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Resumen

RESUMEN

Paspalum pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribu
Paspaleae, subtribu Paspalinae. Comprende aproximadamente 400 especies
casi exclusivamente de origen americano. Este género presenta una gran
diversidad que le permite adaptarse a diferentes ambientes y posee diversas
estrategias reproductivas (clonacion, apomixis y sexualidad). Una gran
proporcion de las especies constituyen complejos agamicos donde el mismo
taxdn contiene citotipos diploides (2x) sexuales y poliploides apomicticos; los
poliploides generalmente son tetraploides (4x). El grupo subgenérico Plicatula
contiene unas 30 especies, todas integrantes importantes de las pasturas
naturales sudamericanas. Para varias de ellas solo se conocen razas 4x
apomicticas (4xA) y por lo tanto el mejoramiento genético esta
extremadamente restringido, ya que no existen en poblaciones naturales
plantas 4x sexuales (4xS) que puedan usarse de madres en cruzamientos con
4xA. De acuerdo a estudios previos, es posible que los citotipos 4xA de todas
estas especies sean autotetraploides, y mas aun, es posible que exista un buen
grado de homologia entre los juegos cromosdmicos basicos de todas ellas. A
partir de semillas de un 2x de P. plicatulum ya se ha conseguido duplicar con
colchicina su dotacion cromosomica para producir dos genotipos 4xS (4PT vy
7PT). El objetivo planteado en esta tesis fue crear familias hibridas usando de
madre a estas plantas 4PT y 7PT y como padres a varias especies 4xA del
grupo Plicatula. El objetivo final fue formar una poblacién de hibridos en la cual
contener la mayor cantidad de combinaciones génicas posibles que provengan
de los padres apomicticos, pero no los factores que determinan la reproduccion
apomictica; es decir, una poblacién sintética de reproduccién sexual. Esta
poblacion debia surgir de policruzamientos entre hibridos de reproduccion
sexual pertenecientes a la mayor cantidad posible de familias hibridas. Para
eso se realizaron 21 cruzamientos (18 interespecificos y 3 intraespecificos), de
los cuales fueron efectivos 15, dando lugar a 238 individuos. La obtencion de
estos hibridos fue progresiva durante casi todos los afos que durd la
realizacion de la tesis, aunque algunos ya habian sido logrados con
anterioridad, varios se lograron en los dos primeros afos, y el resto en los afios

subsiguientes. El desarrollo cronolégico, y logico, del desarrollo para llegar al
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objetivo final debia ser: cruzamientos, siembra de semillas logradas y obtencion
de hibridos, corroborar que las plantas logradas eran hibridos, clasificar los
hibridos por sistema reproductivo (sexual o apomictico), comprobar si eran
fértiles (si producian semillas), grado de auto-fecundacion (autogamia) o
fecundacion abierta (alogamia), seleccionar por produccion de semillas y por
vigor (visual) los mejores hibridos sexuales F4; clonar por division de matas a
los hibridos selectos y formar la poblacion de policruzamiento, aislar la
poblacion de posible polen extraio, controlar el policruzamiento y cosechar
semillas y con esas semillas formar la poblacion sexual sintética.
Paralelamente, estudiar el apareamiento cromosdmico de las especies 4xA que
actuaron como padres y de sus respectivos hibridos. La madre 4PT es
totalmente autoincompatible y 7PT lo es en gran medida. Por lo tanto, en los
cruzamientos 4PT se polinizé sin castrar y 7PT fue castrada en camara con
niebla artificial antes de ser polinizada. No obstante, se tomaron 95
descendientes representativos de las 12 familias para estimar si realmente los
238 individuos surgieron de hibridaciones. Por medio de marcadores
moleculares RAPDs especificos de los parentales masculinos en la
descendencia se confirmé el origen hibrido de todos los 95 individuos
analizados y se consideré que todos los descendientes se produjeron por
hibridacion. Ademas, esto se vio sustentado por el hecho de que todos ellos
mostraron caracteristicas fenotipicas semejantes a sus parentales masculinos,
o intermedias entre ambos padres. Por citometria de flujo se determiné el modo
reproductivo, en donde se analizaron 14 familias, en 11 se pudo determinar que
hubo segregacién para el modo reproductivo, observandose individuos
sexuales y apomicticos (apomicticos obligados o facultativos). En los tres
casos restantes no se pudo determinar si existia segregacion, pero en estos
casos el numero de hibridos analizado fue pequefio. Mediante el analisis de las
asociaciones cromosomicas en diacinesis y metafase | se pudo ver que P.
chaseanum y P. oteroi, son de origen autotetraploide mientras que P. nicorae
seria probablemente una especie alotetraploide segmentaria con dos genomas
parcialmente homologos. Estas afirmaciones se ven apoyadas por el
apareamiento de los cromosomas en sus respectivos hibridos interespecificos
con la planta autotetraploide de P. plicatulum. Ademas, los resultados sugieren

que P. chaseanum comparte en gran medida el mismo genoma basico del
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autotetraploide inducido 4PT de P. plicatulum, mientras que la homologia del
genoma de 4PT con el genoma aportado por el también autotetraploide P.
oteroi debe ser parcial porque en general buena parte de los cromosomas de
los hibridos forman bivalentes. Algo parecido sucede con P. nicorae, donde
debe existir algun grado de homologia entre los genomas parcialmente
homologos que aporta esta especie y el genoma de 4PT cuando se forman los
hibridos. En general las asociaciones cromosémicas observadas en las
progenies 4PT x P. oteroi y 4PT x P. nicorae fueron regulares considerando el
alto porcentaje de cromosomas asociados como bivalentes y un buen grado de
regularidad en la distribucién de los cromosomas en anafase |. Esto explicaria
la buena fertilidad manifestada en la mayoria de los hibridos. Por otro lado las
asociaciones cromosdmicas en la meiosis de Hojs388, un tetraploide silvestre
apomictico de P. plicatulum, sugieren primariamente que el mismo tiene un
origen alotetraploide. Sin embargo, en sus hibridos intraespecificos obtenidos
con 4PT P. plicatulum, las asociaciones sugieren que debe haber un grado
bastante importante de homeologia entre los dos genomas que aporta Hojs388.
Es decir, este tetraploide silvestre de P. plicatulum se pudo haber originado por
hibridacion entre especies con genomas parcialmente homodlogos. Y
posteriormente debe haber habido un proceso de diploidizacion. Considerando
que el objetivo final fue formar una poblacion sintética de reproduccion sexual,
esta se formé a partir de una poblacion de policruzamiento, la que estuvo
formada por 50 hibridos F1 sexuales, correspondientes a 9 familias hibridas.
Los hibridos seleccionados por vigor y fertilidad fueron replicados ampliando a
132 individuos que fueron transplantados a campo. Se realiz6é simultdneamente
la cosecha de todas las plantas de la parcela obteniéndose aproximadamente
50 gramos de semillas provenientes de la poblaciéon de policruzamiento, una
proporcion de éstas fue sembrada obteniéndose 540 plantas que constituyeron
la poblacion sintética tetraploide sexual. La cual, se caracteriza por una amplia
variabilidad fenotipica y se supone que tiene una amplia variabilidad genética
heredada de seis especies silvestres apomicticas (P. chaseanum, P.
guenoaraum, P. lenticulare, P. nicorae, P. oteroi y P. plicatulum). Esta
poblacion constituye la base para el programa de mejoramiento genético
recientemente iniciado en la FCA-UNNE, la cual incluye especies del grupo

Plicatula.
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I. INTRODUCCION

1. El género Paspalum

El género Paspalum pertenece a la familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae, y tradicionalmente se consideré que pertenecia a la tribu
Paniceae. Sin embargo, Morrone et al. (2012) basados en estudios
filogenéticos recientes proponen que Paspalum pertenece a una nueva tribu
llamada Paspaleae, subtribu Paspalinae, la que consta de unas 310 especies.
Segun Chase (1929), el género comprende aproximadamente 400 especies
casi exclusivamente de origen americano, distribuidas principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales a templadas de las Américas, con unas
pocas especies que habitan en el viejo mundo (Clayton & Renvoize, 1986;
Watson & Dallwitz, 1992). ElI género presenta su mayor diversidad en
Sudamérica y es particularmente abundante en Brasil. Se lo puede encontrar
desde las montafas andinas hasta las arenas costeras del Atlantico y del
Pacifico; también se encuentran desde las zonas tropicales hasta el norte de
Estados Unidos o la regién norte de la Patagonia en el sur de la Argentina.
Ciertas especies habitan la puna en la cordillera andina, otras en el interior de
las selvas subtropicales o tropicales, los pantanos de las cuencas de los
grandes rios sudamericanos, terrenos bajos y salobres o sabanas con el mas
variado tipo de suelo o régimen hidrico (Quarin & Norrmann, 1987). La
diversidad que presenta para adaptarse a diferentes ambientes esta sustentada
en la variedad de estrategias reproductivas observada en las diferentes
especies del género (Quarin, 1992), la cual ha tenido una gran influencia en la
evolucion del género (Bashaw et al., 1970).

