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RESUMEN

En especies silvestres, el desprendimiento espontaneo del grano, o dehiscencia,
constituye un proceso de abscision altamente regulado que asegura la dispersion de las
semillas, la descendencia y la persistencia poblacional en los ecosistemas de origen. Sin
embargo, en sistemas agricolas mecanizados, se traduce en un bajo rendimiento y
representa uno de los principales desafios para el mejoramiento genético vegetal.

Diversos estudios en cereales han demostrado que la modificacion o pérdida
funcional de la zona de abscision permiti6 la retencion del grano hasta la cosecha y la
consecuente estabilizacion del rendimiento productivo. No obstante, esta fijacion
genética no se ha consolidado de manera homogénea en todas las gramineas de interés
agronomico, persistiendo como un caracter silvestre en especies forrajeras cuya mejora
es aun incipiente.

Dentro de este grupo se encuentra el género Panicum (Poaceae, Panicoideae),
que reune especies de importancia productiva y ecoldgica. Particularmente, Panicum
coloratum L. (mijo perenne) se ha consolidado como un recurso estratégico para regiones
semiaridas debido a su notable plasticidad fenotipica, que le permite prosperar bajo
condiciones ambientales adversas y diversos tipos de suelos. A pesar de su potencial y
persistencia, la adopcion de P. coloratum a gran escala se encuentra condicionada por la
interaccion entre una marcada dehiscencia y una maduracién desuniforme de la panoja.
Estudios anatdmicos demostraron que la especie presenta un sistema de abscision
estructuralmente complejo, que favorece la separacion temprana de las semillas y reduce
la eficiencia de cosecha, obteniéndose granos de menor peso y bajo vigor germinativo.

La manifestacion de este rasgo estd intrinsecamente ligada a la arquitectura
genética de la especie; su naturaleza predominantemente aldogama y su condicion
tetraploide (4n) sustentan una vasta variabilidad poblacional que, si bien es ventajosa para
la adaptacion ambiental, dificulta la estabilizacion de caracteres de retencion de semilla
mediante métodos de seleccion convencionales.

Frente a esta limitante, el estudio de la base molecular de la dehiscencia constituye
una alternativa valiosa para avanzar en la comprension y manejo de este caracter. En
gramineas emparentadas se han identificado genes clave tales como SvLes y Shi, que
codifican para factores de transcripcion que regulan la formacion y activacion de la zona

de absicion, cuyas mutaciones fueron determinantes para anular la dehiscencia.



En el presente trabajo se realiz6 una investigacion en la literatura disponible para
conocer los genes que en gramineas han sido encontrados asociados con el caracter
dehiscencia, luego exploraron los genomas de Panicum en busca de homologos, y
finalmente se disenaron cebadores especificos que permitieron amplificar exitosamente
estos genes en dos poblaciones con diferentes porcentajes de retencidon de semillas de la
especie en estudio P. coloratum. Los amplicones de cada individuo fueron secuenciados
con la tecnologia de Oxford Nanopore que permiti6 identificar variantes presentes en cada
una de las muestras. El analisis de estas secuencias génicas permitid definir haplotipos
asociados a cada poblacion estudiada y patrones de mutacion caracteristicos de la especie.

Estos resultados aportan informacion estratégica que, se espera, pueda dar lugar
al desarrollo de nuevas variedades con la intencion de transformar un recurso forrajero
resiliente en un cultivo de alta eficiencia productiva, capaz de responder a las demandas

de los sistemas agropecuarios nacionales.



INTRODUCCION

La dehiscencia o abscision se define como el proceso biologico predecible y
altamente regulado mediante el cual las plantas desprenden 6rganos maduros, como
semillas, frutos u hojas (Burson et al., 1983). En el grupo de las gramineas, este fenomeno
constituye un rasgo adaptativo clave en especies silvestres, ya que favorece la dispersion
de la progenie a través de sus semillas, y la colonizacion de nuevos ambientes (Hodge &

Kellogg, 2016; Lin et al., 2012).

Este proceso depende de una zona de abscision (ZA) especifica, conformada por
células pequefias con citoplasma denso, generada previa a la separacion fisica de los
tejidos. Se activa como respuesta a una compleja red de sefiales que implica la alteracion
en el balance hormonal (Lifschitz et al., 2022; Thurber et al., 2011), especificamente, la
reduccion en los niveles de auxina, que inhibe la diferenciacion celular en la ZA, y un
aumento subsecuente en la produccion de etileno, que desencadena la actividad de
enzimas hidroliticas encargadas de degradar la [dmina media y descomponer las paredes
celulares, y la consecuente liberacion de la semilla (Burson et al., 1983; Hodge &

Kellogg, 2016)(Lifschitz et al., 2022).

Desde la perspectiva agrondmica, la dehiscencia representa una de las principales
barreras para la domesticacion. Retener semillas de cultivares de alto valor es
econdmicamente relevante para que los cultivos sean viables de comercializar (Lin et al.,
2012)) (Liu et al., 2022). La historia de los cereales cultivados muestra que la seleccion
artificial favorece mutaciones que inhiben este mecanismo, permitiendo que las semillas
permanezcan unidas al raquis hasta la cosecha, evento que fue determinante en la

evolucion de cultivos como arroz, trigo, maiz y sorgo (Doebley, 2006).

Diversos estudios en cereales han demostrado que la modificacion o pérdida
funcional de la ZA permitid la retencion del grano hasta la cosecha y la consecuente
estabilizacion del rendimiento productivo (Doebley, 2006) (Lin et al., 2012)) (Liu et al.,
2022) (Konishi et al., 2006). No obstante, esta fijacion genética no se ha consolidado de
manera homogénea en todas las gramineas de interés agronémico, persistiendo como un

caracter silvestre en especies forrajeras cuya mejora es aiin incipiente.

Dentro de este grupo destaca el género Panicum (Poaceae, Panicoideae), que es

uno de los mas diversos y complejos entre las gramineas. Sus especies presentan



adaptaciones evolutivas criticas para colonizar ambientes marginales, destacando el
metabolismo fotosintético C4. Gracias a esta especializacion fisioldgica, la planta logra
una eficiencia hidrica y térmica superior, lo que le permite mantener una alta tasa de
produccion de biomasa en condiciones de alta radiacion y sequia donde otras especies

verian limitado su crecimiento (Cardamone et al., 2018).

Morfologicamente, se caracteriza por presentar inflorescencias en panojas
compuestas por espiguillas que protegen una flor superior hermafrodita y fértil,
arquitectura que define el contexto anatoémico donde se desarrolla la zona de abscision

(Burson et al., 1983; Hodge & Kellogg, 2016).

Particularmente, la especie Panicum coloratum L. (mijo perenne o pasto Klein),
se destaca como una graminea forrajera estival originaria de Africa con una elevada
plasticidad fenotipica (Petruzzi et al., 2003). Su introduccién en Argentina respondio a la
necesidad de incorporar alternativas capaces de sostener la productividad ganadera que
se ve trasladada a suelos con escasez edafica, debido al avance de la agricultura en las
mejores tierras del pais. En este contexto, el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Estacion Experimental Agropecuaria (INTA EEA) de Rafaela, estudia a P
coloratum como una solucidon tecnoldgica fundamental, debido a su capacidad para

producir forraje de calidad en ambientes degradados (Tomas et al., 2016).

Pese a sus virtudes, la dehiscencia, es un problema critico que causa pérdidas
masivas; se estima que en cosechas de una sola pasada solo se recupera el 6% del total de
semillas producidas por la planta (Young 1993). Ademds, su maduracion es
indeterminada, lo que complica la obtencion de semillas de alta calidad. Diversos estudios
informan que el principal causante podria ser un sistema de "doble cerrojo", es decir, dos
capas de abscision funcionalmente diferenciadas que actuan en momentos distintos del

desarrollo (Burson et al., 1983; Hodge & Kellogg, 2016); Petruzzi et al., 2003):

+  Capa Primaria (causante del 81% de las pérdidas): Se ubica en la base de
la espiguilla. Su activacion es quimica; las células empiezan a desintegrarse apenas 8 dias

después de la floracion, mucho antes de que la semilla madure.

+  Capa Secundaria (causante del 19% restante de las pérdidas): Se ubica en
el tallo interno (raquilla). Aqui el desprendimiento es mecénico: el tejido se vuelve rigido

y quebradizo entre los dias 12 y 15, provocando que la semilla se rompa y caiga sola.



Este desprendimiento temprano y desparejo va en detrimento de una cosecha
uniforme y eficiente (Burson et al., 1983; Hodge & Kellogg, 2016); Petruzzi et al., 2003;
Tomas et al., 2016; Young, 1993).

La ineficiencia de la seleccion tradicional en P. coloratum radica en su
complejidad genética. Diversos estudios citogenéticos hacen referencia a un niimero
variable de cromosomas y una constitucion genomica de la especie no del todo
establecida. Al comparar la citologia y el modo reproductivo de P. coloratum con especies
afines, Hutchison y Bashaw (A Summary of Current Program and Preliminary Report of
Progress: Grain and Forage Crops Research of the United States Department of
Agriculture and Related Work of the State Agricultural Experiment Stations, 1967)
hallaron que ciertas accesiones tetraploides poseian un origen alotetraploide, evidenciado
por la disparidad en el tamafio de sus cromosomas. En contraste, otras accesiones (var.
makarikariense) presentaron cromosomas de tamafio homogéneo, caracteristica
vinculada a un origen autotetraploide. Por su parte, Pritchard y De Lacy (Pritchard &
Lacy, 1974) identificaron una variacion cromosdmica de 2n =18, 36, 45 y 54. Sus ensayos
de hibridacion indicaron una estrecha relacion entre estos niveles de ploidia, sugiriendo

que se trata de alopoliploides o autopoliploides compatiblemente diploidizados.

En un estudio realizado con materiales de la coleccion de la var. makarikariense
del INTA Rafaela, se reportd un nimero cromosdémico de 2n = 36 para la totalidad de las
plantas evaluadas (Armando et al., 2014). Asimismo, la segregacion de alelos mediante
microsatélites (SSR) sugiri6 una naturaleza autotetraploide, aunque se requieren

investigaciones adicionales para profundizar en este aspecto (Almada, 2018).

