciones finales
El genoma diploide de alta calidad que hemos obte-

nido, nos posibilitara el ensamblado de genomas de
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pasto llorédn con mayor nivel de ploidia, portadores
de la/s regidn/es determinantes de la apomixis. De
esta manera se podran hacer analisis comparativos
determinando los genes que estan vinculados a la
sexualidad y a la apomixis. Este trabajo se esta lle-
vando a cabo por nuestro grupo de trabajo en cola-
boracién con un grupo del Reino Unido, liderado por
el Dr. Mario Caccamo a través de un PICT categoria
Raices (FONCYT).
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