En relacibn al numero cromosémico, la mayoria de las especies
presentan un numero basico de cromosomas de x=10 (Quarin, 1992). Sin
embargo, hay casos excepcionales de especies que presentan x=6 (Quarin,
1974) y x=9 (Davidse & Pohl, 1974). Considerando el amplio registro de
recuentos cromosomicos ya existentes, y que el juego basico de x=10 es casi
universal, las especies se pueden agrupar en taxones que son diploides
(2n=2x=20), en poliploides de distintos niveles (mayoritariamente tetraploides,
2n=4x=40), pero también en taxones multiploides donde para una misma

especie existen mas de un nivel de ploidia (Quarin, 1992; Ortiz et al., 2013).
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Por eso la poliploidia en este género es una caracteristica no solo importante
sino también muy particular ya que existe diversidad intraespecifica de niveles
de ploidia. Una gran proporcidon de especies pueden considerarse multiploides
puesto que el mismo taxdn contiene citotipos de varios niveles de ploidia,
generalmente desde diploides (2x) de reproduccion sexual a poliploides
apomicticos. A medida que se realizan estudios citolégicos, mayor resulta ser
la proporcidn de especies multiploides, porque aparecen nuevas colecciones
con numeros cromosoémicos diferentes a los ya reportados para las mismas
especies. Usualmente, estos multiploides tienen un citotipo 2x y otro tetraploide
(4x), pero también triploides (3x) (plantas ocasionales), y aun mayores (Quarin,
1992; Ortiz et al., 2013). En algunas especies multiploides no se han detectado
individuos diploides y solo se conocen poliploides intraespecificos, incluso con
niveles muy altos como en P. floridanum Michx. con registros de 120 y 160
cromosomas (Burton, 1940; Brown, 1950).

Dentro del género Paspalum se llevaron a cabo varios estudios para tratar
de discernir los procesos que dieron origen a los poliploides (Quarin & Hanna,
1980; Quarin & Norrmann, 1987; Quarin et al., 1984; 1989; 1996; 2001).
Aunque no son frecuentes, dentro del género se encontraron especies
alopoliploides de reproduccion apomictica tales como el citotipo pentaploide de:
P. dilatatum Poir. (Bashaw & Holt, 1958; Bashaw & Forbes, 1958), o la especie
tetraploide P. pauciciliatum (Parodi) Herter (Smith, 1948 =P. dilatatum var.
pauciciliatum Parodi). Sin embargo, algunos autores se basaron en trabajos
citogenéticos para considerar que la mayoria de los 4x apomicticos de
Paspalum podrian ser de origen autoploide (Forbes & Burton, 1961; Norrmann
et al.,, 1989; Quarin, 1992; Quarin et al., 1998). La autopoliploidia fue
confirmada en Paspalum simplex Morong. (Pupilli et al., 1997), y en P. notatum
Fluggé (Stein et al., 2004) en base a la herencia tetrasémica de marcadores
moleculares. Dentro del género, muchas de las especies apomicticas son parte
de complejos poliploides cuyos citotipos diploides son de reproduccién sexual,
albgamos por autoincompatibilidad y presentan asociaciones cromosémicas
bivalentes. Sin embargo, en los poliploides coespecificos (la gran mayoria
tetraploides) son de reproduccion apomictica, seudégamas y generalmente

forman asociaciones multivalentes (mayormente cuadrivalentes) en la meiosis.
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La constitucion genética de los gametos producidos por un autopoliploide
va a depender de la presencia de multivalentes en la meiosis y de la posterior
segregacion en anafase |, de manera que las segregaciones fenotipicas y
genotipicas seran diferentes a las conocidas segregaciones mendelianas de los
organismos diploides; este comportamiento genético que es comun en los
autoploides se conoce como herencia polisomica, y como herencia tetrasémica
para los autotetraploide (Lacadena, 1988).

En los alopoliploides, las asociaciones de los cromosomas en la meiosis
dependen de la ausencia o del grado de homologia que presenten los genomas
de las especies que dieron origen al alopoliploide. Durante la meiosis se
formaran bivalentes en los cromosomas homodlogos, dando lugar a una
segregacion genética igual a la de los diploides, lo que se conoce como
herencia disomica (Lacadena, 1988). Sin embargo; la segregacion de los
cromosomas en los autotetraploide depende del numero y posicién de los
entrecruzamientos que ocurran en los multivalentes, de la distancia del locus
considerado y el centromero, del tipo de coorientacién, etc. (Lacadena, 1988).
En las especies autopoliploides inducidas ocurre un cambio gradual que lleva
de la formacién de sinapsis de tipo multivalente a una de tipo bivalente (Gilles &
Randolph, 1951). Estos autores en base a sus estudios en maiz,
autotetraploide, observaron los apareamientos cromosémicos durante 10 afios
y concluyeron que las asociaciones cromosomicas multivalentes, caracteristica
de la mayoria de los autopoliploides de origen reciente no necesariamente
persisten indefinidamente en las generaciones siguientes. En los
autopoliploides, tanto naturales como inducidos, hay una tendencia de adquirir
gradual o rapidamente las caracteristicas citolégicas de un diploide
(Swaminathan & Sulbha, 1959). Si esto ocurre, existe la posibilidad de que
muchos poliploides naturales que muestran regularmente configuraciones
bivalentes se hayan originado como autopoliploides. Actualmente, se sabe que
esta variacion en la formacion de configuraciones multivalentes se atribuye a la
influencia de procesos de diploidizacion o al control genético del apareamiento
cromosémico. A pesar de su importancia, poco se sabe acerca de los
mecanismos de diploidizacién en autopoliploides; excepto por el reciente
estudio de Hollister et al. (2012).
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El gran numero de especies que lo componen, la amplia distribucion
geografica que presentan y las caracteristicas en cuanto a calidad de forraje,
hacen que el género sea uno de los mas importantes y promisorios para el
desarrollo de cultivares forrajeros adaptados a las regiones calidas y templadas
de América, siendo particularmente abundantes en Brasil, este de Bolivia,
Paraguay y nordeste de Argentina (Burton, 1974). Sin embargo, sélo unas
pocas especies han sido llevadas a cultivo, mediante seleccion de biotipos
superiores tomados directamente de la naturaleza. Se cuenta con cultivares de
P. guenoarum Arechav. en Paraguay, P. plicatulum Michx. en Australia, P.
notatum en Estados Unidos de Norteamérica (USA) y de P. atratum Swallen en
Brasil, USA, Argentina y Tailandia. Paspalum notatum y P. dilatatum Poir son
econdmicamente las especies mas importantes empleadas como forrajeras,
principalmente en el Sur de USA (Acufia et al.,, 2009). ElI género también
incluye taxones empleados en la alimentacion humana u otros usos populares.
Como ejemplo se puede mencionar a P. scrobiculatum L. “Kodo Millet”, una
especie que desde la antigiedad fue domesticada y ampliamente cultivada
como cereal en la India, donde también se cosechan sus granos de plantas
silvestres al igual que en Africa occidental (de Wet et al., 1983). Hay especies
de uso ornamental, mientras que P. rufum Nees es una especie cuyas hojas se
utilizan para hacer esteras en la fabricaciéon de sillas u otros muebles
artesanales.

Teniendo en cuenta el elevado numero y a la amplia variabilidad de las
especies que lo componen, el género ha sido dividido en subgéneros y varios
grupos informales en base a caracteres morfoldgicos, principalmente de las
inflorescencias y de las espiguillas (Zuloaga & Morrone, 2005). Las
caracteristicas sobresalientes de los grupos taxonémicos correspondientes a

Sudamérica fueron publicadas por Zuloaga & Morrone (2005).