La coexistencia de diversos niveles de ploidia y la limitada informacion sobre sus
relaciones genéticas han dificultado la clasificacion taxondémica de P coloratum,
resultando su division en diferentes subgrupos. P. coloratum es una especie altamente
polimérfica en términos morfoldgicos y de habito de crecimiento, por lo que se la define
como un "complejo taxondmico" (Hutchison et al., 1964, Tischler & Ocumpaugh, 2004).
Su condicion de planta tetraploide y alégama deriva en una elevada variabilidad que
obstaculiza la fijacion de caracteres de interés agrondmico, tal como la retencion de

semillas (Armando et al., 2017; Tomas et al., 2016).

El estudio de gramineas de la subfamilia Panicoideae ha permitido identificar

genes reguladores conservados que codifican factores de transcripcion. Estas proteinas



controlan la expresion de genes estructurales responsables de formar y activar la ZA
(Hodge & Kellogg, 2016). Dentro de este marco, emergen, como candidatos de gran

relevancia, los siguientes genes

+  Shi: Es un factor de transcripcion de la familia YABBY, esencial para la
diferenciacion de los meristemas en la base de la espiguilla. Su funcién es coordinar la
formacion de la capa de abscision; mutaciones en este gen inhiben la formacion de dicha
capa en sorgo, arroz y Setaria italica (Lin et al., 2012, Liu et al., 2022). Mutantes de S.
bicolor en el gen Shl noqueado pierden el caracter dehiscencia (Yu et. al., 2023).
Representa el principal candidato para desentraiar la base genética de la capa de abscision
primaria en P. coloratum.

£  Svlesl: Caracterizado en Setaria viridis, este gen regula la lignificacion
de los tejidos de union. A diferencia de los genes que suprimen la ZA, el SvLesl, que
codifica un factor de transcripcion de la familia MYB con dos dominios de union al ADN,
aporta resistencia mecanica a la raquilla mediante un refuerzo de las paredes celulares,
vinculandose posiblemente a la dinamica de la capa de abscision secundaria (Mamidi et
al., 2020). En su version domesticada (S. italica), este gen se encuentra interrumpido por
la insercién de un retrotransposon (copia38), que anula su funcién y reduce el desgrane
(Mamidi et al., 2020).

£ ¢gSHI: Factor de transcripcion del tipo homeobox, esencial para la
diferenciacion celular de la ZA en arroz (Konishi et al., 2006).

+  GL4: Factor de transcripcion que regula la proliferacion celular en dicha

zona (Chow et al., 2023).

Como parte del presente trabajo, se realiz6 una evaluacion bioinformatica de estos
candidatos mediante la descarga de secuencias de referencia y su posterior alineamiento
con genomas disponibles de Panicum. Sin embargo, no se hallaron regiones conservadas
ni ortdlogos claros para qSH1 y GL4 dentro del género. Por consiguiente, aunque dichos
factores participan en el proceso en otras gramineas, este estudio prioriza a Sh1 y SvLesl

como los ejes principales de las dos estrategias bioldgicas de retencion investigadas.

Dada la ausencia de una caracterizacion previa en P. coloratum, la disponibilidad
de genomas de referencia de especies estrechamente emparentadas como P. miliaceum
(Wang et al., 2024), P. virgatum y P. hallii ofrece una oportunidad estratégica. El uso de

estos tres genomas permite realizar un andlisis comparativo de ortologia mas robusto,
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facilitando la identificacion de los genes mencionados, el estudio de sus regiones

promotoras y la deteccion de polimorfismos.

El presente trabajo, plantea un analisis bioinformatico para estudiar genes
relacionados con el caracter dehiscencia. El mismo fue validado mediante la
amplificacion por PCR y la secuenciacion de genotipos con diferentes valores de
retencion de semillas. El estudio se centrd en dos poblaciones representativas: SR (TEM-
SR1)y EM (El Mirador) (Young, 1993). La poblacion SR, desarrollada en Texas mediante
dos ciclos de seleccion recurrente para resistencia al desgrane, presenta una retencion
superior del 26% a los 42 dias tras la antesis (Young, 1993; Petruzzi et al., 2003). En
contrapartida, la poblacion EM exhibe una alta dehiscencia, reteniendo unicamente el
14% de sus simientes en el mismo periodo (Burgos et al., 2018). La identificacion de
variantes genéticas en estas poblaciones, permitira avanzar hacia el conocimiento de este

caracter, lo cual puede dar lugar al desarrollo de programas de mejoramiento de pasturas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar y caracterizar la base genética asociada al control de la dehiscencia de
semillas en la graminea forrajera perenne P. coloratum, mediante el analisis de genes

candidatos y su variabilidad en genotipos contrastantes.
Objetivos especificos

1. Realizar un relevamiento y andlisis critico de la bibliografia
disponible sobre el cardcter dehiscencia en P. coloratum y en especies de

gramineas filogenéticamente relacionadas.

2. Identificar en bases de datos publicas, genes homologos a los

asociados al control de la dehiscencia de semillas en especies modelo y cultivadas.

3. Analizar la presencia, el nimero de copias y la organizacion
genomica de los genes candidatos en los genomas de referencia de Panicum, asi
como explorar sus regiones promotoras y la existencia de polimorfismos en

comparacion con otras especies.

4. Amplificar mediante la técnica de PCR los genes candidatos en

genotipos de P. coloratum contrastantes en relacion con el caracter de dehiscencia.

5. Secuenciar los productos de PCR y evaluar la variabilidad alélica
presente en los individuos analizados, y su posible asociacion con el cardcter de

retencion de semillas.

MATERIALES Y METODOS

12



Relevamiento y analisis critico de la literatura cientifica

Se realizo una busqueda exhaustiva en bases de datos cientificas de referencia
(PubMed, Scopus, Web of Science y Google Scholar). Se utilizaron ecuaciones de
busqueda con operadores booleanos, empleando términos en espafiol e inglés como: “seed
shattering”, “abscission zone development”, “transcription factors”, “Panicum”, y el
nombre de los genes candidatos reportados en la subfamilia Panicoideae (“Shi”,

“SvLesI”, “qSHI” y “GL4™).

Se priorizaron articulos originales y revisiones bibliograficas publicadas en los
ultimos 20 anos. El andlisis se centr6 en estudios de gendmica funcional y comparativa
realizados en especies filogenéticamente relacionadas, tales como Setaria Viridis,
Sorghum bicolor, Oryza sativa'y glaberrima y, el género Panicum, con el fin de identificar

mecanismos moleculares conservados.

La informacion fue procesada considerando los modelos de domesticacion
descritos en cereales y la particularidad anatomica del sistema de “doble cerrojo” de P,

coloratum.

Identificacion y obtencion de secuencias de genes candidatos en bases de

datos publicas

A partir de los hallazgos del relevamiento bibliografico, se realizé la busqueda e
identificacion de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los genes candidatos,
asi como también la de los genomas de referencia, seleccionando aquellas de genes
ortdlogos con funcionalidad validada en especies de la subfamilia Panicoideae y otras
gramineas modelo filogenéticamente cercanas a la especie, tales como Sorghum bicolor
para el gen ShI (Gen ID: SORBI_3010G072300), Setaria viridis para el gen SvLes! (Gen
ID: 117855643), Oryza sativa para el gen gSHI (Gen ID: 4324855) y Oryza glaberrima
para GL4 (Gen ID: 127769585).

La obtencion de las secuencias se realizO mediante el acceso a repositorios
publicos curados. Se utilizd principalmente la plataforma National Center for
Biotechnology Information (NCBI), consultando las bases de datos GenBank y RefSeq
para obtener secuencias gendmicas completas, ARNm y proteinas, y la base de datos
Phytozome. Al mismo tiempo se verificaron las anotaciones gendmicas y la estructura de

exones e intrones de los genes seleccionados en especies modelo.
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Finalmente, las secuencias obtenidas fueron almacenadas en formato FASTA para

su posterior procesamiento.

Este listado de secuencias de referencia sirvio como base para la busqueda de
homologia y el analisis del numero de copias en los genomas de P. miliaceum (NCBI
Taxonomy ID: 4540, GenBank: GCA 038442765.1), P. virgatum (NCBI Taxonomy ID:
38727, GenBank: JABWAIO00000000.1) y P. hallii (NCBI Taxonomy ID: 206008,
GenBank: NCOW00000000.2).

Busqueda de genes homdlogos en genomas de referencia

Una vez obtenidas las secuencias de referencia, se procedio al andlisis de los
genomas del género Panicum mediante herramientas bioinformaticas estructurales y

comparativas.

Para estimar el numero de copias y la presencia de variantes pardlogas se
realizaron busquedas de tipo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando los
algoritmos BLASTn (nucledtidos) y BLASTp (proteinas), en los genomas de referencia
de P. miliaceum (Wang et al., 2024), P. virgatum y P. hallii. Estableciendo como criterio

de filtrado un E-value < 1e’’ y porcentaje de identidad > 80%.

Posteriormente, se realiz6 la caracterizacion molecular de los genes identificados
(niimero y tamafo de exones e intrones) interrogando las bases Phytozome y NCBI. Se
compard la estructura de los genes candidatos entre las especies de Panicum para evaluar

la conservacion de la estructura génica.

