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Resumen

El pasto llorén (Eragrostis curvula) es una graminea de regiones tropicales y subtropicales que
en Argentina cubre una superficie de cerca de 800.000 has. Sin embargo, la region
potencialmente cultivable es mayor, ya que tiene la capacidad de colonizar areas marginales
de produccion debido a sus bajos requerimientos de riego y fertilizacion, su rapido crecimiento
y su gran produccion de biomasa en suelos pobres y ambientes semidesérticos. Desde hace
varios afios nuestro grupo de trabajo se encuentra enfocado en el mejoramiento del pasto llorén
através de la aplicacién de herramientas de biotecnologia. Entre ellas se incluye la generacién
mediante cultivo in vitro de una serie euploide (diploide sexual, tetraploide con alto grado de
sexualidad y tetraploide apomictico) muy util para el estudio de los cambios genéticos y
epigenéticos relacionados con variaciones en los niveles de ploidia y la forma de reproduccion,

*Conferencia presentada, en el Simposio sobre Mejoramiento Genético de Especies Forrajeras Megatérmicas y
Herramientas Biotecnoldgicas, realizado durante el transcurso del 31° Congreso Argentino de Produccion Animal, 15
al 17 de octubre de 2008, Potrero de los Funes, San Luis.
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la tincion de la deposicion de calosa con el fin de diferenciar plantas sexuales y apomicticas
eficientemente en los tests de progenie, la generacion de bibliotecas de ADNc (ADN copia) para
estudios de mapeo gendémico y analisis del transcriptoma; y el uso de marcadores moleculares
para la identificacién de cultivares y de aquellos genes relacionados con la ploidia y la apomixis.
De nuestras bibliotecas de ADNc, se ensamblaron 12.300 etiquetas de secuencia expresada
(ESTs, expressed sequence tags), se identificaron 8.864 unigenes y se asignaron roles
funcionales al 80% de los mismos. Los estudios de polimorfismos de ADN amplificados al azar
(RAPDs, random amplified polymorphic DNA) y polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLPs), amplified fragment lenght polymorphism analysis) de la serie mostraron
que el 32% de los polimorfismos detectados estaban relacionados con cambios en los niveles
de ploidia y/o modo reproductivo. El analisis de agrupamiento mostré que ambos tetraploides
estaban mas estrechamente relacionados entre si que con el diploide. Ademas, las
comparaciones entre los grupos de diferente ploidia y modo reproductivo en los estudios de
expresion diferencial indicaron que un bajo porcentaje de los genes se encuentran regulados
negativamente en los diploides sexuales y los tetraploides apomicticos y sobreexpresados en
los tetraploides sexuales, sugiriendo que la diplosporia puede ser una falla en la expresion de
la sexualidad en los poliploides. Entre las secuencias encontradas se incluyen genes
involucrados en el ciclo celular, la sintesis y degradacién de proteinas, la sintesis de ARN y
ADN, elementos repetitivos, proteinas ribosomales, factores de transcripcion, factores de
elongacién y proteinas que se expresan en situaciones de estrés. Ademas, se identificaron
secuencias relacionadas con la biosintesis de lignina como el gen de la enzima cafeoil CoA o-
metiltransferasa (CCoAMT) y dos factores de transcripcion de la familia R2R3MYB. Estas
secuencias son candidatas interesantes para mejorar la calidad forrajera del pasto lloron por
transgénesis. Nuestro laboratorio esta desarrollando protocolos de regeneracion, seleccién y
transformacion para poder evaluar el rol de estos genes relacionados con la apomixis y la
sintesis de lignina en plantas transgénicas de pasto llorén. Por otro lado, los recursos generados
seran utilizados para la implementacion de tecnologias moleculares usando marcadores
moleculares, ya que a partir de las bibliotecas se han identificado 254 polimorfismos en las
secuencias simples repetitivas (SSRs, simple sequence repeats) y 190 polimorfismos de
nucledtido simple (SNPs/INDELs, single nucleotide polymorphism/shortinsertion-deletion). Estos
se usaran en poblaciones de mapeo a nivel tetraploide, obtenidas de la serie generada y que
segreguen por modo reproductivo o calidad de forraje. Se registraron ademas tres materiales
obtenidos por variacion somaclonal.

Palabras clave: pasto lloron, Eragrostis curvula, mejoramiento molecular, gendémica,
biotecnologia.

Summary

W eeping lovegrass (Eragrostis curvula) is a perennial grass spread over tropical and subtropical
regions worldwide. In Argentina, this forage crop covers 800,000 has; however it has potential
to colonize marginal production areas due to its low input costs including fertilization and
irrigation, fast growth and high biomass production in poor soils and semidesertic environments.
Our research group is being focused on molecular breeding of weeping lovegrass by using
different genomic and biotechnological tools, including the generation of an euploid series (2x
sexual, 4x sexual, 4x apomictic) for studying genetic and epigenetic changes related to ploidy
levels and reproductive mode, the generation of calose deposition studies for differentiating
between apomictic and sexual types efficiently in progeny tests, the generation of cDNA libraries
for genome mapping and transcriptome analysis, the use of molecular markers for cultivar
differentiation and for the identification of genes related to ploidy and the reproductive mode.
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From our cDNA libraries, 12,300 ESTs were clustered and assembled, 8,864 unigenes were
identified and 80% were functionally assigned. Based on RAPD and AFLP studies from the
euploid series, 32% of the polymorphisms detected (i.e. 1008 markers) were related to ploidy
orreproductive mode. Cluster analyses indicated that both tetraploids were more closely related
between than with the diploid line. Sequences from the cDNA libraries were pair-wise subtracted
in silico to identify differentially expressed genes. A total of 207 differentially expressed genes
were identified, related to ploidy and/or reproductive mode. Sequences identified included genes
involved in cell cycle regulation, protein turnover, DNA and RNA synthesis, repetitive elements,
protein kinases, ribosomal proteins, transcription factors, elongation factors, proteins responsive
to stress, cell cycle proteins and proteins with domains to bind or alter DNA. We identified a
group of genes that were mostly downregulated in the sexual diploid and apomictic tetraploids
but upregulated in the sexual tetraploids, suggesting that a transcriptome repatterning process
is needed to maintain sexuality in polyploids and apomixis is probably the consequence of a
failure in this reppaterning process. Besides, we identified several sequences from genes coding
for enzymes such as CCoAOMT and transcription factors of the family R2ZR3MYB, involved in
lignin biosynthesis. These sequences are suitable candidates to improve weeping lovegrass
nutritional quality. Therefore, we are developing regeneration, selection and transformation
protocols to evaluate the roles of these candidate genes related to apomixis and lignin
biosynthesis in transgenic plants. Implementation of molecular technologies will be also
performed using molecular marker technology strategies: 254 SSRs and 190 SNPs/INDELs
have already been identified from our cDNA libraries. These markers will be used in mapping
populations segregating for apomixis or agronomic traits. Three materials obtained by
somaclonal variation were registered.
Key words: weeping lovegrass,
biotechnology.
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peana. En consecuencia, es hoy la graminea
perenne mas extensamente cultivada en
Argentina, con la perspectiva de que en el
futuro la superficie sembrada se extienda
considerablemente, ya que pueden calcularse
en mas de 5.000.000 has la extension de