2. Sistemas reproductivos

Las angiospermas presentan una gran variabilidad de estructuras y
procesos reproductivos. La mayoria se reproduce por procesos sexuales
generando gametos a través de la meiosis, los cuales se fusionan para dar
lugar al desarrollo del embrion y del endospermo mediante un sistema

denominado doble fecundacién. Sin embargo, la reproducciéon sexual no es la
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unica via reproductiva que poseen las angiospermas ya que algunas han
evolucionado hacia una forma alternativa como es la apomixis (Tucker &
Koltunow, 2009).

2.1. Reproduccion sexual

La variacion genética esta asociada a la reproduccion sexual, pero esta
también implica gasto de tiempo y energia (Asker & Jerling, 1992). La
recombinacion genética es una de las principales caracteristicas de la
reproduccién sexual. Este tipo de reproduccion en las Angiospermas involucra
la alternancia de una generacion esporofitica (2n) y una generacién
gametofitica (n). La planta es la generacién esporofitica (2n) y en sus
estructuras reproductivas especializadas, las flores, ocurre la esporogénesis
cuyo proceso principal es la meiosis que aporta recombinacién genética y
reduccion del numero cromosomico, dando lugar al desarrollo de las
megasporas (femeninas) y microsporas (masculinas) haploides (n). La
alternancia de generaciones es una caracteristica con importantes implicancias
en la formacién de los gametos y en la embriogénesis (Walbot, 1996). Estas
esporas, mediante divisiones mitéticas, desarrollan el megagametofito (saco
embrionario) y el microgametofito (grano de polen), estructuras que contienen a
la ovocélula (gameto femenino) y a las células espermaticas (gametos
masculinos), respectivamente. Los detalles de la formacion de esporas
(esporogénesis) y la formacién de gametos (gametogénesis), tanto en la parte
femenina como en la masculina, son los siguientes:

Las megasporas se generan como resultado de un proceso llamado
megasporogenesis, el cual se lleva a cabo en una célula especializada del
ovulo, la célula madre de las megaspora (CMM), en la cual ocurre la division
meiodtica que genera cuatro células hijas haploides (megasporas). En general,
tres de estas degeneran y la restante es la megaspora funcional. A partir de
esta megaspora, mediante tres divisiones mitéticas sucesivas, la
megagametogénesis da origen a un saco embrionario o megagametofito que
contiene al gameto femenino. En la mayoria de las angiospermas el saco
embrionario esta constituido por siete células y ocho nucleos: una ovocélula u
oosfera que es el gameto femenino, dos sinérgidas, una célula central

binucleada, y tres antipodas hacia la chalaza. A esta clase de saco embrionario
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también se lo llama monosporico o de tipo “Polygonum” por originarse de una
sola megaspora y por haber sido descrito primeramente por Strasburger para la
dicotiledénea Polygonum divaricatum L. (Maheshwari, 1950). Este tipo de saco
embrionario esta presente en mas del 70% de las angiospermas y ocurre de
manera exclusiva en el 53% de las familias estudiadas (Carman, 1997). Sin
embargo, se han reportado otros tipos de sacos embrionarios, caracterizados
por estar compuestos de un numero mayor o menor de células, y con niveles
de ploidia aberrante en alguno de sus nucleos. Las diferencias en el numero de
células pueden ser el resultado de la pérdida de una o ambas sinérgidas, o de
una reduccion o aumento en el numero de antipodas (Maheshwari, 1950).

La microsporogénesis ocurre en células especializadas, los
microsporocitos o células madre de las micrésporas que se encuentran en los
microsporangios, y estos en las anteras. La division meidtica de cada
microsporocito origina 4 microsporas haploides. A continuacion el proceso de
microgametogénesis, que incluye divisiones mitéticas, da lugar a los granos de
polen o microgametofitos. La primera mitosis origina, dentro del grano de polen,
una célula vegetativa y otra generativa. La célula vegetativa dirige el desarrollo
del tubo polinico a través del pistilo, durante el proceso de polinizacion-
fecundacion. La célula generativa, se divide por mitosis una vez mas para dar
origen a dos gametos masculinos, los cuales llevan a cabo la doble
fecundacion que es caracteristica de la mayoria de las angiospermas
(Maheshwari, 1950).

La doble fecundacion se produce cuando el microgametofito deposita dos
gametos masculinos haploides dentro del megagametofito a través del tubo
polinico que penetra el 6vulo. Un gameto (n) fecunda a la ovocélula (n) y
forman el zigoto (n+n=2n) a partir del cual se desarrolla el embrion; el otro
gameto del tubo polinico (n) fecunda a la célula central binucleada (n+n) y
originan el endospermo [(n+n)+n=3n]. La union de un gameto femenino con
uno masculino para formar el zigoto, nuevamente implica recombinacion génica

en el origen de un nuevo individuo.

2.2. Reproduccién apomictica

La apomixis es un sistema de reproduccion asexual por medio de semillas

que genera progenies cuyos individuos son genéticamente idénticos a la planta
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madre (Nogler, 1984). El término apomixis deriva del griego “apo” que significa
falta o ausencia y “mixis” que significa union o mezcla. Por lo tanto, apomixis
hace referencia a la falta de union de los gametos femeninos y masculinos
caracteristica de la reproduccién sexual. Este sistema de reproducciéon fue
descripto por primera vez en 1841 en la planta australiana Alchornea ilicifolia
(Js. Sm.) Mull. Arg. por J. Smith cuando un ejemplar femenino de esta especie
dioica, llevado desde Asia a los Kew Gardens de Richmond cerca de Londres,
que se encontraba creciendo en forma aislada, florecié y produjo semillas en
abundancia. Este hecho puso a la apomixis en evidencia y permitié el estudio
de este tipo particular de reproduccion (Savidan, 2000). Rosenberg (1908) fue
quien, a través de estudios citolégicos en Hieracium L., observdo que la
apomixis ocurre en angiospermas.

Involuntariamente los primeros experimentos con plantas apomicticas
fueron realizados por Gregor Mendel, quien estudié las cruzas entre especies
del género Hieracium con el fin de confirmar los resultados obtenidos en sus
trabajos de herencia en la arveja (Pisum sativum L.). Mendel describid la
situacion que en sus experimentos con Hieracium obtenia progenies F4
segregantes (no uniformes) y numerosas F; no segregantes (uniformes) y
atribuy6 erroneamente la falta de segregacion observada en estas poblaciones
a una “frecuente autopolinizacién” (Savidan, 2000). La apomixis ha sido
observada en al menos 400 especies de plantas pertenecientes a 35 familias
diferentes, siendo frecuentemente encontrada en Gramineae, Compositae,
Rosaceae y Rutaceae (Hanna & Bashaw, 1987). Se postula que la apomixis ha
evolucionado como un sistema de reproduccién alternativo a la sexualidad a
través de la reformulacion de los programas de desarrollo en ovario (Koltunow,
1993; Grossniklaus, 2001). La apomixis elude la ruta sexual evitando la
reduccion meidtica y la fecundacion de la ovocélula. Por partenogénesis la
ovocélula desarrolla un embridon que contiene exactamente el mismo genotipo
que la planta que lo origina. La apomixis presenta formas diferentes y parece
haber surgido varias veces en forma independiente durante la evolucion
(Grimanelli et al., 2001).
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Tipos de apomixis

La reproduccion apomictica involucra la no reduccién cromosdmica tipica
de la meiosis y el desarrollo del embrion por partenogénesis, es decir, sin
fecundacion (sin unién de la ovocélula con un gameto masculino). De acuerdo
a como y donde se forma el embridn, la apomixis puede clasificarse en

gametofitica y esporofitica o embrionia adventicia (Nogler, 1984).