Por ultimo, para cada gen candidato identificado, se extrajeron las secuencias
flanqueantes de 1500 pares de bases (pb) rio arriba 'y 100 pb rio abajo, considerando como
punto de referencia el sitio de inicio de la traduccién y el codon de stop, respectivamente.
La primera region fue analizada para identificar elementos reguladores en cis y sitios de
union a factores de transcripcion. Asimismo, se realizaron alineamientos multiples de
secuencias (MSA) utilizando los softwares Aliview, BioEdit y MAFFT. Este tultimo tiene
salidas visuales de graficas tipo dot plot. Este andlisis comparativo permitié detectar
polimorfismos, especificamente SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e Indels
(insertions/deletions), identificar bloques de secuencias altamente conservadas entre los
genomas de referencia estudiados y disefiar cebadores especificos para el posterior

analisis in vitro.
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Disefio de cebadores para genes candidatos

El disefio de cebadores, para la amplificacion de los genes candidatos en P.
coloratum, se realizd utilizando como referencia las regiones de los genomas
anteriormente mencionados que presentaban homologia con los genes de las especies
relacionadas, S. viridis y S. bicolor. Para esto se identificaron las regiones conservadas
mediante alineamientos multiples y se disefaron los cebadores listados en la Tabla 1,
empleando la herramienta Primer3Plus, siguiendo criterios estandar de longitud,
temperatura de melting (Tm), contenido de GC y ausencia de estructuras secundarias.
Finalmente, la especificidad de los mismos fue evaluada in silico mediante Primer-

BLAST antes de su validacion experimental.

Tabla 1. Cebadores utilizados.

CEBADORES | NOMBRE SECUENCIA (5° — 37) Tm (°C) | TAMANO DEL
PRODUCTO
(pb)
SvLles] Fw
TCTTTGCTTACTCCCCAGGG 63,1
gen SvLes! 2397
SvLesl Rev
TCTAGATTCCTCCTCCCCACT 63,3
Shl Fw
ATAAACCTAATGCTAKTCTTTCGTTAT* 533
gen Shl 4940
Shl Rev
TAAGGTAGTTTTSYTTTCTAAAATTAC ** 51,5

*K: GoT,**S:CoG,Y:CoT.
Material vegetal

Se utilizaron dos poblaciones de P. coloratum con diferente grado de retencion de
semillas a los 42 dias post-antésis: 9 individuos de EM con 14 % de retencion (Burgos et
al., 2018) y 10 individuos de SR con 26% de retencion (Young, 1993). Se recolectaron
hojas jovenes para la extraccion de ADN genomico. El material vegetal fue conservado a

-80° hasta su procesamiento para minimizar la degradacion del ADN.

Extraccion de ADN genémico
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Se utilizo6 el protocolo descrito en Kang et al., 2023 (Kang et al., 2023). Se pesaron
1000 mg de tejido vegetal joven de cada individuo sefialado en la Figura 1 de cada
poblacion. Se limpio cada hoja con alcohol y se homogeneiz6 en nitrogeno liquido.
Posteriormente se resuspendidé en 10 ml de buffer de aislamiento de ntucleos (IB),
compuesto por 15 mM Tris-HCI pH 9.5, 10 mM EDTA, 130 mM KCI, 20 mM NaCl y
8% polivinilpirrolidona (PVP)-40. Luego de mezclar el tejido vegetal homogeneizado
con el buffer IB, se agregaron 0.1% y 7.5% de Triton X-100 y B-mercaptoetanol,
respectivamente para facilitar la lisis de las membranas celulares y de los organulos,
manteniendo intacta la membrana nuclear. Las muestras se incubaron en hielo por 10

minutos.

Figura 1. Seleccion de genotipos de P. coloratum para el andlisis de dehiscencia. Se muestra

la seleccion de 10 individuos de la poblacion mas resistente al desgrane (SR) y 9 individuos de la poblacion
menos resistente (EM), provenientes del germoplasma conservado en la EEA INTA Rafaela. Los individuos

seleccionados para la extraccion de ADN se encuentran nombrados y sefialados en rojo.

La suspension se filtro6 empleando filtros de papel de 40 um para eliminar los
detritos celulares. El resultante se colectd en tubos de 10 ml y se le agregaron 100 pl de
Triton X-100 para obtener la suspension nuclear. Este proceso lisa las células y
membranas de organelas pero no la membrana nuclear (Peterson et al., 1997). Los nucleos
se separaron mediante centrifugacion a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C, descartando
el sobrenadante. El pellet nuclear se resuspendi6 en 2.5 ml buffer de lisis Carlson (Carlson
et al., 1991), compuesto por 2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 9.5, 20 mM EDTA, 1.4M
NaCl y 1.2% PEG 4000.

A la mezcla se le agregaron 6.25 pl de B-mercaptoetanol para desnaturalizar
proteinas globulares (Jadhav et al., 2015). Para garantizar una resuspension completa y
eficiente, la mezcla se incubo6 a 65°C por un periodo de 90 minutos. Se agreg6 un volumen

igual, 2.5 ml de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v), lo cual permitio la particion de
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lipidos, proteinas no polares y restos celulares hacia la fase organica. Tras una nueva
centrifugacion a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C, se transfirio la fase acuosa superior

a un tubo nuevo.

La precipitacion del ADN se llevo a cabo afiadiendo una décima parte del volumen
de acetato de sodio (NaOAc) 3 M y un volumen equivalente de isopropanol a temperatura
ambiente. Esto ultimo es una condicion critica para evitar la coprecipitacion de

polisacaridos junto con el &dcido nucleico. La precipitacion se incubd una noche a -20°C.

Finalmente, el ADN precipitado se separd mediante centrifugacion, durante 10
minutos a 3000 x g. El pellet se lavo dos veces con etanol frio al 70%, se centrifugd y
descartd el sobrenadante. El pellet se secO a temperatura ambiente antes de su

resuspension final en 50 ul de agua libre de nucleasas.
Cuantificacion y control de calidad del ADN

La pureza y concentracion de las extracciones gendmicas de ADN se evaluaron
mediante espectrofotometria en NanoDrop. Para el andlisis de calidad, se utilizd un
criterio basado en ratios A260/280 y A260/230 mayor o igual 1,5; donde el primer
indicador asegura una baja presencia de proteinas y el segundo la eliminacion de

carbohidratos o solventes organicos durante el proceso de purificacion.

Amplificacion de genes candidatos mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

En el caso de los genes en estudio, SvLes! y Shl, las reacciones de amplificacion
se llevaron a cabo utilizando la polimerasa de alta fidelidad Q5® High-Fidelity Master
Mix, Master Mix (New Engald Biolabs). Para cada reaccion de 25 pL, se utilizaron 12,5
pL de la master mix, 0,5 uM de cada cebador y 4 uLL de ADN molde.

Los protocolos de amplificacion fueron optimizados para cada gen con el fin de
aumentar la especificidad y abundancia de los productos. Para el gen SvLes! el protocolo
de amplificacion consistid en: precalentamiento a 98 °C durante 5 min; 35 ciclos de 98
°C durante 10 segundos, 50 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 2.5 minutos; con
una extension final a 72 °C durante 5 minutos. En el caso del gen Shl el tiempo de

extension se aumento hasta 4 minutos.

Los productos de amplificacion fueron resueltos por electroforesis en soporte

horizontal de geles de agarosa al 0,8% para los amplicones de SvLes/ y Shl. La corrida
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se realizd a 100 Volts constante en Buffer TAE 1X por 60 minutos. La tincion se realizo
con Gel Red. En cada gel de agarosa se sembraron 2 pL. de los productos de

amplificacion, y 3 pL de marcador de peso molecular 1 Kb (Inbio Highway).
Purificacion de los productos de PCR

Los amplicones fueron purificados utilizando beads magnéticas AMPure XP
Beads (Beckman Coulter) en una proporcion 1X para eliminar dimeros de cebadores y
reactivos residuales antes de su procesamiento posterior. Las beads y cada una de las
muestras se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion. Luego cada tubo
se posiciono en el rack magnético hasta alcanzar la clarificacion total, y se removio el
sobrenadante. Con el tubo en el rack, se lavaron las beads agregando 200 pL de etanol
80% y se removio el sobrenadante. Este lavado se repitio dos veces. El pellet de beads se
dejo secar 30 segundos, se agregaron 12 uL de agua libre de nucleasas y se incubo 2
minutos a temperatura ambiente. El tubo se ubico en el rack magnético y se tomo el

sobrenadante donde se encuentra el ADN eluido.
Cuantificacion del ADN purificado

La concentracion de los productos de PCR purificados fue realizada mediante
espectroscopia de fluorescencia (fluorometro Denovix) utilizando el kit Broad range
(Denovix) que permite determinar concentraciones de ADN doble hebra en el rango de
concentraciones entre 0,1 — 2000 ng/puL. Para ello, en un tubo de 0,5 ml de capa delgada
se mezclo 1 uL de ADN con 200 pL de reactivo de trabajo (196 pL de buffer, 2 pL de
sonda, 2 uL de enhancer) y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. La concentracion

se determino en florometro Denovix con el programa de lectura de ADN doble hebra.
Preparacion de bibliotecas y secuenciacion

La secuenciacion de los productos de PCR se realizd mediante tecnologia de
lectura larga de Oxford Nanopore Technologies (ONT). La preparacion de las bibliotecas
se llevd a cabo siguiendo el protocolo de Ligation Sequencing Amplicons - Native
Barcoding Kit 24 VI4 (SQK-NBDI114.24) (NBA_ 9168 vii4_revl 02, 2025). El
procedimiento se inicid0 con la cuantificacion de los amplicones purificados,
estandarizando una cantidad inicial de 100 fmoles por muestra para asegurar una carga

optima en la flow cell.
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A cada muestra se le realizo la reparacion de extremos y adenilacion (End-prep)
utilizando el sistema enzimatico NEBNext® Ultra™ II (New England Biolabs),
incubando a 20°C durante 5 minutos y 65°C durante otros 5 minutos. Cada muestra
reparada fue purificada con 1X de AMPure XP Beads y eluida en 10 uL y 1 pL fue
cuantificado con Nanodrop. La reaccion de ligacion con barcode nativos especificos
(NBO1-24) se llevdo a cabo con la enzima Blunt/TA Ligase. Este paso permite el
multiplexado de las muestras en una Unica corrida. Tras la ligacion individual, las
muestras se combinaron en un pool y se purificaron con 0.4X AMPure XP Beads,

eluyendo en un volumen final de 30 pL.