1. Introduccién

El género Eragrostis (familia Poaceae)
comprende mas de 350 especies distribuidas
en diferentes regiones tropicales y subtropica-
les del mundo. E. curvula, comunmente lla-
mada “pastollorén”, esuna graminea perenne

utilizada como forrajera en las areas subhu-
medas y semiaridas de nuestro pais (11). Sus
principales cualidades son su extraordinaria
rusticidad, su capacidad para prosperar en
suelos pobres en fertilidad y su aptitud para
consolidar los suelos erosionables, de textura
suelta. Se ha demostrado que incorpora una
considerable cantidad de materia organica y
que mejora la estructura del suelo. En poco
mas de un cuarto de siglo, el pasto llorén ha
pasado de ser un cultivo restringido a peque-
fias parcelas experimentales a formar exten-
sos pastizales que cubren en la actualidad
alrededor de 800.000 has (INDEC, 2001),
principalmente en la regidon semiarida pam-

nuestro pais apta para el cultivo de esta planta,
en muchos casos en forma excluyente (13).
El pasto lloron es esencialmente estival y
crece vigorosamente en forma cespitosa, aun
con escasa humedad debido a su eficiente
uso del agua. Su capacidad para rebrotar
temprano en primavera y producir forraje
verde en otofio hasta mas tarde que otras
especies ha impulsado su incorporacion en
los sistemas de produccion ganadera. Soporta
muy bien el pastoreo, habiendo demostrado
su valor no s6lo para vacas de cria sino tam-
bién para recria e invernada. Presenta un
aceptable valor nutritivo durante el rebrote y
una receptividad alta, comparada con las
pasturas naturales de la regién semiarida
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pampeana. Su gran agresividad le permite
competir y controlar importantes malezas.
Entre sus principales limitaciones se encuen-
tran su baja aptitud como fuente de forraje
invernal y su mediana calidad forrajera.

El origen de los cultivares de pasto llorén
es dificil de determinar, ya que casi todos
provienen de selecciones practicadas sobre
materiales nativos de diversos paises sudafri-
canos, como Tanzania y Sudafrica (zonas de
Transvaalyde Middelburg). Fue introducido en
nuestro pais aproximadamente en 1930 en
una estancia de la provincia de San Luis. De
ahi, en 1947, semillas del cultivar Tanganyika
(primer cultivar adaptado) fueron remitidas ala
Estacion Experimental INTA Anguil, donde
fueron multiplicadas constituyendo la base de
la intensificaciéon del cultivo en nuestro pais.
En nuestro pais, el INTA ha realizado numero-
sos estudios técnicos y comparativos de varie-
dades, principalmente en las EEA Anguily San
Luis, donde se reunieron las colecciones de
mas de 70 biotipos introducidos de pasto
llorén, a partir de los cuales se seleccionaron
los cultivares argentinos de pasto llorén. La
especie incluye citotipos de diferente ploidia,
(desde 2x hasta 8x, con x=10). Los diploides
(2n=2x=20) son raros en la naturaleza, siendo
lamayoria poliploides (2n=4x=40 a 2n=8x=80)
con formas aneuploides (33). Los escasos
diploides naturales se reproducen sexualmen-
te yson autoincompatibles (requieren poliniza-
cién cruzada), mientras que los poliploides se
reproducen por apomixis y son autocompati-
bles. Aunque la mayoria de las colecciones
realizadas en Sudafrica son apomicticas
obligadas, unas pocas fueron descriptas como
apomicticas facultativas (4, 44).

El pronéstico de cambios climaticos para
el hemisferio sur indica que en los préoximos
afnos ocurriraunincremento de latemperatura
y una reduccion de la humedad del suelo. Por
ello se prevé un desplazamiento en la utiliza-
cion de pasturas C; a pasturas C,, las cuales,
ademas de soportar temperaturas mas eleva-
das, son mas tolerantes a la sequia. Entre
estos pastos candidatos a ser intensamente
utilizados en un futuro préximo se encuentra
el pasto llorén. Sin embargo, una limitacién de
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este tipo de plantas es la baja calidad del
forraje (23) y también el modo reproductivo
asexual, que limita las posibilidades de mejo-
ramiento, porque reduce las posibilidades de
cruzamiento. Sin embargo, la apomixis repre-
senta una gran ventaja, ya que cualquier
combinacién favorable sera fijada indefinida-
mente desde la primera generacién de cruza-
miento. Tradicionalmente elmejoramiento del
pasto llorén se limitd a la seleccién de ecoti-
pos ensus lugares de origen o sobre coleccio-
nes y procedencias sudafricanas en otros
paises. Enla actualidad, el uso de la biotecno-
logia ofrece otras alternativas para el mejora-
miento de esta especie, que son el motivo
central de esta revision.

2. Cultivo de tejidos y variacién soma-
clonal

El comportamiento celular normal es el
resultado de una compleja cascada de expre-
sion de genes que son sensibles a la disrup-
cion por estreses bidticos y abiéticos. El culti-
vo in vitro per se puede ser muy estresante
para las células vegetales e involucra proce-
sos mutagénicos durante el establecimiento
del explanto, la induccion de callo, la forma-
cién de embriones y la regeneracion de plan-
tas. Por esta via es posible obtener variacion,
de origen nuclear y/o citoplasmatica, que
podria ser utilizada para el mejoramiento
vegetal. Este proceso, denominado variacion
somaclonal por Larkin y Scowcroft (24), invo-
lucra cambios en las secuencias del ADN de
las plantas regeneradas que son transmitidos
ala progenie. Asimismo cabe citar la ocurren-
cia in vitro de modificaciones heredables que
no involucran cambios en la secuencia de
ADN. Estas modificaciones conducen a cam-
bios en la expresion génica que pueden ser
mas o menos estables. Dichos cambios,
denominados “epigenéticos”, son también
considerados por algunos autores como
variacion somaclonal, mientras que otros sélo
incluyen bajo tal denominacion a los cambios
genéticos (5). Los cambios epigenéticos mas
estudiados son la modificacion de los extre-
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mos N terminales de las histonas, la metila-
cion de citosinas y la reestructuracién conse-
cuente de las estructuras heterocromaticas.