Apomixis gametofitica

En la apomixis gametofitica, se forma un saco embrionario en el cual los
nucleos celulares que lo componen no son reducidos (2n) (Asker & Jerling,
1992). De acuerdo con el origen de la célula que genera al saco embrionario y
el embrién, la apomixis gametofitica se subdivide en dos grupos: diplosporia y
aposporia.

a) Diplosporia: los sacos embrionarios se generan a partir de la
célula madre de la megaspora (CMM). Existen diferentes tipos de diplosporia,
siendo los mas conocidos los tipo Antennaria y Taraxacum. En el tipo
Antennaria la CMM desarrolla directamente un saco embrionario sin formacion
de la pared celular luego de la primera divisidon celular (Gustafsson, 1947), de
manera que la CMM pasa a megaspora y gradualmente da origen al gametofito
con un numero cromosomico no reducido. En el tipo Taraxacum la CMM inicia
el proceso de division meidtica, pero por consecuencia de la falta de
apareamiento normal de los cromosomas, no se produce la migracién de los
mismos a los polos, entonces se forma un nucleo de restitucion con el nimero
somatico de cromosomas. A consecuencia de esto, se altera la primera division
meiotica. La segunda division ocurre normalmente, pero da como resultado una
diade no reducida. Luego se producen tres mitosis consecutivas para formar un
saco embrionario con ocho nucleos semejante al tipo Polygonum (Nogler,
1984). Ademas existen otros dos tipos de diplosporia meidtica, tipo Ixeris y tipo
Allium, pero son menos frecuentes que el tipo Taraxacum (Nogler, 1984;
Savidan, 2000).

b) Aposporia: los sacos embrionarios no reducidos son generados
por mitosis a partir de células somaticas del évulo, generalmente provenientes
de la nucela. El saco embrionario, en general, no tiene antipodas y queda

formado por una ovocélula, dos sinérgidas, y una gran célula central que, en
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muchos casos, es uninucleada (Nogler, 1984; Savidan, 2000). Sin embargo, en
Paspalum la célula central es binucleada (Burson & Bennett, 1970; 1971;
Quarin et al., 1996; Espinoza et al., 2001).

Los sacos embrionarios apospéricos tienen una constitucion diferente y
muy variable tanto entre taxones como asi también en algunos casos dentro de
un mismo taxon. Es posible encontrar distintas morfologias: tipo Hieracium
(Rosenberg, 1908; 1930), tipo Panicum (Warmke, 1954), ademas de algunas
variantes tipicas del género Paspalum (Quarin & Burson, 1991).

La aposporia es muy frecuente en el género Paspalum, y los sacos
embrionarios que se encuentran en muchas de sus especies inician su
desarrollo en células nucelares mediante una primera mitosis de forma bipolar.
Cuando maduran se caracterizan por tener entre 4 y 5 nucleos, los cuales
corresponden a la ovocélula, una o dos sinérgidas y una gran célula central con
dos nucleos polares (Quarin & Burson, 1991).

A diferencia de la diplosporia, en las plantas apospoéricas es comun que
se desarrollen mas de un saco embrionario apospoérico en un mismo ovulo y
también pueden coexistir en el mismo 6vulo sacos embrionarios meioticos y
sacos embrionarios aposporicos (Grossniklauss, 2001; Naumova & Vielle-
Calzada, 2001).

Apomixis esporofitica o embrionia adventicia

En la apomixis esporofitica los embriones se originan directamente a partir
de una célula del esporofito (una célula somatica del évulo), generalmente del
tejido nucelar o del tegumentario (Naumova, 1993; Koltunow et al., 1995).
Generalmente se forman embriones multiples (esporofiticos) que comparten el
ovario junto con el embridn de origen sexual y que utilizan su endospermo para
desarrollarse. Las células nucelares destinadas a formar embriones se
diferencian morfolégicamente de las otras células normales por tener un nucleo
grande y un citoplasma denso. Se desconocen los mecanismos fisioldgicos y el
momento en el cual se determina el destino de estas células para que se
transformen en células iniciales embrionarias (Koltunow, 1993). Entre las
especies de importancia econdmica que presentan este tipo de apomixis se

encuentran los citricos, los cuales representan un sistema modelo para estudiar
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este tipo de apomixis, el mango (Mangifera indica L.) y las orquideas
(Naumova, 1992; Koltunow, 1993).

2. 2. 1. Importancia de la apomixis en el mejoramiento genético

La apomixis habia sido considerada como un callején sin salida de la
evoluciéon (Darlington, 1939). Pero se ha comprobado que la apomixis
representa una herramienta valiosa para la seleccion de individuos
ampliamente adaptados a diferentes condiciones ambientales y como
promotora de la perpetuacion y dominancia de (los) genotipo(s) hibrido(s) de
mayor aptitud a dichas condiciones (Quero Carrillo et al., 2010). Este modo
reproductivo esta presente en mas de 400 especies de angiospermas, y es
caracteristico de unas pocas especies relevantes para la agricultura, entre
ellas, especies forrajeras (Spillane et al., 2001).

El uso de la apomixis como una herramienta en el mejoramiento para la
obtencion de cultivares superiores se puede realizar a través de la seleccion de
los mejores biotipos de las especies que tengan el caracter o por un
mecanismo que permita superar la barrera de la apomixis para poder realizar
cruzamientos controlados y una posterior seleccién. Existen muchas especies
apomicticas que fueron domesticadas y que se cultivan actualmente (Asker &
Jerling, 1992). Entre ellas es importante destacar a un grupo de gramineas
forrajeras, tales como Panicum maximum Jacq., Poa pratensis L., Brachiaria
decumbens Stapf, Brachiaria brizantha Hochst ex A. Rich., Brachiaria
humidicola (Rendle) Schweick., Eragrostis curvula (Scharder) Nees, Cenchrus
ciliaris L., Paspalum notatum Flliggé, Paspalum dilatatum Poir y Paspalum
atratum Swallen. Entre los enfoques prometedores para aumentar
significativamente la productividad de los cultivos, la transferencia de la
reproduccién clonal a través de semillas o apomixis representaria un enorme
beneficio para la agricultura (Vielle-Calzada et al., 1996).

Teniendo en cuenta la ausencia en la naturaleza de genotipos sexuales,
que sean co-especificos y del mismo nivel de ploidia que los que se
reproducen por apomixis, los cruzamientos no son posibles en estas especies.
En el género Paspalum, la mayoria de las especies apomicticas son
tetraploides y generalmente poseen la contrapartida co-especifica diploide

sexual (Quarin, 1992; Ortiz et al., 2013) y entonces el mejorador, al no poder
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realizar cruzamientos, no puede juntar en un individuo o en una poblacién, la
combinacion o combinaciones génicas mas adecuadas para lograr una mejor
calidad o produccién. En realidad, hace ya casi cinco décadas que se ide6 una
manera de contrarrestar esta dificultad. Mediante el tratamiento con colchicina
se duplicaron los cromosomas de citotipos diploides para obtener plantas
tetraploides sexuales (Forbes & Burton, 1961). Puesto que los citotipos
naturales apomicticos producen gametos masculinos haploides, resulta factible
cruzar las plantas 4x sexuales inducidas con polen de 4x apomicticos de la
misma especie. La experiencia indica que los hibridos obtenidos son fértiles y
segregan, ya en F4, para el sistema reproductivo. Es decir, en la F{ aparecen
individuos sexuales y otros apomicticos, en proporciones variables y no
siempre faciles de explicar de acuerdo con las leyes de Mendel (Burton &
Forbes, 1960; Martinez et al., 2001; Caceres et al., 1999; Aguilera et al., 2015).
No obstante, es posible reunir en una F¢ alguna caracteristica agronémica
destacable, o vigor hibrido, con el caracter apomixis (Hanna & Bashaw, 1987).
De esa manera, es factible conseguir en una sola generaciéon una combinacion
genética superior y a la vez que esta combinacién sea estable por su caracter
apomictico. Sin embargo, producir plantas autotetraploides a partir de plantas
diploides sexuales no es tarea facil. Por lo menos ha sido una tarea muy poco
efectiva, ya que sblo se han conseguido auto-tetraploides inducidos en tres
especies: P. notatum (Forbes & Burton, 1961; Quarin et al., 2001; Acufia et al.,
2009); en P. simplex (Caceres et al.,, 1999) y en P. plicatulum (Sartor et al.,
2009). Mas aun, no todas las plantas 4x obtenidas eran de reproduccion sexual
ya que en algun caso, al inducirse la duplicacidbn cromosomica, algunos

neotetraploides resultaron ser apomicticos facultativos (Quarin et al., 2001).