Sobre este pool, se procedid a la ligacion de los adaptadores de secuenciacion
(NA) empleando Quick T4 DNA Ligase. La biblioteca final fue purificada con 0.4X
AMPure XP, utilizando buffer de lavado especificos (SFB) para optimizar la recuperacion
de los fragmentos largos. Finalmente, alrededor de 1461,15 fmoles de la biblioteca con
los buffers accesorios adecuados fueron cargados en una flow cell R10.4.1 previamente
acondicionada. Se monitoreo la corrida en tiempo real mediante el software MinKNOW

para asegurar la generacion de datos suficientes para el analisis.
Analisis bioinformatico e identificacion de variantes alélicas

Los datos crudos generados por la secuenciacion ONT fueron utilizados como
input de la herramienta dorado (Dorado, 2026) para realizar el basecalling y el
demultiplexado. Lo obtenido, se procesé con FASTQ, aplicando un filtro de calidad de q
mayor o igual a 15 y una longitud de lecturas entre 2000 y 4000 pb. Se utiliz6 el algoritmo
minimap?2 (L1, 2018), para el mapeo de estas lecturas, especificando que se realice para
secuencias de ONT. Como estrategia para aumentar la precision del alineamiento, dada
la cercania taxondmica con P. coloratum, se utilizaron como referencias las secuencias

de los genes candidatos identificadas previamente en el genoma de P. miliaceum.

Para la identificacion de variantes alélicas (SNPs e InDels), se empledé SAMtools
(Li et al., 2009), generando archivos en formato VCF (Variant Call Format), que
contienen la informacion detallada de cada posicion gendmica donde se observan
diferencias (SNPs, inserciones o deleciones) entre las muestras y la referencia.

Posteriormente se realizaron consensos para cada barcode.

El andlisis bioinformatico subsiguiente fue disefiado para identificar el perfil

mutacional de P. coloratum en ambas poblaciones estudiadas. El procesamiento posterior

19



se realizé mediante scripts utilizando Biopython, ejecutados en el entorno de Google
Colab. Primeramente, se realizo un filtrado de las variantes detectadas en los VCEF, se
aplicé un filtro dirigido exclusivamente a las posiciones gendmicas que presentaron
discrepancias respecto a la secuencia de referencia. A partir de la informacién contenida
en el campo AD (profundidad alélica) de los archivos VCEF, se calculo la proporcion entre
las variantes detectadas para cada muestra. Se seleccionaron Unicamente aquellas
posiciones donde dicha proporcion se situd en el rango [0.1, 10], descartando artefactos
técnicos. Posteriormente, se realizod un proceso de agrupacion de mutaciones especificas
por individuo, permitiendo reconstruir los alelos y variantes presentes en cada genotipo.
Para asegurar la robustez biologica de los resultados, se analizé la frecuencia de aparicion
de cada combinacion, seleccionando unicamente los cuatro haplotipos mas abundantes,
permitiendo diferenciar las variantes genéticas reales de posibles artefactos de PCR o
errores estocasticos de secuenciacion, garantizando que solo las secuencias con mayor
representatividad poblacional avancen a las etapas de generacion de consenso y

traduccion.

A través de la tabulacion de estas variantes, se estructurd una matriz de datos que
registra la frecuencia de mutacion en cada posicion para cada poblacion. Al normalizar
estos datos considerando el tamafio de cada grupo, fue posible categorizar las mutaciones
segun su tipo y su ubicacidon funcional (exones, intrones o regiones reguladoras). Este
enfoque permitid definir con precision el perfil genético de cada individuo. Para
contrastar el perfil mutacional entre las poblaciones, se realiz6 un analisis comparativo
que permitio determinar tanto las posiciones gendmicas conservadas como aquellas que
presentan una alta tasa de divergencia. Para ello, se generaron perfiles graficos que

mapean la densidad y el tipo de variantes a lo largo de cada gen.

El flujo concluy6 con un andlisis comparativo de ADN y aminoacidos mediante
alineamientos multiples, permitiendo evaluar la homologia y divergencia entre diferentes

poblaciones y especies.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Relevamiento y analisis de determinantes genéticos de la dehiscencia

El estudio de P. coloratum cobra una relevancia fundamental en el escenario actual
de cambio climatico, debido a su excepcional capacidad de adaptacion a ambientes
marginales. Como graminea C4 de ciclo estival, se destaca por su resiliencia ante el estrés
hidrico, la salinidad y el anegamiento, lo que la posiciona como un recurso forrajero clave
para la diversificacion de sistemas productivos (Pittaro, M., 2017; Cardamone, L., 2018).
No obstante, el éxito de su adopcioén se encuentra limitado por rasgos propios de su
naturaleza silvestre, especificamente la dehiscencia natural de sus semillas y una
maduracion desuniforme, factores que reducen drasticamente la eficiencia de cosecha

(Tomas, M., 2016).

Esta especie se caracteriza por una notable complejidad genética y morfologica.
Como planta predominantemente aldgama, genera una progenie con alta heterocigosis, lo
que se traduce en una gran variabilidad fenotipica (Armando, L., 2017). A nivel
taxonémico, esta diversidad se organiza en dos variedades con nichos ecoldgicos
contrastantes: la var. makarikariense, adaptada a suelos arcillosos y periodos de
inundacion, y la var. coloratum, con mayor tolerancia al frio y aptitud para suelos
arenosos (Burgos, E., 2018; Lifschitz, M., 2022). Esta heterogeneidad se refleja también
en su citogenética, presentando diversos niveles de ploidia (2n = 18, 36, 45, 49, 63),
aunque el estado tetraploide (2n=4x=36) es el mas frecuente (Armando, L., 2017;

Pritchard, A., 1974).

Dada la carencia de un genoma de referencia propio y el relativo desconocimiento
molecular de la especie en comparacion con otros cereales (Burgos, E., 2018), la
caracterizacion de P. coloratum en este trabajo requiri6 un enfoque de gendmica
comparativa. Para ello, se seleccionaron tres especies cercanas como pilares de referencia:
P. miliaceum, P. virgatum y P. hallii (Mamidi et al., 2020; Wang, H., 2024; Valdés-Reyna
et al., 2009). El género Panicum, perteneciente a la subfamilia Panicoideae, constituye
un mosaico de estrategias adaptativas. P. virgatum (switchgrass) aporta un modelo sélido
de resiliencia y produccion de biomasa, mientras que P. hallii sirve como un sistema
simplificado para estudiar las respuestas al estrés hidrico (Valdés-Reyna et al., 2009). Con
respecto a la dehiscencia, especies como P maximum (pasto Guinea) representan el

extremo de la inestabilidad con una dehiscencia sumamente activa apenas 10 dias tras la
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antesis (Valdés-Reyna et al., 2009), mientras que P. miliaceum (mijo escoba) es el modelo

de éxito en la domesticacion, habiendo fijado la retencion de semillas (Wang, H., 2024).

Ademas, P. miliaceum constituye la herramienta maestra en este disefio
metodologico ya que recientemente se ha logrado un ensamblaje genémico de teldémero
a telémero (T2T) y sin huecos (gaps), lo cual ofrece una precision sin precedentes para la
identificacion de genes candidatos (Wang, H., 2024). Esta comparacion es especialmente

valiosa para abordar el fenomeno de la dehiscencia.

Poder contrastar las secuencias de P coloratum con las de sus parientes
domesticados y silvestres permite identificar las divergencias nucleotidicas y

estructurales que subyacen a este rasgo agrondmico critico.

El desgrane de semillas (dehiscencia) es un factor critico que reduce drasticamente
el rendimiento de semillas realizado en las gramineas forrajeras, llegando a provocar
pérdidas de hasta el 54% de las semillas maduras en el raigras (Lolium spp.) (Kiesbauer,
J., 2023). Desde una perspectiva de rentabilidad, retrasar la cosecha solo unos dias puede
reducir el rendimiento en un 40%, mientras que una cosecha anticipada para evitar estas
pérdidas incrementa los costos de secado y compromete la calidad de la semilla,

resultando en un bajo vigor de las plantulas (Kiesbauer, J., 2023).

A nivel genético y molecular, el control del desgrane no depende de genes
aislados, sino de una red compleja de vias génicas y factores de transcripcion que regulan
el desarrollo de la ZA (Kiesbauer, J., 2023). Entre ellas se distinguen vias de regulacion
superiores (APETALA?2), factores de transcripcion del tipo homeobox (qSHI1 y SHS,
Konishi et al 2006) que inhiben la sintesis de lignina debilitando la unién de la semilla,
factores de transcripcion tipo MYB (SvLes, Sh4 y SHAT, Wu et al., 2017) que controlan
la diferenciacion celular, factores de transcripcion de la familia YABBY (Sh/, Lin et al.,
2012) identificados como responsables de la pérdida de la ZA en sorgo, arroz y maiz y

finalmente sefializacion hormonal.

Las evidencias sugieren que los genes que controlan el desgrane han estado bajo
seleccion paralela en multiples cereales (Pickersgill 2018). Esto significa que sus
ortdélogos en P. coloratum son candidatos ideales para ser estudiados y/o editados

genéticamente.
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Identificacion y analisis comparativo de genes candidatos a dehiscencia

Con el objetivo de identificar y caracterizar genes candidatos asociados al caracter

de dehiscencia en P. coloratum, se realizd un analisis comparativo in silico, mediante

BLASTn, a partir de genes previamente descritos en gramineas modelo: SvLesl, Shli,

qSHI1 y GL4 (Tabla 2). Dado que, para la seleccion de los mejores candidatos, se aplico

un criterio de filtrado basado en un E-value < 1e!’ y un porcentaje de identidad > 80% y

que se considerd Unicamente aquellos alineamientos cuya extension fuera cercana al

tamafio total de los genes de referencia (cobertura de consulta > 90%), los genes ¢gSHI y

GL4 fueron desestimados para este trabajo. El primero por una cobertura de consulta <

90% y el segundo por falta de secuencias significativamente similares. En contraparte,

los genes SvLes! y Sh1 mostraron una notable conservacion respecto de la referencia, lo

que permiti6 profundizar en su estudio.