En ellaboratorio de Genética del Departa-
mento de Agronomia de la UNS se llevo a
cabo un proyecto para obtenersomaclones de
pasto llorén. Se trabajo con diferentes cultiva-
res de esta graminea apomictica, a saber,
Ermelo, Tanganyika, Morpa, Don Pablo, Don
Eduardoy Kromdraai. Se establecio un proto-
colo de cultivo in vitro (19, 20) y se analizé la
variacion obtenida a diferentes niveles: morfo-
légico, citolégico, bioquimico y molecular (20,
22).Luego de la evaluacion de gran numero de
plantas se seleccionaron tres materiales, en
funcion de las caracteristicas de interés (32) a
partir del cultivar apomictico tetraploide Tan-
ganyika: 1) una planta diploide sexual, regis-
trada como Victoria (RC9192,2006-2026), 2)
una linea tetraploide con un alto grado de
reproduccion sexual, obtenida a partir de
duplicacién por colchicina de semillas del
diploide, denominada Bahiense (RC9193,
2006-2026). La obtencion de esta serie euploi-
de de plantas con diferentes modos reproducti-
vos y ploidias en un fondo genético comun fue
descripta por Cardone et al. (6). Este conjunto
de plantas fue util para realizar estudios poste-
riores relacionados con (a) la obtenciéon de
poblaciones de mapeo a nivel tetraploide, que
segreguen para el modo reproductivo, (b) la
identificacion de alteraciones genéticas, epige-
néticas y de expresion que ocurren inmediata-
mente luego de un cambio en el nivel de ploi-
dia, (c) la identificacion de genes asociados a
la expresion de la apomixis por analisis del
transcriptomay (d) eldesarrollo de estrategias
exitosas de mejoramiento en la especie.

El tercer material proviene de una planta
poliploide, registrado como cultivar Don Luis
(RC9191, 2006-2026) en honor al Ing. Luis
Mroginski. Don Luis se distingue de los otros
materiales por su numero cromosdmico
(2n=64). Se trata de un cv. de tipo robusta
azul. Se diferencia de los cvs. Ermelo, Morpa
y Don Juan porelancho de sus hojas y el color
azul de las mismas, ydel cv. Don Eduardo por
el color de sus hojas, el numero de cromoso-
mas y su resistencia a bajas temperaturas. En
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estado reproductivo se diferencia por el mayor
tamafio de las panojas en relacién a los men-
cionados cultivares. Es un cultivar de repro-
duccion apomictica.

3. Taxonomiay determinacién de pure-
za varietal utilizando marcadores mo-

leculares

Elpasto llorén constituye un grupo botanico
muy polimoérfico con genotipos de distinta
ploidia. Como se mencion6 anteriormente,
muy pocos de estos genotipos son diploides
(2n=2x=20) y la mayoria de los poliploides son
tetraploides (2n=2x=40) (43). Los genotipos
diploides se reproducen sexualmente y son
autoincompatibles, necesitan polinizacién
cruzada (43). Los poliploides se reproducen en
forma apomictica, sin embargo la hibridacion
también ocurre naturalmente dado que existen
genotipos con una baja frecuencia de repro-
duccion sexual (apomicticos facultativos) (43).
Sibien existen diferencias morfoldégicas marca-
das entre las variedades de esta graminea, la
existencia de formas o ecotipos con caracteris-
ticas intermedias entre ellas dificulta la clasifi-
cacioén. A lo anterior se suma la reproduccion
porapomixis, que fija cualquier nueva variacion
que surja. Esto ha llevado a una considerable
confusién en la distincion de los ecotipos y
cultivares que se hallan actualmente a disposi-
cion de los mejoradores y productores.

Leigh (25) reconoce dentro de E. curvula
seis tipos agrondmicos en funcion de caracte-
risticas morfolégicas y comportamiento en
cultivo: robusta azul, robusta verde, robusta
intermedio, curvula, chloromelas alto y chloro-
melas bajo. Si bien las formas netamente
caracteristicas de estos “tipos” son facilmente
identificables, en muchos casos la presencia
de plantas con caracteristicas intermedias
hace dificultosa esta clasificacion, por lo que
algunos autores hacen caso omiso de ella. En
varias publicaciones aparecidas en EEUU, se
ha clasificado como E. chloromelas al pasto
Boer, que ahora se identifica como una varie-
dad botanica de E. curvula, variedad conferta.
Covas (12) propone una clasificacion basada
en caracteristicas de las semillas, laminas
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foliares y panojas referida a materiales que se
cultivan en Argentina.

La caracterizacion del germoplasma de
pasto llorén por medio de marcadores mole-
culares podria contribuir a clarificar la clasifi-
cacion de cultivares. Por otra parte, es indis-
pensable a efectos de la conservacion de este
pasto, ya que Eragrostis curvula fue conside-
rada una graminea prioritaria para su conser-
vacion por el Programa de Coleccion del
IBPGR (International Board for Plant Genetic
Resources) pararegiones aridas y semiaridas
(IBPGR, 1985). Los marcadores moleculares
derivan de regiones de ADN que muestran
diferencias o polimorfismos en su secuencia
de nucledtidos, incluso entre individuos dentro
de una especie. Es posible identificar marca-
dores presentes en todos los individuos de un
determinado taxdn. Las variantes polimorficas
pueden originarse por cambios en una sola
base, inserciones, deleciones, re-arreglos o
acumulacion de secuencias repetitivas. Estos
polimorfismos son ubicuos y abundantes en
todos los organismos (10). Los polimorfismos
de ADN amplificados al azar (RAPDs, random
amplified polymorphic DNA) fueron los prime-
ros marcadores moleculares utilizados en
forrajeras (46). Otros marcadores muy usados
actualmente son los polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLPs,
amplified fragment lenght polymorphism
analysis) y los polimorfismos en las secuen-
cias simples repetitivas (SSRs, simple se-
quence repeats) (40, 45). En el género Era-
grostis, se han empleado AFLP, RAPDs,
Inter-Secuencias Simples Repetitivas (ISSR,
inter simple sequence repeats) y polimorfis-
mos en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP, restriction fragment lenght
polymorphism) para la caracterizacion de
cultivares y accesiones de un importante
cereal de Etiopia, E. tef (2). En E. curvula, se
han utilizado marcadores bioquimicos (isoen-
zimas), para la caracterizacion de cultivares y
evaluacion del sistema reproductivo (35).