3. El Grupo Plicatula

Ante la falta de revisidn taxondmica completa del género Paspalum, se
aceptan las categorias taxonémicas subgenéricas propuestas y seguidas por
Chase (1929) en su revisién del género para América del Norte y en su obra
inconclusa e inédita (Chase, inédito). No tienen identidad formal y la autora
denomina “grupos” a estas categorias subgenéricas. Dentro de estos grupos se

encuentra al “Grupo Plicatula”.
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El Grupo Plicatula contiene alrededor de 30 especies morfolégicamente
afines a P. plicatulum, la especie primeramente descrita entre las del grupo
(Chase, inédito). El grupo se caracteriza por poseer el antecio de color pardo-
negruzco brillante y lemma estéril con corrugaciones o pliegues transversales
(en latin, plicatulum significa plegado). Las diferentes especies se reconocen
por la morfologia de las espiguillas; sin embargo la delimitacién de los taxones
se dificulta por la marcada variabilidad de los caracteres vegetativos y
reproductivos (Zuloaga & Morrone, 2005).

Las especies incluidas en el grupo Plicatula que habitan en América del
Sur segun Zuloaga y Morrone (2005) son las siguientes: P. atratum Swallen, P.
chaseanum Parodi, P. compressifolium Swallen, P. convexum Humb. & Bompl.
ex Fliggé, P. geminiflorum Steud, P. guenoarum Arech, P. glaucescens Hack,
P. limbatum Henrard, P. macranthecium Parodi, P. melanospermum Desv. ex
Poir, P. modestum Mez, P. nicorae Parodi, P. palustre Mez, P. plicatulum, P.
scrobiculatum L, P. wrightii Hitchc. & Chase. En cambio Chase (1939) en su
manuscrito inédito incluye ademas a las siguientes especies dentro del grupo
Plicatula: P. amazonicum Trin, P. arenarium Arech., P. boscianum Flliggé, P.
centrale Chase, P. crustarium Chase, P. collinum Chase, P. ellipsoidalis Chase,
P. foveolatum Steud, P. goyanum Chase, P. hydrophilum Henr, P. lacustre
Chase, P. leptachne Chase, P. otembense Leon, P. palustrine, P. plicatulum
Michx. var. longipilum Hack., P. plicatulum polystachyum Munro Inés, P.
pontanale Chase, P. pubifolium Presl, P. riparium Nees, P. rojasii Hack, P.
subrotundum (Doell) Chase, P. texanum Swallen, P. turgidum Chase, P.
urbanianum Ekman, P. yaguaronense Henr.

El centro geografico de variacion del grupo Plicatula se encuentra en el
centro y oeste de Brasil, y el este de Bolivia y Paraguay (Quarin et al., 1997).
Las diferentes especies presentan una amplia distribucion ecolégica,
abarcando desde suelos arenosos, rocosos, campos abiertos, secos,
inundados, margenes de arroyos Yy esteros, algunas especies forman
embalsados en cursos de agua o en bordes de arroyos y rios. En la Tabla 1
figura la distribucion geogréfica y el tipo de ambiente que habitan las especies

del grupo que se utilizaron para llevar a cabo esta tesis.
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Tabla 1. Distribucion geografica y ecoldgica de las especies que se utilizaron en esta tesis.

Especies Distribucion geografica

Distribucion ecolégica

Argentina, Bolivia y

P. chaseanum Parodi
Paraguay.

Noreste de Argentina,
Bolivia, centro y sur de
Brasil y regién oriental de
Paraguay.

P. compressifolium Swallen

Argentina, Bolivia, Brasil,

P. guenoarum Arechav. Paraguay y Uruguay.

Argentina, Bolivia, Brasil y

P. lenticulare Kunth
Venezuela.

P. macedoi Swallen Bolivia y Brasil.

Argentina, Paraguay, Sur de

P. modestum Mez Brasil y Uruguay.

P nicorae Parodi Argentina, Brasil, Paraguay
y Uruguay.
Argentina y Brasil (Mato

P. oteroi Swallen Grosso do Sul y San Pablo).

Argentina, Bolivia, Brasil y

P. palustre Mez Paraguay.

Argentina, Brasil, Estados

P. plicatulum Michx. Unidos y Uruguay.

Argentina, Bolivia, Brasil,

P. rojasii Hackel Paraguay y Uruguay.

Argentina, Brasil, Cuba,
P. wrightii Hitchc. & Chase EEUU, Guyanas, México,
Uruguay y Venezuela.

Campos o sabanas abiertas,
sobre suelos arenosos.

Terrenos bajos y hiumedos.

Suelos humedos, rocosos o
flojos. Bordes de arroyos, rios,
bafados.

Suelos arcillosos, humedos,
rocosos.

Suelos inundables, terrenos
bajos y en margenes de
arroyos.

Suelos bajos, inundables,
esteros, pantanos y bordes de
arroyos.

Suelos bajos, preferentemente
suelos flojos y arenosos.

Suelos arenosos, suelos
inundables.

Sabanas inundables, campos
bajos y humedos. Forma
embalsados en cursos de agua
0 en bordes de arroyos y rios.

Sabanas, campos secos O
bajos, preferentemente sobre
suelos arenosos Yy arcillosos,
hiamedos y en bordes de
caminos, vias férreas y suelos
modificados.

Suelos arenosos, humedos.
Tolerante a anegamientos.

Suelos bajos y en margenes de
arroyos. Frecuentemente
asociado a plantaciones de
arroz.

3. 1. Estudios citogenéticos y reproductivos

Al igual que en el género Paspalum, las especies de este grupo son

mayormente poliploides y el citotipo 4x es el predominante (Ortiz et al., 2013).

El modo de reproduccién se halla fuertemente vinculado al nivel de ploidia.
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La mayoria de las especies son 4xA, pero para algunas de esas especies
se han identificado citotipos 2x de reproduccion sexual, como por ejemplo: P.
plicatulum (Espinoza & Quarin, 1997), P. wrightii Hichc. & Chase (Martinez &
Quarin, 1999, sub P. hydrophylum Henrard), P. glaucescens Hack. (Pritchard
1962, sub P. yaguaronense Henrard), P. compressifolium Swallen (Quarin et
al., 1996), P. lenticulare (Espinoza et al., 2001; sin. P. limbatum). Para otras
especies se conocen solamente plantas 4xA, como por ejemplo: P. nicorae
Parodi (Burson & Bennett, 1970), P. guenoarum Arech. (Pritchard, 1970), P.
atratum Swallen (Quarin et al., 1997), P. lenticulare (Espinoza et al., 2001) y P.
plicatulum (Saura, 1941; Bashaw et al., 1970; Pritchard, 1970; Burson &
Bennett, 1971). Varias de estas especies fueron introducidas al cultivo, tales
como P. nicorae, P. atratum y P. guenoarum (Espinoza et al., 2001; Urbani &
Quarin, 2002; Evers & Burson, 2004), las cuales fueron coleccionadas en la
naturaleza y evaluadas por sus caracteristicas de interés agronémico, para ser
seleccionadas y luego propagarlas.

Teniendo en cuenta que los genotipos 4x son apomicticos y los genotipos
2x son sexuales, el mejoramiento genético basado en cruzamientos y
recombinacién génica no es posible porque la apomixis surge como un
impedimento serio para la domesticacion y el mejoramiento genético. Contar
con plantas tetraploides sexuales es un requisito elemental para poder realizar
estudios basicos de la apomixis y para poder iniciar con cualquier programa de
mejoramiento genético. La obtencién de plantas sexuales 4x depende de la
duplicacién de los cromosomas de una planta 2x.