Tabla 2. Identificacion de Ortologos de Dehiscencia en el linaje Panicum

Gen Candidato Especie de Cromosoma Longitud de Identidad de
(Especie Modelo) Panicum Coincidencia (pb) Secuencia (%)
P. miliaceum Cr 5B 1301 86.44
P. miliaceum Cr5A 948 86.62
SvLes 1(Setaria viridis) P virgatum Cr 5K 1343 86.56
P, virgatum Cr 5N 1319 86.00
P, hallii Crs 1296 86.83
P. miliaceum Cr9B 6970 81.16
P. miliaceum Cr9A 5816 81.00
Shl (Sorghum bicolor) P, virgatum Cr 9K 5792 79.62
P. virgatum Cr 9N 6026 80.90
P, hallii Cr9 6028 81.41
P. miliaceum Cr5B 163 84.66
qSH1 (Oryza sativa) P. miliaceum Cr5A 163 82.21
P, virgatum Cr 5K 870 77.42
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P virgatum Cr 5N 621 80.42
P, hallii Crs 878 77.40
P. miliaceum Cr7B 1958 78.74
P. miliaceum Cr7A 1927 79.89
GL4 (Oryza
P virgatum Cr7K 2744 83.48
glaberrima)
P virgatum Cr 7N No se hallé homologia significativa
P, hallii Cr7 No se halld homologia significativa

Analisis del gen SvLesI

Utilizando la secuencia del gen SvLes! de S. viridis como referencia en analisis
de BLASTn, se identificaron regiones homologas en los genomas de Panicum analizados.
En el genoma de P. miliaceum, se detectaron copias en la hebra complementaria en los
cromosomas 5SA y 5B (Figura 2A). De igual manera, en P. hallii se identificd un unico
locus en el cromosoma 5, también en la hebra complementaria (Figura 2C). Por el
contrario, en P. virgatum las regiones homologas identificadas en los cromosomas 5K y
5N presentaron un sentido directo (Figura 2B). Estos resultados evidencian la
conservacion del locus SvLes! dentro del grupo de las paniceas, aunque con variaciones

en su orientacion relativa.
En cuanto a la extension de los alineamientos:

* P. miliaceum: En el cromosoma 5SA, el alineamiento mas largo abarco
desde la posicion 364 hasta 1352 de Setaria (coordenadas cromosémicas 43.111.205 a
43.110.260), es decir abarca un 73,08% del gen. En el cromosoma 5B, el alineamiento se
extendid desde la posicion 3 hasta 1352 de la referencia (coordenadas 47.622.984 a
47.621.684), un 99,78% de coincidencias.

* P, virgatum: Los alineamientos mas extensos abarcaron desde la posicion
3 hasta 1352 de Setaria. En el cromosoma 5N, se localizaron entre las posiciones
9.758.191 y 9.759.509, mientras que en el cromosoma 5K se ubicaron entre 8.790.414 y
8.791.756. Es decir, abarco 99,78% del gen para ambas secuencias.

* P. hallii: El alineamiento abarc6 desde la posicion 3 hasta 1352 de Setaria,

entre las coordenadas gendmicas 54.178.724 y 54.177.429 (99,78% del gen).
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En todos los genomas se observaron alineamientos principales extensos junto a

fragmentos adicionales de menor longitud, lo que sugiere la presencia de regiones

conservadas distribuidas a lo largo del locus.
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Figura 2. Grdficas de Dot plot comparativas entre Panicum y S. Viridis. Se evidencian las principales
regiones de homologia entre SvLesl y los cromosomas 5 de Panicum. A. Cromosoma 5A y 5B de P.
milliaceum. B. Cromosomas 5N y 5K de P. virgatum. C. Cromosoma 5 de P. halli. En rojo se indican
alineamientos en el mismo sentido y en azul en sentido opuesto. El eje X representa la secuencia genomica

de P. miliaceum (A), virgatum (B) y halii (C) y el eje Y la secuencia de referencia de S.viridis.
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Las regiones homologas completas del gen SvLes! fueron extraidas de los
cromosomas 5 de P. miliaceum (5A'y 5B), P. hallii (locus unico) y P. virgatum (5K y 5N),

considerando tanto la region codificante como segmentos flanqueantes.

El andlisis BLAST realizado entre las copias génicas de los diferentes genomas
dentro de un mismo genotipo revelo altos niveles de conservacion: un 94 % de identidad
entre las secuencias candidatas de SvLes] en cada cromosoma de P. miliaceum (Figura

3A), y un 92 % de identidad entre los cromosomas de P. virgatum (Figura 3B).
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Figura 3. Comparacion de los loci homologos del gen SvLesl. A. Dot plot entre los cromosomas

1._Cr_5A_PM

54y 5B de P. miliaceum (94% de identidad). B. Dot plot entre los cromosomas 5N y 5K de P. virgatum
(92% de identidad). La diagonal principal representa un alineamiento directo, indicando que ambas

secuencias conservan la misma direccion.

Analisis del gen Sh1

La secuencia del gen Shl de S. bicolor fue utilizada como sonda en andlisis
BLASTn contra los genomas de P, hallii, P. miliaceum 'y P. virgatum. En todas las especies
analizadas, se detectaron coincidencias significativas exclusivamente en los cromosomas
del grupo 9. La distribucion de los loci fue consistente con la ploidia de cada especie: se
identifico un tUnico alelo en P hallii, mientras que en las especies poliploides (P,

miliaceum y P. virgatum) se detectaron los homologos de ambos genomas.

En cada caso, los analisis de dot plot (Figura 4) evidenciaron patrones diagonales
inversos, sugiriendo que estos /oci se presentaron en la hebra complementaria respecto a

la secuencia de referencia de S. bicolor.
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Detalles de los alineamientos gendmicos:

+ En P miliaceum: Se identificaron dos copias homologas en los
cromosomas 9A y 9B (Figura 3A). El alineamiento mas extenso en el cromosoma 9A
cubrié desde la posicion 2159 a 4863 (77,70% del gen) de S. bicolor (coordenadas
8.582.185 a 8.579.539 pb). En el 9B, el fragmento de mayor longitud abarco de la
posicion 5348 a 7536 de la referencia (62,87% del gen) (coordenadas 9.983.797 a
9.981.595 pb).

+  En P, virgatum: Las regiones homoélogas se localizaron en los cromosomas
9K y 9N (Figura 3B). El alineamiento en el cromosoma 9N se extendid desde la posicion
3216 a 4875 de Sorghum (47,67%) (coordenadas 14.914.113 a 14.912.445 pb), mientras
que en el cromosoma 9K se registré desde la posicion 2159 a 4839 (77,01% del gen)
(coordenadas 13.889.620 a 13.886.919 pb).

+  En P, hallii: Se identifico una tnica region homologa en el cromosoma 9,
abarcando desde la posicion 2159 a 4863 de la referencia (77,70% del gen) (coordenadas
9.191.311 29.188.619 pb).

Esta arquitectura gendmica, caracterizada por la duplicacién en especies
poliploides y la orientacion opuesta respecto a S. bicolor, sugiere una trayectoria

evolutiva conservada para el locus Shi en el género Panicum.
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Figura 4. Gridficas de Dot plot comparativas entre Panicum y Sorghum bicolor. Se evidencian

las principales regiones de homologia entre Shl y los cromosomas 9 de los diferentes Panicum. A.

Cromosoma 94 y 9B de P. milliaceum vs S. bicolor. B. Cromosomas 9K y 9N de P. virgatum vs S. bicolor.

C. Cromosoma 9 de P. halli vs S. bicolor. En azul se indica la orientacion opuesta de los alineamientos. El
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eje X representa la secuencia genomica de P. miliaceum (A), virgatum (B) y halii (C) y el eje Y la secuencia

de referencia de S. bicolor.

Para evaluar la divergencia entre los /oci homodlogos, se extrajeron las regiones
homologas completas del gen Shl, incluyendo sus segmentos flanqueantes, de los

cromosomas 9 de P. miliaceum (9A'y 9B) y P. virgatum (9K y 9N).

El andlisis de BLAST realizado entre las secuencias candidatas de Sk/ en cada
cromosoma mostr6 una identidad del 88,99 % para P. miliaceum (Figura 5A) y 86,05 %
para P. virgatum (Figura 5B). Estos resultados confirman que, al igual que en SvLes!, los

alelos del gen Sh1 en las especies poliploides se encuentran altamente conservados.

La comparacion mediante dot plot ratifico la colinealidad entre estos pares de loci,
evidenciando patrones diagonales directos, lo que confirma que las copias duplicadas

mantienen una orientacion estructural idéntica dentro de cada genoma.
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Figura 5. Comparacion de los loci homdlogos del gen Shl. A. Dot plot entre los cromosomas 94

\,

1._Cr_9A_PM

N

y 9B de P. miliaceum (88,99 % de identidad). B. Dot plot entre los cromosomas 9N y 9K de P. virgatum
(86,05% de identidad). La diagonal principal representa una orientacion directa, indicando que ambas

secuencias conservan la misma direccion.

Los genes SvLes! y Shl presentaron una alta conservacion genomica en todas las
especies analizadas, lo que respalda su conservacion evolutiva dentro del grupo de las

paniceas.

En el caso de SvLesli, los elevados porcentajes de identidad observados entre

cromosomas homologos en especies poliploides (94% en P. miliaceum y 92% en P.
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virgatum) indican no so6lo conservacion de secuencia, sino también una marcada
estabilidad estructural de estos loci tras eventos de duplicacion gendomica. De manera
analoga, Shi present6 niveles de identidad también elevados (aproximadamente 89% y
86%, respectivamente), lo que sugiere que ambos genes han estado sometidos a presiones

selectivas que favorecen el mantenimiento de su funcion.

Un aspecto relevante a destacar es que, en varios casos, las coincidencias fueron
detectadas in silico en sentido inverso respecto a las secuencias de referencia. Este patréon
fue consistente, por ejemplo, en P. miliaceum y P. hallii para SvLesl, asi como en todas
las especies analizadas para Shl, donde los dot plots evidenciaron alineamientos con
orientaciéon opuesta. Dado que las secuencias se obtuvieron realizando BLASTn, este
resultado puede interpretarse considerando que dichas secuencias homologas podrian
estar ubicadas en la hebra complementaria del ADN. En este sentido, la orientacién
inversa no necesariamente implica una reorganizacion estructural compleja, sino que
podria responder a la forma en que las secuencias estan anotadas en las bases de datos

genomicas.