Nuestro grupo de trabajo se encuentra
abocado a la evaluacion de la homogeneidad
intracultivar, al establecimiento de las relacio-
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nes genéticas entre cultivares y a la caracteri-
zaciéon de los nuevos genotipos obtenidos en
nuestro laboratorio mediante la aplicacién de
diferentes marcadores de ADN (48). Se eva-
luaron 9 cultivares comerciales de pasto
llorén. Las semillas de 8 de ellos fueron pro-
vistas por la EEA INTA Anguil y las semillas
del cv. Kromdraai (K) se obtuvieron de colec-
ciones existentes en el Departamento de
Agronomiadela UNS. Los 8 cultivares citados
en primer término son los siguientes, mencio-
nando entre paréntesis el tipo agrondémico
segun Covas (12): (cv. Tanganyika (T, curvu-
la), cv. Morpa (M, curvula), cv. Ermelo (E,
curvula), cv. Don Arturo (DA, curvula), cv. Don
Walter (DW, conferta), cv. Don Pablo (DP,
robusta azul), cv. Don Eduardo (DE, robusta
verde), cv. Don Juan (DJ, chloromelas/robusta
o pilosa) DJ. Y se incluyeron tres materiales
obtenidos en nuestro laboratorio: Victoria (V),
Bahiense (B) y UNST1112 (U).

Como control de la uniformidad dentro de
cada genotipo se evaluaron plantas prove-
nientes de una misma panoja de los cultivares
apomicticos M (30 plantas) y T (25 plantas) y
del cultivar sexual V (20 plantas). Se utilizaron
marcadores de RAPDs, SSR y AFLPs. Los
SSRs fueron desarrollados por nuestro grupo
a partir de genotecas de ADNc (8). En los
controles, como era de esperarse, se observoé
uniformidad en las progenies de las plantas
apomicticas y variabilidad en las progenies de
las sexuales. Al evaluar la uniformidad dentro
de cada genotipo, los cultivares apomicticos
M y DE mostraron variabilidad en sus patro-
nes moleculares por lo que no fueron con-
siderados en el analisis posterior. Esta variabi-
lidad podria estar causada por contaminacion
omezclade la semilla. Los cultivares DW, DJ,
E, T, DA, DP y K mostraron uniformidad entre
sus individuos. Se hallaron polimorfismos para
los tres tipos de marcadores: RAPDs (56 mar-
cadores), AFLP (101 marcadores) y SSR (26
marcadores). Con los datos de estos mar-
cadores se elaboraron los indices de similitud
de Jaccard y se graficaron las relaciones de
similitud para cada marcador por separado.
En la Figura 1 se observa un gelde SSR y las
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Figura 1: a) Patron de microsatélites en gel de acrilamida de distintos genotipos de pasto llorén. De
izquierda a derecha se muestran los patrones de amplificacion con el cebador E29 que corresponden a
los siguientes cultivares: Don Walter (DW), Don Juan (DJ), Don Pablo (DP), Don Eduardo (DE), Kromdraii
(K), Don Arturo (DA), Morpa (M), Ermelo (E), Tanganyika (T)y los materiales UNST1112 (U) y UNST1131
(B, cv. Bahiense). b) Agrupamiento obtenido con marcadores microsatélites de los genotipos anteriores

incluyendo al cultivar diplode V: Victoria.

relaciones de similitud obtenidas con marcado-
res AFLPs (48). En todos los casos fue posible
diferenciar los distintos tipos agronémicos,
aunque se presentaron problemas con algu-
nos marcadores para discriminar dentro del
tipo agronémico curvula. Los microsatélites
fueronlos que presentaron menor poder discri-
minatorio, mientras que los AFLP fueron los

unicos capaces de discriminar entre todos los
cultivares comerciales, incluyendo DA de E.
Los agrupamientos obtenidos con SSRy AFLP
son los mas similares entre siy con el agrupa-
miento previo obtenido por isoenzimas (33).
Ellos muestrana DW vinculado algrupo de los
curvulay a Kvinculado a DP, lo que confirma
el resultado obtenido con isoenzimas.
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Con respecto a los nuevos materiales
generados en el laboratorio, los tetraploides (B
y U) se agruparon dentro de los curvula y
vinculados a T, que es el cultivar a partir del
cual se originaron. Con AFLP y RAPDs se
logro diferenciarlos de T y sélo con RAPDs se
logro diferenciarlos entre si. El caso de V es
peculiar, ya que al ser diploide presenta am-
plias diferencias morfolégicas con los otros
cultivares del grupo curvula.

Como conclusién podemos decir que 1) el
agrupamiento de materiales con SSRy AFLPs
concuerda con los estudios previos realizados
conisoenzimas (33)ycaracteres morfolégicos
(12), 2) los AFLP son los marcadores que
poseen un mayor poder de discriminacion
entre cultivares de pasto llorén (48), 3) estas
técnicas permiten determinar el grado de
uniformidad de los cultivares y detectar la
presencia de contaminacién con semillas de
otras fuentes, 4) se surgiere incluir a Victoria,
diploide sexual, dentro de un nuevo tipo
agronoémico, ya que posee caracteres de tipo
robusta y perfiles moleculares tipo curvula. El
especial vigor encontrado en este diploide es
tipico de otros diploides obtenidos artificial-
mente (39).

4. Busqueda de genes a gran escala

Dada la complejidad de los genomas
eucariotas, los proyectos de secuenciacién de
genomas completos de vegetales se han
limitado hasta ahora a especies modelo como
Arabidopsis thaliana 'y Oryza sativa. La prime-
ra es una dicotiledénea de facil cultivo, ciclo
corto y tamafio reducido, que posee uno de
los genomas vegetales mas pequefios que se
conozcan (http://www.arabidopsis.org). Por
otra parte el arroz (Oryza sativa) representa el
genoma mas pequefio dentro de las grami-
neas (http://rice.plantbiology.msu.edu), familia
a la cual pertenecen la mayoria de los cerea-
les de mayor importancia en agricultura.