Contar con plantas 2xS dentro del grupo Plicatula como P. plicatulum
(Espinoza & Quarin, 1997), permiti6 mediante el uso de colchicina, la obtencion
de plantas tetraploides sexuales (Sartor et al., 2009). Esto actualmente permite
usar a estas plantas 4xS como progenitores femeninos en cruzamientos intra e
interespecificos con especies 4xA del mismo grupo y asi incorporar a estas
especies dentro de un programa de mejoramiento genético. Si los cruzamientos
son efectivos, las F¢ logradas resultan ser hibridas, con la presencia de plantas
de reproduccion apomictica y sexual, y si las plantas sexuales son interfétiles,
es posible armar un pool de plantas sexuales con una amplia variabilidad
genética recibida desde plantas apomicticas utilizadas como parentales

masculinos. Una de las vias para comprobar la interfertiidad es mediante
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cruzamientos dialélicos con o sin reciprocos incluidos. El sistema de
cruzamientos dialélicos fue definido como el conjunto de todos los
cruzamientos posibles entre varios genotipos (Hayman, 1954). Vallejo &
Estrada Salazar (2002) definen a los cruzamientos dialélicos como un sistema
de apareamiento en donde p progenitores se cruzan entre si para producir un
numero determinado de progenies aplicando la féormula p(p-1) cuando se
incluyen cruzamientos reciprocos y p(p-1)/2 cuando no se incluyen a los
reciprocos. Para estos autores, el numero de progenitores que se pueden
incluir en los cruzamientos dialélicos es una de las principales limitaciones. La
mayoria de los trabajos que involucran cruzamientos dialélicos, utilizan 10
progenitores o menos, teniendo en cuenta que se hace dificil manipular
muchos cruzamientos (Vallejo & Estrada Salazar, 2002); ademas otro
inconveniente que se presenta es el disefio experimental y el espacio fisico que
se necesita (Vallejo, 1976). Es por eso que si se cuenta con un numero elevado
de progenitores, es conveniente tomar solo una muestra de los mismos. Estos
individuos serian la base para dar lugar a una poblacion de policruzamientos
entre plantas sexuales. Allard (1964) define al policruzamiento como la
polinizacién abierta que ocurre en un conjunto de genotipos (generalmente
seleccionados), aislados de otros genotipos compatibles, y asi asegurar el
policruzamiento entre si. En base al modelo genético para la herencia de la
apomixis propuesto para diferentes especies de Paspalum (Martinez at al.,
2001; Stein et al., 2004; Aguilera et al., 2015), y para otras gramineas
tropicales como Megathyrsus maximus (Jacq.) BK Simon & SWL Jacobs
(Savidan, 1975) y Brachiaria sp. (Valle & Glenke, 1993) el cual considera que la
aposporia estaria controlada por un gen dominante con herencia tetrasémica,
es por eso que en cruzamientos entre plantas sexuales x sexuales siempre dan
progenies de reproduccién sexual. Dentro de Plicatula se obtuvieron progenies
de reproduccion sexual cuando se cruzaron P. plicatulum x P. guenoarum y
también cuando se produjo la autofecundacién de las plantas F4 sexuales
(Aguilera et al., 2015).
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Il. HIPOTESIS

e Varias de las especies apomicticas del grupo Plicatula son de origen
autotetraploide.

e Comparten el mismo juego o set basico de cromosomas, con posibles
particularidades o diferencias estructurales.

e La homologia entre los genomas de estas especies del grupo
Plicatula es variable, y por lo tanto, el apareamiento cromosoémico en

la meiosis de los hibridos es posible.

De ser valida estas hipotesis debieran poder verificarse las siguientes:
Predicciones

e En las CMP de los hibridos interespecificos o intraespecificos
esperamos encontrar mayor proporcion de cromosomas formando
asociaciones bivalentes o cuadrivalentes, dependiendo del menor o mayor
grado de homologia entre los genomas aportados por los parentales.

e Padres autotetraploides con genomas menos homologos entre si, darian
hibridos en los que la meiosis tendria mayor proporciéon de cromosomas
formando bivalentes, y por lo tanto, esperamos un buen grado de fertilidad
en los hibridos.

e En padres con genomas mas homdlogos esperamos mayor cantidad de
multivalentes (cuadrivalentes y trivalentes) en sus hibridos, y menor fertilidad
debida a algunas irregularidades en la formacion de gametas por desbalance
cromosomico.

e Las dos plantas sexuales 4x logradas por Sartor et al., (2009)
constituyen la clave para transferir genes desde citotipos 4x apomicticos a
varias especies del grupo Plicatula del género Paspalum.

e Las poblaciones hibridas F4 que se podrian formar cruzando los citotipos
4x de las distintas especies con las dos plantas 4x sexuales de P. plicatulum,
serian poblaciones interfértiles, posibilitando el desarrollo de una poblacion
tetraploide sexual sintética.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general
Transferir genes de citotipos tetraploides apomicticos de distintas
especies del grupo Plicatula hacia P. plicatulum para formar, mediante
seleccion por sistema reproductivo y fertilidad, una poblacién tetraploide
sexual de amplia variabilidad genética. Se pretende que esta poblacion sea
la base para el mejoramiento genético de especies tetraploides apomicticas

del grupo Plicatula de Paspalum.

Objetivos especificos

e Formar familias hibridas cruzando plantas sexuales 4x de P. plicatulum
con polen de citotipos tetraploides apomicticos de otras especies del
grupo Plicatula, en busqueda de hibridos fértiles que segreguen para el

caracter apomixis.

eEstablecer las relaciones gendmicas entre distintas especies 4x del
grupo Plicatula y comprobar si todas ellas comparten el mimo set basico

de cromosomas.

e Comprobar, mediante cruzamientos controlados dialélicos entre plantas
de distintas familias hibridas, si a su vez son interfértiles, y de esta
manera formar un pool de plantas sexuales tetraploides dentro del grupo

Plicatula.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Se utilizaron plantas sexuales de origen experimental y plantas
tetraploides (2n=4x=40) apomicticas naturales de especies pertenecientes al
grupo Plicatula (Tabla 2). Las plantas tetraploides sexuales (4xS) (Figura 2) son
autotetraploides, obtenidas por Sartor et al. (2009) por duplicacion
cromosomica mediante el tratamiento con colchicina de semillas de un genotipo
diploide y sexual de P. plicatulum. Las plantas tetraploides apomicticas (4xA)
(Figura 3) corresponden a 21 genotipos tetraploides (2n=4x=40) que
representan a 12 especies diferentes coleccionadas en el area natural de su
distribucion. Estas plantas se encuentran creciendo en macetas dentro del
invernaculo y/o en pequefias parcelas en los predios de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional del Nordeste (FCA-UNNE), Corrientes,
Argentina. Las identificaciones y los lugares de coleccién de los materiales

utilizados en este estudio estan detallados en la Tabla 2.

Figura 1. Parentales femeninos de P.
plicatulum 4xS A) genotipo 7PT y B) genotipo
4PT.
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Figura 2. Algunos de los parentales 4xA masculinos: A) P. guenoarum Q4108 B) P. nicorae
P1508821 C) P. oteroi A&V1332.

Tabla 2. Genotipos 4xA y 4xS del grupo Plicatula de Paspalum pertenecientes a la coleccion viva
del IBONE, utilizados en esta tesis.

Especie ldentificacion! __ Modode Origen
reproduccion
Bolivia, Dep. Sta.Cruz, Pcia.
P. chaseanum ST13894 A Cordillera, 98 km de Boyuibe,
carretera transchaco (recibido de
C.J.Saravia Toledo).
P. compressifolium AK40811 A Brasil, Parana, Vila Velha.

P. guenoarum

Brasil, Porto Alegre, recibido de la
Facultad de Agronomia,

Azulao A Universidad Federal de Rio
Grande do Sul (M.Dall’Agnol).
Brasil, Porto Alegre, recibido de la
Bai Facultad de Agronomia,
aio A

Universidad Federal de Rio
Grande do Sul (M.Dall’Agnol).

Paraguay, recibido del Margot
BO107 A Forde Forage Germplasm Centre,
Nueva Zelanda.

Bolivia, Chuquisaca, Luis Calvo,
semilla recibida del Centro de

Q4108 A : e . .
Investigacion y Mejoramiento
Bovino Criollo (CIMBOC).
P. lenticulare®
Brasil, Mato Grosso do Sul, 16 km
V11893 A S de Ponta Pora. Recibido de

CENARGEN-EMBRAPA.
(J.F.M.Valls).

Semillas recibidas del Forage
BO190 A Germplasm  Centre, Nueva
Zelanda, como Cultivar Bryan de
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P. plicatulum.

Bolivia, Santa Cruz, 25 km, S de

P. macedoi TK2323 A Concepcion. (T. Killeen).

Argentina, Corrientes, Ituzaingo,

P. modestum Hojs395 A ruta nacional 12, km 1258.

P. nicorae

Brasil, Rio Grande do Sul, Santa
Maria. Recibido de Australian
Tropical Crops and Forages
Collection.