Posteriormente, partiendo de los loci, se extrajeron las secuencias codificantes
incluyendo sus regiones flanqueantes (1500 pb upstream y 100 pb downstream) para

capturar la region promotora y evaluar su arquitectura reguladora.

Asimismo, se exploro la existencia de polimorfismos mediante alineamientos
multiples de secuencias (MSA), lo que permitié identificar variaciones en regiones

codificantes y promotoras entre los genomas de Panicum y las especies de referencia.

A partir de los alineamientos, se construyeron dos representaciones graficas de la
conservacion de las secuencias (Figura 6). En estas, las letras de mayor altura representan
posiciones conservadas, en cambio las variaciones nucleotidicas en la misma posicion se
escalan de acuerdo a su frecuencia. En funcion de las ilustraciones, se seleccionaron las
regiones mas conservadas (encuadradas en naranja) para disefiar los cebadores. Se disefid
un par para cada gen (Tabla 1). Para SvLes/, los cebadores hibridan amplificando un
fragmento de 2397 pb, contemplando las regiones promotora, codificante y no
codificante, mientras que para el gen Sk /, la region amplificada no involucra el promotor,

y se extiende hasta 3480 pb.
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Los cebadores se ensayaron en Primer BLAST (Primer Designing Tool) contra la
base de datos de los genomas de las tres especies de Panicum disponibles, a fin de

descartar amplificaciones inespecificas.

Para la Figura 6A, el grafico de /ogo evidenci6 una alta conservacion nucleotidica
en los extremos 5'y 3' del gen SvLes/. La homogeneidad de la secuencia en todas las
especies de Panicum analizadas confirmo la ausencia de polimorfismos criticos en las
regiones de interés, permitiendo el disefio de cebadores especificos, ideales para estudios

de expresion génica y amplificacion del gen completo.

En contraparte, el gen Sh/ (Figura 6B), presenté una marcada variabilidad en las
zonas de disefio. La menor altura total de las pilas de nucledtidos (bits) y la presencia de
multiples variantes en posiciones contiguas confirmaron una alta tasa de polimorfismos.
Esta variabilidad observada in silico justificd el disefio de cebadores con algunas
posiciones con bases degeneradas, destinados a capturar la diversidad alélica presente en

la poblacion de P. coloratum.

Esta decision técnica permitio asegurar que la amplificacion en las poblaciones de
P. coloratum capturara la diversidad alélica real, superando los sesgos de informacion, la
alta tasa de polimorfismos o los posibles errores de secuencia presentes en los genomas

de referencia disponibles.

A.

{CTACCTAATCTIICCTTACTCCOCACCC TTTT T, CAAGTIAACCTCSG, . |CUATCATCATCACT OO HACCAG - ATCTAGAA
B.

b AMCCTAAT CTAGTCTTIGTTAT, ,  CATCAACGTGATTTTGTGAATAT AACTAR:  TT.TATxaTATAA CATATT, GAsCCCOATCTTUATTCe JOTTLTAACTAR

il bl X LRI SR LR R IR R R R IR R AR XAV AR LR 2R RS AR R NSt IH RS LR RRRREY IRV ISR NN LR R R Y

Figura 6. Diseiio de herramientas moleculares para SvLes1 y Shl basado en el andlisis in silico.

A. Logo para SvLesl. B. Logo para Shl.

Extraccion de ADN vegetal y amplificacion por PCR de genes candidatos en

dos poblaciones de P. coloratum

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico de 10 individuos de la poblacién SR y
9 de EM, seglin el protocolo de Kang et al., 2023. El mismo se basa en el aislamiento
inicial de nucleos celulares seguido de una extraccion mediante bromuro de

cetiltrimetilamonio (CTAB). Este enfoque combinado permiti6 maximizar tanto la
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longitud de los fragmentos como la pureza del producto final, reduciendo
simultdneamente la proporcion de genomas de organulos en la muestra. El resultado de
la extraccion se resume en la Tabla 3. Las extracciones de ADN gendmico arrojaron
rangos de concentracion que oscilaron entre 4,1 y 27 ng/ul para la poblacion SR, y entre
4,9y 39,3 ng/ul para la poblacion EM. Las cantidades fueron mas bajas que las esperadas,
en funcion de los registros de extracciones previos (Burgos et al. 2018) que rondaban los

100-300 ng/ul.

El siguiente paso fue amplificar los genes candidatos en cada poblacion. Los
ensayos de PCR permitieron validar de manera exitosa la amplificacion de los genes
candidatos en las poblaciones de P. coloratum evaluadas. Este resultado confirma que la
estrategia de gendmica comparativa y el uso de genomas de referencia de otras especies
de Panicum fueron efectivos para el disefio de herramientas moleculares aplicables a
poblaciones locales. Se obtuvieron resultados variables entre las poblaciones, mostrados
en la Tabla 3 y en la Figura 7. En la poblacién SR, se logr6 la amplificacion del gen
SvLesI en 6 de los 10 individuos evaluados, mientras que el gen Sh/ se amplificd en 4
individuos. Por su parte, en la poblacion EM, se obtuvo una amplificacién exitosa de
SvLesl en 5 de los 9 individuos y una mayor eficiencia para el gen Shl, el cual se

amplifico en 7 individuos.

A pesar de que los productos se obtuvieron en bajas concentraciones, lo que
explica la presencia de bandas tenues observadas en los geles de electroforesis (Figura 7),
la deteccion de las bandas esperadas para ambos genes demuestra la especificidad de los
cebadores disefiados. Particularmente, en el caso del gen Shl, los perfiles revelaron la
presencia de una banda adicional a la esperada. La deteccion de este fragmento de mayor
tamafo sugiere la posible amplificacion de variantes alélicas con inserciones, la presencia
de homologos estructuralmente divergentes o, incluso, la captura de regiones intronicas
no previstas en los modelos de referencia. En conjunto, estos resultados no solo validan
la metodologia de amplificacion y la utilidad de los cebadores (especificos para SvLes! 'y
degenerados para Shl), sino que permiten avanzar en la deteccion de polimorfismos y
sientan las bases para la caracterizacion molecular del caracter de retencion de semillas

en P, coloratum.

Tabla 3. Concentraciones de las extracciones de ADN de cada individuo. Amplificacion de cada

gen especifico.
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MUESTRA CONCENTRACION (ng/ul) AMPLIFICA SvLesl | AMPLIFICA Shil
SR 1 12,6 NO SI
SR 2 4,1 NO NO
SR 3 5,3 SI NO
SR 4 19.9 SI NO
SRS 3.1 NO NO
SR 6 132 SI SI
SR 7 270 SI NO
SR 8 8.4 SI NO
SR 9 103 SI SI

SR 10 123 NO SI
EM 1 6.4 NO SI
EM 2 10,9 NO NO
EM 3 336 SI SI
EM 4 49 NO SI
EM 5 0.3 SI SI
EM 6 115 SI SI
EM 7 8.1 NO NO
EM 8 393 SI SI
EM 9 352 SI SI
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Figura 7. Amplificaciones de los genes SvLes y Shl. Productos de amplificacion resueltos por
electroforesis en soporte horizontal de geles de agarosa al 0,8%. A. Muestras amplificadas del gen SvLes 1.

B. Muestras amplificadas del gen Shi.

Secuenciacion de los productos de PCR

Tras la secuenciacion en una flow cell R10.4.1, las lecturas obtenidas fueron
procesadas en tiempo real, durante 90 minutos, hasta alcanzar al menos 10000 lecturas de

moléculas tinicas por cada muestra.

Dada la tasa de error intrinseca de la tecnologia de Oxford Nanopore (ONT) para
la identificacion de variantes de un solo nucledtido, que ronda el 1%, el filtrado por

calidad resulto6 critico para garantizar la confiabilidad de los resultados moleculares (Edge
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& Bansal, 2019). Se aplicoé un umbral de calidad Q > 15 con el fin de establecer un
equilibrio 6ptimo entre la fidelidad de las bases y la profundidad de cobertura. Un filtrado
excesivamente riguroso habria reducido el volumen de datos por debajo del nivel
necesario para el analisis de haplotipos. El limite seleccionado permitié mantener un
numero de lecturas lo suficientemente robusto para lograr la reconstruccion de los cuatro
haplotipos de cada gen en las muestras, considerando el nivel de ploidia tetraploide
reportado para P. coloratum (Armando et al., 2017). Este procedimiento asegurd un

conjunto de datos limpio y preciso, minimizando los falsos positivos derivados del ruido

secuencial caracteristico de la secuenciacion de molécula tnica.

En la tabla 4 se detallan los valores de las lecturas obtenidas antes y después del

proceso de filtrado.

Tabla 4. Cantidad de lecturas para 15 muestras de ADN de P. coloratum, en cada etapa de

filtrado.
CANTIDAD DE CANTIDAD PORCENTAIJE CANTIDAD DE | CANTIDAD DE
MUESTRA LECTURAS DE LECTURAS | DE LECTURAS LECTURAS LECTURAS
SECUENCIADAS | LUEGO DEL | CONSERVADAS MAPEADAS MAPEADAS
FILTRADO LUEGO DEL PARA EL GEN PARA EL GEN
POR CALIDAD FILTRADO SvLes! Shi
EM9 54032 14916 27,60% 321 5816
EM 8 50924 21284 41,80% 971 4479
EM 6 35872 11060 30,83% 1284 1469
EM 5 40584 3540 8,72% 110 54
EM 4 127192 2684 2,11% - 462
EM 3 45392 4420 9,74% 719 31
EM 1 69224 38348 55,40% - 9799
SR 10 14632 6292 43,00% - 1545
SR 9 26624 7460 28,02% 284 1484
SR 8 13612 1668 12,25% 352 -
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SR 7 56152 8684 15,46% 2131 -
SR 6 119116 20400 17,13% 594 4335
SR 4 30872 4428 14,34% 994 -
SR 3 11884 468 3,94% 83 -
SR 1 15836 5764 36,40% - 1434

Las secuencias filtradas se alinearon contra el genoma de referencia de P
miliaceum empleando el algoritmo minimap2, indicando secuencias de ONT. Esto
permitid localizar los loci de los genes y determinar la ubicacion precisa de cada lectura

dentro de la estructura génica.