El mapeo genético comparativo ha de-
mostrado que la organizacion de los genes
dentro de los cromosomas ha permanecido
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muy conservada a través de la evolucién,
existiendo estrechas relaciones de colineari-
dad entre los genomas de casi todas las
gramineas cultivadas. En el caso de especies
poco estudiadas como E. curvula, se partié de
un examen del transcriptoma. El transcripto-
ma es el conjunto de ARN mensajeros pre-
sentes en el citoplasma de la célula. Estos
ARN mensajeros se originan en los genes
activos en el genoma de la planta o en res-
puesta a situaciones particulares. Para estu-
diar el transcriptoma se aislan los ARN men-
sajeros, se hacen copias de ellos para obtener
poblaciones de ADNc (ADN copia) y luego
estas copias se secuencian de forma masiva
para generar miles de etiquetas de secuen-
cias expresadas (ESTs) (18). En el afio 2003
nuestro grupo de trabajo generdé una coleccion
de ESTs (se secuencia un numero de nucleé-
tidos de entre 300 — 500 de cada ADNc) de 4
genotecas (bibliotecas de genes expresados)
de ADNc de pasto llordn, tres de ellas de
panojas jévenes de la serie isogénica mencio-
nada en el apartado 2 (tetraploide apomictico,
diploide sexual y tetraploide con alto grado de
sexualidad). La cuarta se gener6 a partir de
hojas de plantulas de tanganyica de 12 dias.
El objetivo era identificar y caracterizar genes
relacionados al modo reproductivo y a calidad
del forraje. Se secuenciaron un total de 12.29-
5 ESTs, que después de agrupadas y ensam-
bladas permitieron identificar 8.884 unigenes.
De estos, un total de 7.029 (79,11%) fueron
categorizados en funcion de similitud de
secuencia contra bases publicas de genes. Se
obtuvieron ademas un total de 254 EST-SSRs
y 190 SNPs e INDELs. Las ESTs y los marca-
dores moleculares obtenidos en este estudio
son unrecurso muy valioso para identificacion
de genes, mapeo genético, identificacion de
cultivares, analisis de diversidad genética,
genotipado molecular y seleccion asistida por
marcadores moleculares (8). Para una revi-
sion basica de los conceptos de gendmica,
transcriptomica y bioinformatica puede consul-
tarse Echenique et al. (18), Pessino y Marte-
lotto (31) y Paniego et al. (30).
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5. Analisis de la estructura genética

Afinde analizarla estructura genémica de
nuestra serie euploide (apartado 2) y asi
contribuir al estudio del genoma del pasto
llorén, se utilizaron marcadores moleculares
del tipo RAPD y AFLPs (27). El objetivo era
analizar los cambios genéticos que ocurren
ante modificaciones en los niveles de ploidia
(4x - 2x - 4x). Este estudio permitié detectar
niveles considerables de polimorfismo entre
las lineas, y observar que, curiosamente, los
polimorfismos revertian al restaurar la ploidia
original (31,45% de 1008 marcadores de
RAPD y AFLP fueron del tipo 1/0/1 y 0/1/0)
(Figura 2a).
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Esta observacion de que un numero consi-
derable de marcadores moleculares muestra
un patron de reversion cuando se restaura el
nivel de ploidia original, sugiere que las altera-
ciones gendmicas son especificas y confieren
alaplantauna estructura genética caracteristi-
ca de un nivel de plodia. El estudio confirmé
que las bandas que revertian correspondian a
fragmentos génicos e intergénicos de idéntica
secuencia. En efecto, el analisis de agrupa-
mientos demostré6 que los dos tetraploides
estan muy relacionados y difieren del diploide
(Figura 2b). Las secuencias involucradas
representaban principalmente regiones no
codificantes, aunque algunas de ellas mostra-

b)

ofo 5 056 oo

Figura 2: a) Porcién de gel de poliacrilamida en el que se compara mediante RAPDs las lineas
Tanganyika (T, 4x), Victoria (V, 2x) y Bahiense (B, 4x). Las amplificaciones se realizaron por duplicado.
Con flechas se indican tres de los siete patrones posibles observados. El patrén 1/1/1 corresponde a
marcadores presentes en los tres genotipos, el patron 0/1/0 a marcadores presentes sdlo en la linea
dihaploide V, mientras que el patron 1/0/1 corresponde a marcadores presentes en ambas lineas
tetraploides, la natural T y la colchiploide B. b) Dendrograma mostrando la distancia genética entre los
genotipos de Eragrostis curvula. Ty B (tetraploides ) V (diploide).

ron similitud con genes conocidos. También
se hicieron estudios de metilacion de citosinas
utilizando la técnica de MSAP (amplificacion
de polimorfismos sensibles a metilacion) y se

observo un patrén revertiente, aunque en este
caso las reversiones eran menos reproduci-
bles y abarcaban un porcentaje menor de los
polimorfismos totales.
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La reversién de los polimorfismos en
pasto lloréon implica la existencia de una cierta
“memoria celular’ que permita reinstalar en el
genoma secuencias de ADN antes desapare-
cidas. Dicho mecanismo de memoria es aun
desconocido, y aunque se ha postulado un
mecanismo que involucra copias moviles de
ARN (ARN cache), el mismo no ha sido com-
probado aun (26). Otros casos similares al
observado en E. curvula fueron informados
por 1) Song et al (37) en alopoliploides de
Brassica nigra, donde desaparecen bandas
parentales en la F, y luego reaparecen en
generaciones posteriores (de F, a Fg), 2)
Cullis (15) en genotipos de lino, donde el
estimulo del calor induce cambios genéticos
que revierten al desaparecer las condiciones
de stress y 3) Lolle et al. (26) en plantas de A.
thaliana donde se demostr6 que mutantes
homocigotas para el gen hothead revierten
espontaneamente a una tasa muy superior a
lo esperable.

6. Modo reproductivo

En el pasto llorén la célula madre de la
megaspora puede tomar dos destinos, sufrir
meiosis y seguir un proceso sexual tipico, tipo
Polygonum, lo que sucede en los genotipos
diploides sexuales y poliploides apomicticos
facultativos, o iniciar un proceso apomictico
de tipo diplospdrico, que presenta como
caracteristica particular la ausencia de esta-
dios meidticos. En este proceso, la célula
madre de la megaspora, luego de dos mitosis,
forma un saco embrionario tetranucleado con
una célula huevo, dos sinérgidas y un nucleo
polar (14). Al principio el saco embrionario de
pasto lloron fue clasificado como de tipo
Antennaria (38) pero se demostré que care-
ce de antipodas, lo que dio lugar a una nue-
va denominacion, tipo Eragrostis (14). Para

Echenique, V. et al

formar el endosperma se requiere de la
fecundacion del nucleo polar, proceso deno-
minado pseudogamia. Los diploides son
sexuales y presentan sacos de tipo Polygo-
num (Figura 3).