CPI27707 A

Argentina, Entre Rios, Arroyo
Sauce, ruta nacional 14, S de
Gualeguaychu. Recibido de B.L.
Burson.

P1508821 A

Brasil, Carumba, Fazenda Firme.
P. oteroi A&V1332 A Recibido de CENARGEN-
EMBRAPA. (J.F.M.Valls).

Argentina, Formosa, SSW de

P. palustre AOB110 A Ibarreta, km 13. Recibido de
A.O.Bordodn.
P. plicatulum
Q4087 A Argeptina, Corrientes, Curuzu
Cuatia.
Argentina, Corrientes.
4PT S Autotetraploide  inducido  por
colchicina (Sartor et al., 2009).
Argentina, Corrientes.
7PT S Autotetraploide  inducido  por
colchicina (Sartor et al., 2009).
. Argentina, Corrientes, San
Hojs368 A Cosme, km1066
ML5 A Uruguay, ruta 5, km 266. (M.
Lavandera).
P. rojasii AK40732 A Brasil, Parana, Vila Velha.
P. wrightii
Q4158 A Argentina, Corrientes, 104 km E

de Corrientes.

Argentina, Chaco, Departamento
U89 A Maipu, 3,5 km N del acceso a
Tres Isletas, ruta 95.

Argentina, Corrientes, Campus
Deodoro Roca — UNNE.

"Las identificaciones precedidas por las letras: AK, Hojs, Q y U corresponden a colecciones realizadas por investigadores del
Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE) Antonio Krapovickas, Diego Hojsgaard, Camilo L. Quarin y Mario H. Urbani,
respectivamente.

2A: apomixis; S: sexual

®El cultivar Bryan fue asignado como especie de P. plicatulum Michx. Siguiendo el criterio de Oliveira & Valls (2008)
identificamos este material como P. lenticulare Kunth.

uoo A
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2. Cruzamientos y obtencion de las progenies

Se realizaron cruzamientos intra e interespecificos, utilizandose siempre
como parental femenino a las plantas sexuales 4PT y 7PT de P. plicatulum. De
los 21 genotipos masculinos seleccionados para realizar los cruzamientos, 20
se cruzaron con la planta 4PT y uno con la planta 7PT. Se usé preferentemente
como madre a la planta 4PT por ser totalmente autoincompatible, y por lo tanto,
no fue necesario hacer emasculacion antes de hacer la polinizaciéon. Sin
embargo, en aquellos cruzamientos que involucraron a la planta 7PT, se utilizé
una camara de niebla artificial para realizar la emasculacion y evitar la
autopolinizacion siguiendo el método de Burton (1948).

Ambas plantas sexuales se caracterizan por iniciar la antesis aproximadamente
a las 11:00 hs y extenderse hasta alrededor de las 13:00 hs. Antes del inicio de
la floracién, las inflorescencias de las plantas madres fueron aisladas usando
sobres de papel sulfito para evitar la contaminacién con polen de genotipos
extrafios. A la mafiana siguiente, dependiendo del inicio de la floracion del
genotipo masculino, se colectd el polen en sobres de papel sulfito, los mismos
fueron conservados en el laboratorio hasta el momento de realizar la
polinizacién. Luego de producirse la antesis de la planta madre, se espolvored
el polen sobre los estigmas, y se aislé nuevamente a la inflorescencia. Este
proceso se repitio durante 4 a 6 dias hasta que la planta madre completara la
antesis de todas las espiguillas de la inflorescencia. Las inflorescencias
polinizadas permanecieron ensobradas durante aproximadamente 30 dias
hasta el momento de la cosecha. Luego de cosechadas, fueron secadas en
estufa a 37°C durante 24 horas y luego manualmente se separaron las
espiguillas y se clasificaron como llenas o vacias utilizando un soplador de
semillas (Seedburo Equipment Company 1022W. Jackson Blvd.Chicago. IL
60607 1-800-284-5779). En los cruzamientos donde se obtuvieron cariopses,
éstos fueron colocados en germinadores preparados en bandejas de plastico
con suelo estéril en el mes de julio-agosto. Luego de la germinacién, las
plantulas fueron trasplantadas a macetas de terracota y/o plasticas para

finalmente ser trasladadas al campo experimental de la FCA-UNNE.
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3. Determinacion del origen de los descendientes

Se corroboré el origen hibrido de las progenies utilizando marcadores
dominantes (RAPDs= Random Amplified Polymorphic DNA) especificos del
progenitor masculino, considerando que todos los descendientes que
amplificaban algunos de esos marcadores, eran efectivamente de origen
hibrido.

A) Extraccion de ADN gendmico

Se realizaron microextracciones de ADN gendmico a partir de hojas

jovenes de las F1 obtenidas y de sus respectivos parentales, siguiendo el

protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983).Se cosecharon entre 0,2 y 0,4
gramos de hojas frescas y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido,
las que posteriormente fueron molidas con un mortero y un pilén de porcelana
enfriados con nitrégeno liquido. El polvo obtenido se colocé en tubos Eppendorf
de 2 ml y se mantuvo en nitrégeno liquido hasta el momento de procesar la
muestra. A cada tubo Eppendorf se le agregd 1,3 ml de “buffer” de extraccion
[Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), EDTA 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, SDS 2% vy
Polivinilpirrolidona 1% PM 360.000], el cual fue previamente precalentado a
68°C y al que se le agregd 100 pl de B- mercaptoetanol por cada 10 ml de
“‘buffer”. Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 68°C. Luego se
afiadieron 250 pl de acetato de potasio 5M y se incubaron en hielo durante 1
hora. Los tubos Eppendorf se centrifugaron 10 minutos a 13000 rpm en
centrifuga Eppendorf 5407 refrigerada a 4°C. Se tomaron 900 ul del
sobrenadante y se transfirieron a otro tubo Eppendorf de 2 ml, se agregaron
1100 ul de isopropanol frio y se mantuvieron toda la noche a -20°C.
Posteriormente estos tubos fueron centrifugados nuevamente durante 10
minutos a 1300 rpm a 4° C, se descartaron los sobrenadantes, se secaron los
pellets a temperatura ambiente durante 30 minutos. Estos pellets se
resuspendieron en 250 ul de TE [Tris-HCI 10 mM (pH 8) y EDTA 1 mM (pH 8)]
y se agitaron durante aproximadamente una hora para disolver los pellets.
Luego se agregd a cada tubo un 1 pl de ARNasa A (10mg/ml) y fueron
mantenidos en agitacion a 100 rpm durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Cada una de las muestras fueron transferidas a tubos Eppendorf de

1,5 ml, conteniendo el mismo volumen de una mezcla 1:1 de fenol:cloroformo.
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Los tubos fueron agitados por inversién durante algunos segundos y luego se
centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se
transfirieron 150 ul de la fase superior a tubos Eppendorf limpios y se
agregaron 0,5% v/v de NaCl 5M y 2,5 volumenes de etanol absoluto. Esta
mezcla se incub6 durante toda la noche a -20°C. Luego de la incubacion se
centrifugaron las muestras a 13000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se
descartaron los sobrenadantes y los pellets fueron lavados con 1 ml de etanol
al 70%. Las muestras nuevamente se centrifugaron 13000 rpm 10 minutos, se
descartaron los sobrenadantes y los pellets fueron secados en estufa a 37°C.

Una vez secos se disolvieron en 25 ul agua ultrapura esteéril.

B) Calidad y concentracion de ADN

La concentracion del ADN de cada una de las muestras fue estimada
mediante el uso de un espectrofotometro (SmartSpec 3000 de BioRad)
mediante mediciones de absorbancia a 260 nm (Sambrook et al., 1989). Una
vez determinada la concentracion, se realizaron las diluciones
correspondientes para estandarizar la concentracién en 300 ng/ul. La calidad
del ADN se cheque6 a través de electroforesis en gel de agarosa al 1% disuelto
en “buffer” TAE 1X [Tris-acético 40 mM y EDTA 1 mM (pH 8)]. Se sembraron
1ul de cada muestra con “buffer” de siembra 1X (azul de bromofenol 0,25 %,
xilen-cianol 0,25% vy glicerol 30%). La electroforesis fue realizada a 40V durante
aproximadamente 2 horas. Luego fueron tefiidas con una solucion de bromuro
de etidio (0,5 ug/ml) por 30 minutos aproximadamente y visualizadas con ayuda
de un transluminador de luz ultravioleta (GelDoc Imaging System Ultraviolet
Tranluminator Biolmaging Systems). Finalmente, todas las muestras de ADN

fueron conservadas a -20 °C.