Como puede observarse en la Tabla 4, las lecturas filtradas que finalmente logran
mapear con alguno de los genes son un porcentaje bajo de las mismas. Esto puede deberse
a varios factores, entre ellos podemos destacar la presencia de ADN molde,
amplificaciones inespecificas y/o amplicones extremadamente diferentes de la secuencia

con respecto a la referencia.

Complementariamente, se realizé un analisis de identidad con las lecturas que
mapearon para identificar las posiciones que permanecen invariables respecto a la
referencia (Tabla 5). Este procedimiento permiti® mapear con precision las bases
conservadas, funcionando como un control interno de la integridad de la secuencia y
proporcionando el contexto necesario para diferenciar las zonas de alta plasticidad
mutacional de aquellas regiones del genoma que mantienen una estricta conservacion

evolutiva.

Tabla 5. Analisis comparativo del perfil mutacional y conservacion nucleotidica entre las

poblaciones EM y SR de P. coloratum para los genes Shl y SvLesl.

Gen | Poblacion Mutaciones Mutaciones Bases Bases Conservadas
Totales Compartidas Conservadas Compartidas
EM 24 36
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SvLesl SR 78 23 32 31

EM 9 141

Shi 2 63
SR 19 135

Como puede observarse en la Tabla 5, en el caso del gen SvLes!, casi todas las
mutaciones encontradas en la poblacion EM se comparten con la poblacion SR (23 de
24), esta caracteristica podria indicar un patrén de variacién especie especifica con
respecto a P. milliacuem. Adicionalmente, casi la totalidad de las bases conservadas, de
ambas poblaciones, son compartidas, lo cual refuerza el concepto anterior. La distincion

podria localizarse en las 54 mutaciones propias de la poblacion SR para el gen SvLes!.

Para el gen Shl, esta caracteristica no se repite, solo dos mutaciones son
compartidas entre poblaciones. Lo que podemos remarcar en ambos casos es que la

poblacion SR acumula mas variaciones que la poblacién EM con respecto a la referencia.
Analisis de haplotipos y ploidia

En esta fase, los datos del VCF se procesaron para cuantificar la carga mutacional
y reconstruir las variantes consenso. Estas, definidas como haplotipos, actian como un
perfil genético simplificado de cada individuo. Es preciso aclarar que estos haplotipos
(S1) no representan una secuencia gendmica continua, sino un conjunto de polimorfismos

observados en fase, es decir, todos observados en una misma molécula secuenciada.

Al analizar la abundancia de los haplotipos reconstruidos para cada gen (Figuras
8y 9), se detectaron niveles de representatividad diversos entre las distintas variantes, sin
observar una proporcion predominante que sugiera la prevalencia de un componente
genético sobre otro. Por lo tanto, se optd por considerar una organizacion gendmica
tetraploide, en concordancia con lo descrito para P. coloratum var. Makarikariense y P.
miliaceum (utilizada como referencia en este estudio). Bajo este criterio, se conservaron
los cuatro haplotipos mas abundantes para cada muestra, asumiendo que esta
configuracidon de cuatro juegos cromosomicos representa de manera mas fidedigna la
complejidad estructural de la especie y permite diferenciar la variabilidad bioldgica real

de posibles ruidos técnicos del proceso de secuenciacion.
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Figura 8. Heatmap de haplotipos SvLes1. En el eje X se encuentran las muestras que amplificaron
SvLesl y en el eje Y se enumeran los haplotipos encontrados para el mismo gen. En naranja se observan
los 4 haplotipos mas abundantes definidos para cada muestra en la poblacion EM y en verde los definidos

para la poblacion SR.
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Figura 9. Heatmap para haplotipos Shl. En el eje X se encuentran las muestras que amplificaron
para Shl y en el eje Y se enumeran los haplotipos encontrados para el mismo gen. En naranja se observan
los 4 haplotipos mas abundantes definidos para cada muestra en la poblacion EM y en verde los definidos

para la poblacion SR.

El analisis de los datos permitid identificar un total de 15 haplotipos para el gen
SvLesl y 16 haplotipos para el gen Sh/. En cuanto a su distribucion, se observaron

patrones que permiten diferenciar a ambas poblaciones.

Para SvLes! (Figura 8) el haplotipo 6 se encontr6 en casi todos los individuos de
la poblacién EM y esta ausente en todos los individuos de la poblacion SR. Los haplotipos
1,4,5, 6,8y 10 se encontraron unicamente en individuos de la poblacion EM, aunque en

menor proporcion que el haplotipo 6.

Por el contrario, el haplotipo 3 resultd ser el mas frecuente y exclusivo de la
poblacién SR. Los haplotipos 7, 12, 13, 14 y 15 también resultaron exclusivos de la

poblacion SR, aunque con menor prevalencia poblacional.
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En el caso de Sh/ (Figura 9), los haplotipos 1, 3 y 7 se encontraron en la mayoria
de los individuos EM. Los haplotipos 2, 4 y 9 también son unicos de la poblacion EM,

pero estan presentes en menos individuos.

En el caso de la poblacion SR se caracteriz6 por la presencia del haplotipo 16 en
2 de las 4 muestras, mientras que el 13,14 y 15 s6lo se observo en uno de los 4 individuos

que amplificaron Shl.
Comparacion entre poblaciones y visualizacion de resultados

Para comprender las diferencias genéticas entre las poblaciones estudiadas, se
analiz¢ la variabilidad de las secuencias mediante un flujo de trabajo computacional. Este
proceso permitié identificar las discrepancias entre los individuos y la secuencia de
referencia, clasificandolas segin su naturaleza: polimorfismos de nucledtido unico

(SNP), inserciones (Ins) y deleciones (Del).

En la Figura 10A se observa la distribucion de las mutaciones a lo largo de la
secuencia génica del gen SvLes!/. En la parte superior de la grafica (naranja) se agrupan
las frecuencias de mutaciones de la poblacion EM con respecto a la referencia, el gen
identificado en P. milluaceum. La parte inferior de la grafica (verde) agrupa las
frecuencias de mutaciones de la poblaciéon SR con respecto a la misma referencia. El
analisis revela un patrén distintivo: mientras que la regidn promotora muestra una carga
mutacional similar en ambas poblaciones, existen diferencias marcadas en los exones.
Por ejemplo, la poblacién SR presenta una mayor proporcion de SNPs en el Exon 1

(75.5%) en comparacion con la poblacion EM (56.1%).

Con el objetivo de determinar si las mutaciones identificadas inducen cambios en
la estructura primaria de las proteinas, y, por tanto, si son potencialmente deletéreas o
sindénimas, se realizo la traduccion de las secuencias exonicas de SvLes!. Este analisis
permite discriminar entre variaciones neutras y aquellas que modifican la composicion
aminoacidica, ofreciendo una perspectiva mas precisa sobre el impacto biologico de la

variabilidad alélica.

Los resultados (Figura 10B) indican que, las mutaciones se localizan
predominantemente en el exon 1, siendo los SNPs las variantes mas abundantes, con un
57,3% para EM y un 56,1% para SR en el exon 1y, un 56,4% para el primero y 59,5% para

el segundo en el exon 2, seguidos en frecuencia por las deleciones (S2). La distribucion

40



porcentual muestra una estabilidad notable en el tipo de mutaciones entre las poblaciones
EM y SR, sugiriendo que, a pesar de la divergencia genética, existe una presion selectiva

conservadora sobre las regiones codificantes para mantener la funcionalidad proteica.

Para el gen Sh1, la Figura 11 muestra la distribucion de las mutaciones a lo largo
de la secuencia génica. En la parte superior de la grafica (naranja) se agrupan las
frecuencias de mutaciones de la poblacion EM con respecto a la referencia. La parte
inferior de la grafica (verde) agrupa las frecuencias de mutaciones de la poblacién SR con

respecto a la misma referencia.

En este caso es posible ver una gran delecion con respecto a la referencia
conservada en todos los individuos de ambas poblaciones, aproximadamente a los 1500
pb, que se extiende hasta los 2000 pb. Esta discrepancia respecto a la referencia es
apoyada por la doble banda observada en los geles (Figura 7). Esto puede indicar una
variacion especie especifica propia de P. coloratum. Tal observacion resulta consistente
con las divergencias detectadas al comparar las secuencias homoélogas de P. miliaceum,
P, virgatum y P. hallii. Como se muestra en los alineamientos, la identidad nucleotidica
parcial entre estas especies y respecto a su referencia en S. bicolor, obligd el diseno de
cebadores degenerados (Figura 5) para asegurar una amplificacion efectiva. De este
modo, la Figura 11 permite visualizar claramente esta divergencia, evidenciando que la
delecion identificada constituye un rasgo distintivo de P. coloratum frente a las secuencias

de referencia utilizadas.

Pese a que se identificaron secuencias nucleotidicas con variaciones conservadas
que definimos como haplotipos, la determinacion de intrones y exones del gen Sh1 no fue
posible con los datos actualmente disponibles. Esta es la razon por la cual no se realizo la

traduccidn a la secuencia aminoacidica.