Una particularidad que se observé en esta
especie (28) es la abundante deposicion de
calosaenlamegasporogénesis de plantas del
cv. Tanganyika (2n=4= 40, apomictico),enla
pared de la célula madre de las megasporas,
que se mantiene durante su elongacion poste-
rior dentro de la nucela. Esto ultimo no con-
cuerda con antecedentes bibliograficos pre-
vios (7), donde se considera que no existe
deposicion de calosa en procesos diplospori-
cos. La deposiciéon de calosa en la megas-
porogénesis del diploide sexual Victoria es
idéntica a la normalmente encontrada en
procesos sexuales (en la pared de la célula
madre de la megaspora (CMM), en la forma-
cion de la tétrada lineal y en las tres megaspo-
ras degenerantes). Pero aunque existe calosa
en ambos tipos de reproduccion, el patréon de
deposicion es diferente, y la tincion de este
polisacarido permite diferenciar facilmente la
tétrada de megasporas de origen sexual de la
célula madre elongada que daré origen luego
a un saco embrionario no reducido. Por lo
tanto en nuestro laboratorio hemos encontra-
do que la tincion con azul de anilina, colorante
fluorescente especifico para calosa, resulta
ser una técnica muy eficiente para la discrimi-
nacion entre materiales sexuales y apomicti-
cos, que hemos aplicado exitosamente a la
clasificacion de poblaciones de mapeo que
segregan para el modo reproductivo. En este
momento nuestro grupo se encuentra traba-
jando en la obtencion de poblaciones de
mapeo a nivel diploide y tetraploide para el
mapeo de regiones asociadas al modo repro-
ductivo y caracteres de interés agrondémico.
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Figura 3: Diagrama de los procesos apomictico y sexual en la megasporogenesis de pasto llorén (a:
arquespora, ae: arquespora elongada, d: degenerantes, mf: megaspora funcional, np: nicleos polares,
o: oosfera/ovocélula, s: sinérgidas, sb: saco embrionario binucleado, sm: saco embrionario maduro, so:
saco embrionario octonucleado, st: saco embrionario tetranucleado).

En el Laboratorio de Suelos y Aguas de
Grassland (USDA, ARS, Temple, Texas,
EEUU) Voigt y colaboradores estudiaron el
control genético de la apomixis en pasto llorén
(41, 42). Realizaron cruzamientos entre tetra-
ploides sexuales y apomicticos. La evaluacion
del modo reproductivo de las progenies la
realizaron a través de dos analisis: pruebas de
progenie de plantas espaciadas a 1 m en
parcelas a campo (evaluacién de variabilidad
en caracteres morfolégicos) y por analisis
citolégico de la megasporogenesis y desarro-
llo del saco embrionario. En las pruebas de
progenie se analizaron de 12 a 15 plantas de
cada progenie y se midi6: tamafo y altura de
la planta, ancho y color de la hoja, numero de
cafas floriferas y tipo de ramificacion de la
inflorescencia. En esta prueba, los hibridos
fueron clasificados en apomicticos, sexuales
o intermedios si la progenie contenia un 30%
o menos de plantas fuera de tipo, fenotipo no
uniforme o unas pocas plantas posiblemente
uniformes, respectivamente. En el analisis
citologico, los hibridos se consideraron apo-
micticos, intermedios o sexuales cuando O-
25%,26-75% 0 76-100% de los sacos embrio-
narios procedian de reproduccién sexual,
respectivamente. El estudio de la progenie

(150 individuos) dio como resultado: 57 plan-
tas apomicticas, 84 sexuales y 11 interme-
dias. Esto representa una proporcion apomic-
tico:sexual de 1:1,4. Observaron que cuando
elgrado de sexualidad es bajo, las pruebas de
progenie solian dar resultados equivocos. Por
esta razén en un estudio posterior (34) se
evalu6 el uso de isoenzimas para estudiar el
modo reproductivo y se obtuvieron buenas
correlaciones con los otros test. De cualquier
manera es necesario realizar pruebas de
progenie realizando conteo de sacos embrio-
narios y utilizando marcadores moleculares
para realmente determinar el tipo de herencia
de este caracter.

7. ldentificacion de genes relacionados

al modo reproductivo

Cuando nuestro grupo inicié los estudios
moleculares en E. curvula los genes y las vias
metabdlicas involucrados en la expresion de
la diplosporia aun no habian sido identifica-
dos, asi como tampoco se habia establecido
claramente la relacion entre la expresion de
este modo reproductivo y la poliploidia. Nues-
tro grupo de trabajo realizé un analisis compa-
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rativo de la expresidon de genes a gran escala
utilizando ESTs y display diferencial utilizando
la serie de plantas mencionada en el apartado
2 (8). De un total de 8.884 unigenes secuen-
ciados de tejidos de inflorescencias inmadu-
ras, 112 (1,26%) resultaron diferenciales por
modo reproductivo y/o nivel de ploidia. Reali-
zando comparaciones de a pares (plantas
sexuales yapomicticas de iguales o diferentes
ploidias, plantas diploides vs tetraploides) se
identificaron genes relacionados con el modo
reproductivo y con los cambios tempranos en
los niveles de ploidia. También se encontré un
grupo muy particular de genes cuya regula-
cion podria estar afectando elmodo reproduc-
tivo. La mayoria de estos genes estan regula-
dos negativamente en las plantas apomicticas
(8).

Como consecuencia de los estudios
mencionados, ahora se dispone de una lista
de genes que participan del proceso apomicti-
co en E. curvula. Estos genes representan
una “caja de herramientas” que podrian utili-
zarse en el futuro para la manipulacién del
modo de reproductivo en ésta y otras espe-
cies por ingenieria genética. Estos genes
agrupan preferencialmente en ciertas catego-
rias: control del ciclo celular, recambio de
proteinas, sintesis de ADN y ARN, transposo-
nes. Un numero considerable de genes inacti-
vos en plantas diploides sexuales estan tam-
bién inactivos en la planta poliploide diplospo6-
rica pero activos en la tetraploide sexual, por
lo que postulamos la hipotesis de que la
diplosporia podria consistir en una falla para
expresar genes que son necesarios para
mantener la sexualidad en niveles poliploides.

8. Mejoramiento de la calidad del forra-
je

Los tipos celulares con paredes engrosa-
das tales como los de haces vasculares, el
esclerénquima, la epidermis y el parénquima
de las vainas de los haces en las gramineas
C, son los principales factores determinantes
de una baja calidad forrajera. Forman bloques
multicelulares sdlidos, dificilmente digeribles
debido a la lignificacién y a los problemas de
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accesibilidad a los microorganismos. Més del
50% de los carbohidratos de reserva y las
proteinas de la hoja estan contenidos dentro
de las células de las vainas que rodean a los
haces (Figura 4). Debido a esto, la digestion
es lenta (24 - 48 hs o mas) (47).

La lignina es un polimero complejo que
presenta un alto grado de variabilidad estruc-
tural dependiendo deltejido y células en que
se encuentra depositada y de las condicio-
nes ambientales. Esta heterogeneidad se
relaciona con la proporcion relativa de los tres
mondmeros que constituyen el polimero,
hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringilo (S),
con los diferentes tipos de enlaces entre las
unidades H, G y S y con la presencia de
unidades fendlicas “no convencionales” dentro
delmismo, lo cual afecta el grado de degrada-
bilidad y, concomitantemente, la digestibilidad
del forraje. En las gimnospermas, la lignina
esta tipicamente compuesta por unidades G,
con una menor proporcion de unidades H,
mientras que en las angiospermas la lignina
esta principalmente compuesta porunidades
G-S (Ros Barceld, 1997). La via de biosintesis
de este polimero es muy compleja y en la
misma intervienen enzimas comunes a otras
vias como la fenilalanina amonioliasa (PAL),
la cinamato-4-hidroxilasa (C4H), la 3-O-metil-
transferasa del acido cafeico (COMT), la
hidroxicinamoil CoA ligasa (4CL), la cafeoil
CoA O-metiltransferasa (CCoAOMT), y otras
especificas de esta via como la cinamil al-
cohol deshidrogenasa (CAD) y la cinamoil
CoA reductasa (CCR). La regulacion negativa
de la expresion de algunos de estos genes
mediante transformaciéon genética es una
estrategia muy valiosa para mejorar la calidad
de los forrajes, ya que aun pequefias disminu-
ciones en el contenido de lignina tienen un
alto impacto en la digestibilidad.

Lamejorade la digestibilidad no sdéloincre-
menta larecuperacion de la energia del forraje,
sino que reduce los costos de produccion
animal. El contenido total de lignina esta aso-
ciada intimamente con los polisacaridos de la
pared celular,como la celulosay hemicelulosa,
lo que limita su digestibilidad y, por lo tanto, la
produccién de energia. Esto se debe a que
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Figura 4: Corte transversal de una hoja de pasto llorén, cv. Morpa, tefiido con fluoroglucinol, mostrando
las células buliformes (A), la vaina parenquimatica (B), la vaina mestomatica (C), las extensiones de las
vainas mestomaticas (D) y la epidermis (E). La barra equivale a 250 ym.

restringe la accesibilidad de las enzimas de los
jugos digestivos a los polisacaridos de la pared
celular. El contenido total de lignina, asicomola
proporcion p-cumarato/ferulato (pCA: FA) y el
contenido de metoxilo (proporciéon S/G) se
encuentran correlacionados negativamente
con la digestibilidad del forraje por los rumian-
tes. De manera que los cambios en la compo-
sicion de monolignoles pueden mejorar la
accesibilidad de las enzimas digestivas a los
carbohidratos y de esta manera acelerar el
proceso de digestidon. Existen tres niveles de
control en la manipulaciéon del contenido de
lignina: a) sintesis de monolignoles, b) trans-
porte de monolignoles desde el sitio de sintesis
al de polimerizacién y c) polimerizacion de los
monolignoles para darlos productos finales. En
particular, nuestro grupo ha considerado el
primer enfoque para disefiar una estrategia
biotecnoldgica para mejorarla calidad forrajera
de E. curvula.Varios estudios demostraron que
enlamanipulacidon genética de la biosintesis de
lignina algunos genes como pal, ch4y 4cl no

sonbuenos candidatos parala transformacion,
porque afectan varios aspectos del crecimiento
ydesarrollo de la planta (36). Sinembargo, omt,
ccoaomt y cad son blancos apropiados para
modificar la cantidad y calidad de la lignina
debido a que en la mayoria de los casos la
alteracién de su expresiéon no produce efectos
negativos (3).

A partir de las genotecas de ADNc de
pasto llorén (ver apartado 4) se identificaron
secuencias parciales de los genes de las
enzimas PAL, COMT y CCR y el ADNc com-
pleto del gen que codifica para la CCoAOMT.
Se realizé la caracterizacion de este ultimo,
determinandose el numero de copias, la
secuencia genémica (compuesta por 5 exo-
nes) y el patrén de expresion en tres tejidos:
inflorescencias, hojas y raices. También se
identificaron varios alelos del mismo y actual-
mente estamos abocados al estudio de la
posible expresion diferencial de los mismos en
los distintos tejidos considerados a fin de
producir cambios lo mas especifico posibles
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sin producir disturbios en el desarrollo de la
planta (16). Debido a que se utilizara una
estrategia de antisentido para regular en
forma negativa la expresion de este gen es
importante disponer de esta informacién y del
clon mencionado.

Dado que varios de los promotores de los
genes que codifican para las enzimas de la
via de biosintesis de lignina estan regulados
por los factores de transcripcion de tipo myb,
estos ultimos resultan buenos candidatos para
alterar tanto el contenido como la calidad de la
lignina, en particular los de la familia
R2R3MYB. Recientemente, Fornalé etal. (21)
identificaron dos nuevos factores de trans-
cripcion pertenecientes a esta familia
(ZmMYB31 y ZmMYB42), observaron los
patrones de expresién de dichos factores en
Arabidopsis thalianay estudiaron su influencia
sobre varias enzimas involucradas en la
sintesis de lignina incluyendo la COMT, tanto
de Arabidposis como de maiz. Estos autores
observaron que la actividad de las COMTs y el
contenido de lignina disminuyeron en las
plantas transgénicas A su vez, analisis de
alineamientos multiples de las genotecas
provenientes de inflorescencias de pasto
llorén con estos factores y otros provenientes
de la misma familia -AtMYB4, AtMYB32 (de
Arabidopsis thaliana), AmMYB308 'y
AmMYB330 (de Anthirrinum majus)- han
permitido identificar dos secuencias altamente
homodlogas a genes ya reconocidos como
inhibidores de la biosintesis de lignina (Lucia-
ni, resultados no publicados).