La gran delecion identificada y la imposibilidad de determinar la secuencia
codificante sugiere que es necesario realizar modelos mas avanzados que permitan llegar
a consensos de estas variantes génicas sin la utilizacion de referencias. No obstante, dada
su estructura y ubicacion, no se descarta que estas secuencias puedan desempefiar roles
regulatorios, actuando potencialmente como factores de transcripcion, como los del tipo

YABBY.
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Figura 10. Andlisis de variabilidad en el gen SvLesl. A. Distribucion de variantes a nivel
nucleotidico en toda la estructura génica (promotor, intrones y exones) para las poblaciones EM (superior
vy en naranja) y SR (inferior y verde). B. Caracterizacion de las mutaciones a nivel aminoacidico.
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Figura 11. Analisis de variabilidad en el gen Sh1. Distribucion de variantes a nivel nucleotidico
a lo largo de la estructura génica en las poblaciones EM (superior y naranja) y SR (inferior y verde).
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CONCLUSIONES

La validacion exitosa de la amplificacion de los genes Svles! y Shl en las
poblaciones locales de P. coloratum constituye un hito para la mejora genética de la
especie. Este estudio representa el primer reporte de las secuencias de los genes
mencionados en la especie, realizando una contribucién fundamental a la anotacioén
génica de un cultivo que, hasta el momento, carecia de este nivel de caracterizacion
molecular. La obtencion de las bandas esperadas ratifica que la estrategia utilizada fue
exitosa y que las herramientas disefiadas son aptas para el estudio de poblaciones con

variabilidad fenotipica en la retencion de semillas.

Mas alla de la validacion, el hallazgo de una banda adicional en el locus Sk revela
una complejidad estructural inédita, sugiriendo la presencia de polimorfismos o
reordenamientos que no habian sido documentados en otras especies del género. Por lo
tanto, este trabajo transforma el conocimiento tedrico sobre la dehiscencia en gramineas
en una herramienta aplicada, sentando las bases definitivas para estabilizar la produccion

de semillas en P. coloratum.

Si bien existe una elevada variabilidad dentro de cada individuo, lo cual es
esperable debido al nivel de ploidia tetraploide (4x) y su sistema de reproduccion
predominantemente alégamo, se han logrado identificar haplotipos especificos que

podrian ser representativos de cada poblacion contrastante.

Como resultado del presente trabajo se establecieron herramientas que permitiran
consolidar estudios de asociacion entre las variantes alélicas y diversos fenotipos con
respecto a la dehiscencia en grandes poblaciones, proporcionando una base solida para

futuros estudios de mejoramiento genético.
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SUPLEMENTARIOS

1. HAPLOTIPOS

Lista de las posiciones donde se hallaron mutaciones del gen SvLes1 con respecto

a la referencia:

64, 73, 92, 106, 150, 165, 170, 175, 177, 179, 194, 199, 201, 225, 229, 248, 275,
296, 346, 350, 369, 370, 395, 474, 475, 481, 500, 527, 547, 553, 559, 763, 778, 818, 972,
976,984, 1132, 1146, 1152, 1211, 1247, 1298, 1337, 1340, 1341, 1383, 1390, 1437, 1540,
1563, 1567, 1600, 1601, 1602, 1630, 1631, 1632, 1658, 1682, 1715, 1837, 1841, 1842,
1853, 1866, 1867, 1883, 1886, 1925, 1952, 1967, 1970, 2016, 2101, 2166, 2172, 2296,
2305.

Haplotipos para el gen SvLes1 que responden a las posiciones de las mutaciones

halladas:

1. C,A,GCA,C,G,C,C,G,A,T,CA,GA,GATTA,CTAAGA,-,-
A T,G,T,GC,A,C,T,T,C,T,G,G,G,A,T,G,G,AA,G,C,G,T,C,.T,G,C,A,C,A,T,G,G,C, T,C,ACAC,G,C,C,C,TAAC,G,C,G,
G,G,G,G,T.G

2. T,G,A, T A,T,T.A,G,C,T.TA,G,A,T,G,C,G,G,C,C,C,T.T,G,T,G,G,T,T,C,G,A,T,C,G,G,A,C,C,G,C,C,T,C,G.T,
T,C,G,T,C,A,T,G,T.G,A,T,C,T,C,A,G, A, T,AT,C,C,G,C,A,C,A, T, A, A

3. T,G,A, T AT, T A,G,C,T.TA,G,AT,G,C,G,G,C,C,CT.T,G,T,G,G,TTC,GA,TC,G,CAG,A,CC,G,C,CTC,
G,I,T.C,G,T,C,A,TG,T,G,ATCTCA,GATATCC,G,CACATAA

4. C,A,AGCAGG,C,G,C,C,G,A,T.C,A,G,A,G,A,T,TA,- T,A,A,G,A,-,-
A, TG, T,CCGG,A,C,T.T,C,T,G,G,G,A,T.G,G,A,-
,G,C,G,T.C,T,G,C,A,C,A,TG,GCT.CA,G,C,.C,CTG,.CG,G,GGGTG

5. »»CCGATCAGAGATTA,-TAAGA,.--ATGTCCGGACTTCTGGGATGGA,-
,G,C,G,T.C,T,G,C,A,C,AT,G,G,CT,CA,G,C,C,C,TG,CG,G,G,GGTG

6. C,GA,TATTAGCTTAGATG,CG,G,.CCCTTG,TG,GTTCGATCGGACCG.CCTCG,T
,I,C,G,T.C,I,T,G,T,G,A,T,C,T,C,A,G,A,T/A,T.C,C,G,C,A,C,A,T, A A

7. C,A,GCA,C,G,C,C,G,AT,C,A,GA,GATTA,CTAA,GAAGATGTGCA,GCTCTG,G,GA,TG,
G,AA,G,C,G,T.C,T.G,C,A,C,A,T,G,G,C,T.C,ACAC,G,C,C,C,TAAC,G,C,G,G,G,G,G.T,.G

8. C,G,A,TA,T,TA,G,C,T,T,A,G,A,T,G,C,G,G,C,C,CTTG,TG,G,TTCG,A,TCG,CAG,A,CCG,CCTC,
G,T,T,.C,G,T,C,T,T,G,T,G,A,T,C,T,C,A,G,A,T,A,T.C,C,G,C,A,C,A,T,A,A

9. T,G,A, T A, T,T,A,G,C,T.TA,G,A,T,G,C,G,G,C,C,C,T.T,G,T,G,G,T.T,C,G,A,T,C,G,G,A,C,C,G,C,C,T,C,G.T,
T,C,G,T,C,A,T.G,T.G,A,T.C,T,C,C,AC,G,C,C,C,C,C,C,G,G,C,A,T A, A
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10. T,G,A,TATTA,G,CTTA,GATGCGGCCCTTGTG,GTT.CGA,TCG,CAGA,CCG,CCTC,
G,T,T.C,GTCATG,TG,ATCTC,CGCAG,C,CC,C,.C,CG,GCATAA

11. C,A,GCAC,G,C,C,GATCA,GA,GATTA,CTAAGAAGATGCTGCA,G,CTCTG,GGATG
,G,A,A,G,C,G,T,C,T,G,C,A,C,A,T,G,G,C,T,CLACAC,G,C,C,C,TAAC,G,C,G,G,G,G,G,T,G

12. C,A,AGCAGG,C,G,C,C,G,A,T,C,A,G,A,G,A,T.,TA,-
,LAAGAAGATGTGAGCTCTGGGATGGA,-
,G,C,G,T,C,T,G,C,A,CA,TG,GCT,CA,G,C,CCTG,CG,GGGGTG

13. C,A, AGCAGG,C,G,C,C,G,AT,C,A,G,A,GATTA,-
,LLA,A,G,AA,G,A,T,G,C,CCGG,A,G,C,T.C,T,G,G,G,A, T,G,G,A,-
,G.C,G,T.C,T,G,C,A,C,AT,G,G,C,T,C,A,G,C,C,C,T,G,C,G,G,G,G,G,T,G

14. C,A,GCA,C,G,C,C,G,A,T,C,A,G,A,G,ATTA,CTAAG,A,-,-
,AT,G,T,GCA,C,C,T,C,T.G,G,G,A,T,G,GATTTC,A,G,C,G,T,C,T,G,C,A,C,ATG,G,CTCA,G,TC,CTAACG,C,G
,G,G,G,G,T,.G

15. C,A,AGCAGG,C,G,C,C,G,A,T.C,A,G,A,G,A,T,TA,- T,A,A,G,A,-,-
A, T,G,T,CCGG,A,C,C,T,C,T,G,G,G,A,T,G,G,A,A,G,C,G.T,C,T.G,C,A,C,A,T.G,G,C,T,C,A,G,T,C,C,T,G,C,G,G,G.G,
G, TG

Lista de las posiciones donde se hallaron mutaciones del gen Sh1 con respecto a

la referencia:
2251, 3094, 3104, 3335, 4101, 4886, 5116, 5163, 5560.

Haplotipos para el gen Shl que responden a las posiciones de las mutaciones

halladas:

1. A, TA,G,A,C, - T,A 9. A T,C,G,G,TT,G,
2. G, T,A,GAC-T,G 10. ATGCAGTTG,T
3. A, T,A,G,A,C,-,T, 1. ATAATT-TA
4, G,CTT,T,A,T,T,T,T,G 12. ATAATT-TG
5. G, T,AATT-TA 13. ATAATTTTG
6. G,T,A,GA,C,--TTA 14 GCTGTTTG,A
7. A T,C,G,GTTGT 15. G,T,CATTT,G,

8. T,T,C,G,GTT,GT 16. GTCATTTG,T
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2. FRECUENCIAS DE POLIMORFISMOS (%) A NIVEL ADN
Y AA

Tabla de frecuencias relativas (%) de polimorfismos (SNP, deleciones e
inserciones) identificados en las secuencias nucleotidicas (ADN) de los genes candidatos

SvLesl y Shl y aminoacidicas (AA) para SvLes!, para las poblaciones EM y SR de P,

coloratum.
Gen | Regién Tipo ADN (EM %) | ADN (SR %) AA (EM %) AA (SR %)
Exon 1 SNP 56.1 75.5 57.3 56.1
Ex6n 1 Del 39.6 17.3 31.3 34.3
Ex6n 1 Ins 4.3 7.2 11.4 9.6
Exon 2 SNP 96.6 94.0 56.4 59.5
SvLesT | gyon2 Del - - 37.7 33.6
Ex6n 2 Ins 34 6.0 5.9 6.9
Exon 1 SNP 7.1 5.2 - -
Shl Exén 1 Del 92.5 94.4 - -
Exon 1 Ins 0.4 0.4 - -
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