9. Transformacién genética

La transformacion de especies apomicti-
cas como el pasto llorébn es una estrategia
atractiva paralos programas de mejoramiento
ya que presenta varias ventajas: 1) los trans-
genes son integrados en el genoma en una
sola generacion, 2) estos transgenes son
transmitidos de generacion en generacion por
via materna a través de las semillas, y 3) en el
caso de aquellos cultivares apomicticos obli-
gados, como el cultivar Tanganyika (4x),
existe bajo riesgo de dispersiéon y/o cruza-
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miento con plantas del mismo cultivar u otros
cultivares estrechamente relacionados ya que
la apomixis diplospérica funciona como un
sistema natural de contencion de transgenes.

El desarrollo de protocolos de regenera-
cién ytransformacion estable adecuados es el
factor clave que determinara el éxito en la
obtencién de plantas transgénicas y su inclu-
siébn como lineas elite en los programas de
mejoramiento.

Echenique et al (20) evaluaron los efectos
de reguladores de crecimiento como el acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)yla benzilami-
nopurina (BAP) en cuatro cultivares de pasto
llorén. Entre estos genotipos, la mayor tasa de
regeneracion se observo en el cv. Kromdraai,
mientras que los cvs. Tanganyikay Don Pablo
mostraron tasas de regeneracion relativamen-
te bajas a partir de inflorescencias. Posterior-
mente, se evaluo6 el efecto de distintos explan-
tos en el inicio de suspensiones celulares y la
induccion y proliferacion de callos y regenera-
cién de plantas en tres cultivares (19). En este
estudio, los autores observaron que las inflo-
rescencias inmaduras, principalmente aque-
llas provenientes del cultivar Kromdraai, fue-
ron los explantos con los mayores porcentajes
de inducciéon de callos y regeneracién de
plantas. En cambio, las semillas y embriones
indujeron un porcentaje similar de callos en
los tres cultivares, aunque dichos callos mos-
traron bajos niveles de regeneracion. Recien-
temente, Diaz (17) corrobor6 que las inflores-
cencias inmaduras resultaron ser los mejores
explantos en medio sdlido para la induccion
de callos y regeneracion de plantas del culti-
var Kromdraai. Sin embargo, el uso de estos
explantos no sdélo limita la disponibilidad de
inflorescencias como material de partida a la
época de floracion, sino también la linea de
investigacion queda sujeta a la cantidad y
calidad de la semilla disponile cada afo.
Ademas, si bien Kromdraai ha sido amplia-
mente empleado en los estudios de cultivo in
vitro debido a su performance en la induccién
de callos y regeneracién, no es un material de
uso comun en nuestro pais y, aparentemente,
es apomictico facultativo.
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En base alainformacion disponible, nues-
tro laboratorio evalu6 los efectos de dos me-
dios de cultivo empleados previamente en el
cultivo deinflorescencias de pastollorén (MS +
2mg/l2,4-D +0.1 mg/IBAP, informado en (19)
y en el cultivo de semillas de pasto bahia (MS
+ 3 mg/l dicamba + 1 mg/l BAP, informado en
(1) en la induccion de callos y la regeneracion
de plantas de los cvs. Tanganyika, Don Pablo
y Kromdraai. En este estudio se observé a los
15 dias de la siembra los callos comenzaron a
formarse a partir de la base de la semilla en el
medio MS suplementado con 2,4-D, crecieron
activamente como callos blancos y friables, y
no regeneraron plantas luego de 75 dias (2 y
1/2 meses). En cambio, en elmedio MS suple-
mentado con dicamba, los callos se formaron
a partirdel epicétilo alos 30 dias, se mostraron
pequefios y embriogénicos y dieron porcenta-
jes de regeneracion (callos embriogénicos
respecto del nUmero total de callos) de un 18,
20y 31% enlos cvs. Kromdraai, Tanganyika 'y
Don Pablo, respectivamente (Luciani et al,
resultados no publicados). Estos resultados
indican que existe un potencial natural de
regeneracion en el cv. Tanganyika que puede
incrementarse modificando las concentracio-
nes de dicamba y BAP para promover la
formacion de los callos embriogénicos a partir
del epicétilo y favorecer la elongacion de la
semilla para poder seleccionar estos callos y
descartaraquellos que se forman en labase de
la semillay en las primeras hojas.

Hasta el momento, sélo existen algunos
estudios preliminares sobre la expresion de
transgenes en pasto llorén. Experimentos de
expresion transiente indicaron que los mayo-
res niveles de expresion se obtuvieron con el
uso de los promotores ubi1y act? (de ubiquiti-
na de maiz y actina de arroz, respectivamen-
te) y sus respectivos intrones (17). Reciente-
mente, estos promotores mostraron niveles
similares de expresion en callos provenien-
tes de inflorescencias del cultivar Kromdraai,
mientras que la expresion fue minima en
los callos del cultivar Don Pablo (Diaz et al.,

resultados no publicados). En el afio 2006,
Diaz obtuvo plantas del cv. Kromdraai que
expresaban en cierto grado resistencia a
higromicina. Sin embargo, no se encontré
resistencia en progenies de estas plantas.
Ncanana et al. (29) informaron la integracién
y expresion delgen hsp12 de Saccharomyces
cerevisiae en plantas del cultivar Ermelo. Sin
embargo, la proteina transgénica no pudo ser
detectada y, probablemente, estas plantas
hubieran sido descartadas durante el cultivo in
vitro si se hubiera empleado algun agente
selectivo como la higromicina, la paramomici-
na o el glifosato. El desarrollo de un sistema
de seleccidén efectivo es otro de los factores
criticos involucrados en la obtencion de plan-
tas transgénicas de pasto llorén y es el paso
a seguir para establecer un protocolo robusto
de transformacién estable que nos permita
validar aquellas secuencias gendmicas candi-
datas a intervenir en la regulacién de la apo-
mixis y la biosintesis de lignina.

10. Conclusiones y perspectivas

En el contexto del futuro cambio climatico
global las gramineas C, o especies megatér-
micas tendran un rol fundamental en la pro-
duccién animal. El pasto lloron es la forrajera
mas cultivada de la zona semiarida templada
del pais y representa un aporte econémico de
magnitud para la produccion agropecuaria de
laregion. La informacion obtenida por nuestro
grupo permitira realizar avances en el mejora-
miento de su calidad como forraje a través de
herramientas moleculares. El conocimiento del
modo reproductivo permitira avanzar en este
aspecto. Por otro lado, el tipo de apomixis que
presenta, donde no hay modificacion de la
relacion de ploidia embriéon/endosperma
(2x:3x), respectivamente), seria interesante
para la transferencia a otras especies, como
los cereales, que son sumamente sensibles en
este aspecto. Si bien estamos aun lejos de
podertransmitir el caracter, este aspecto debe
tenerse en cuenta.
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