C) Estudio de RAPD

Las reacciones de amplificacion de RAPD se realizaron siguiendo la
técnica descripta por Williams et al. (1990). Para las amplificaciones por PCR
inicialmente se realizé un “screening” usando ADN de los parentales utilizados
en los cruzamientos que produjeron descendencia y cebadores (decameros) al
azar adquirido de la Universidad de British Columbia (Vancouver, BC, Canada)
a fin de seleccionar aquellos cebadores que amplificaron marcadores

exclusivos del progenitor masculino.
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Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul,
conteniendo 20 ng de ADN gendmico, 15uM de cada dNTP’s, 30 ng de
cebador, 1 unidad de ADN polimerasa Go Taq (Promega) y 1X de “buffer” de la
enzima. Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Biometra UNO,
con el programa de ciclado indicado en la Tabla 3.

Una vez finalizada la amplificacion, a cada tubo de reaccién se agregaron
5 ul de “buffer” de siembra (sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25 % p/v). Los
productos de amplificacion se resolvieron en geles de agarosa al 2% p/v en
TAE 1X. La electroforesis se realizd en cubas horizontales durante 4 hs a 60 A,
luego se tifieron los geles con bromuro de etidio (10 pg/ml) y se observaron los
fragmentos obtenidos en un transiluminador UV. A través de un digitalizador de
imagen (GelDoc Imaging System Ultraviolet Tranluminator Biolmaging

Systems) se documentaron los productos de amplificacion.

Tabla 3. Programa de ciclado utilizado en las amplificaciones de

RAPD.
N° de ciclos Temperatura Tiempo
1 93°C 2 minutos
93°C 1 minuto
45 36°C 1 minuto
72°C 2 minutos
1 72°C 5 minutos

4. Caracteristicas fenotipicas de los descendientes

Se hizo la comparacion de seis caracteristicas fenotipicas de algunos
individuos de las progenies con respecto a esas mismas caracteristicas en sus
progenitores, esta comparacion se realizd con el objetivo de tener una idea
general de las variaciones fenotipicas en las progenies en relacion a sus
respectivos progenitores masculinos y asi ayudar a identificar el origen hibrido.
Las caracteristicas fenotipicas que fueron consideradas fueron las siguientes:

e Longitud del eje de la inflorescencia: tomada desde la insercién del

racimo basal hasta la insercion del racimo apical (en cm).
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e Numero de racimos por inflorescencia.

e Longitud del racimo basal de la inflorescencia (en cm).

e Longitud del racimo apical de la inflorescencia (en cm).

e Ancho de la hoja inmediata inferior a la hoja bandera. La medida fue
tomada en la mitad de la lamina (en cm).

e Longitud de la hoja inmediata inferior a la hoja bandera (en cm).

La caracterizacion fenotipica se realiz6 en cuatro individuos de cada
progenie y en sus respectivos parentales, o en menor numero si la progenie no
alcanzaba a 4 individuos. En analisis se realizé en 3 inflorescencias por planta.
Los datos se analizaron estadisticamente mediante el programa InfoStat (Di
Rienzo, 2002), realizando el Test de Tuckey al 5% de significancia para la
comparacion de medias de cada variable y ademas se calculé el desvio

estandar.

5. Estudios de la meiosis

El analisis se realizé en 2 a 5 individuos por poblaciéon F{ y en sus
respectivos parentales. Los preparados de meiosis se hicieron a partir de
espiguillas tomadas de inflorescencias inmaduras, fijadas en solucion 5:1 (v/v)
de etanol absoluto:acido lactico por 24 horas y luego fueron almacenadas en
etanol al 70 % a 4°C. A partir del aplastado de anteras jovenes en carmin
acético al 2%, se hicieron preparados citoldégicos permanentes con una
solucion de terpentina de Venecia en los que se observaron células madres del
polen (CMP). Los preparados permanentes fueron observados con un
microscopio optico de luz transmitida y eventualmente con contraste de fases
para estudiar las asociaciones cromosomicas de las células en las fases de

diacinesis y metafase I.

6. Estudios de fertilidad

Los analisis de fertilidad se realizaron en algunos individuos de las F4
obtenidas y sus respectivos parentales considerando la proporciéon de
espiguillas que formaron granos en condiciones de autopolinizacion y
polinizacién libre.

La autopolinizacién se realizé ensobrando 2 o 3 inflorescencias de cada planta

con sobres de papel sulfito, un dia antes del inicio de la antesis, para prevenir
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el ingreso de polen extrafio y asi obligar a las espiguillas a autopolinizarse.
Estas permanecieron ensobradas hasta la maduracién de las semillas
(aproximadamente 30 dias). En las polinizaciones libres las inflorescencias
fueron ensobradas una vez finalizada la antesis de todas las espiguillas y
permanecieron asi hasta completar su maduracion. Posteriormente, se
colectaron los sobres, se cosecharon las semillas. Se separaron las espiguillas
llenas de las vacias mediante un soplador de semillas como fué descripto en el

punto 2.

7. Determinacion del modo reproductivo

El modo reproductivo de cada F4 fue determinado por citometria de flujo
utilizando un citdmetro Partec PAIl (Ploidy Analiser Il, Partec GmgH, Munster,
Alemania) de acuerdo a la metodologia descripta por Matzk et al. (2000).

Para cada planta, el analisis se realizd6 en grupos (“bulks”) de 2 a 5
cariopses, analizandose entre 3 y 65 cariopses por individuo. Los cariopses
fueron finamente cortados con una hoja de afeitar en 0,5 ml de “buffer” para
extraccion nuclear, dejando incubar durante 2 minutos. La solucion fue pasada
por un filtro de 30 uym y transferida a un tubo en el cual se adicion6 1,5 ml del
“buffer” de tincion fluorescente 4a6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los “buffers”
de extraccion y tincion son parte de un kit comercial CyStain UV Precise P
Partec, Minster, Germany. Las suspensiones fueron analizadas pasandolas a
través de un citobmetro de flujo, con el detector operando a 355 nm y los datos
fueron analizados con el paquete de software de computaciéon PA-Il Partec
FloMax.

8. Poblacion sintética de reproduccién sexual

8.1. Seleccion de hibridos F; sexuales y policruzamientos

Se consideraron los hibridos de reproduccién sexual de 9 familias
hibridas, las cuales incluian a 2 progenitores femeninos y a 9 progenitores
masculinos, pertenecientes a 6 especies diferentes (Tabla 4).

Estimando visualmente el vigor y la capacidad de producir semillas de los
hibridos se realizé una seleccion de los individuos mas vigorosos pero teniendo

en cuenta que también sean capaces de producir semillas. De estos se
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eligieron uno a dos individuos de cada familia para realizar cruzamientos
dialélicos inter-familia y asi comprobar si estas familias eran interfértiles. Para
ello, antes del inicio de la floracidbn se ensobraron las inflorescencias. A la
mafana siguiente, una vez finalizada la antesis, se intercambiaban los sobres
entre los individuos que intervenian en un cruzamiento dialélico, sacudiéndolos
al colocarlos de tal manera de asegurar la distribucion del polen sobre la
inflorescencia. El intercambio de sobres con polen se realizé diariamente
durante aproximadamente 4 a 6 dias, y luego se mantuvieron ensobradas
durante 30 dias para evitar la caida y pérdida de las semillas maduras. Para la
cosecha se cortaron las inflorescencias y se colocaron en estufa a 37°C
durante 24 horas. Se establecio la proporcion de espiguillas que formaba cada
hibrido y, siempre que fue posible, se comparé con la produccién de semilla de
ese mismo hibrido en autopolinizacion.

De los hibridos seleccionados se hicieron réplicas por division de matas,
para poder distribuirlos en el espacio de tal manera que cada uno de ellos
tenga chances de quedar ubicado cerca de todos los otros en la distribucion
dentro de la parcela. El numero de hibridos por familia fue variable porque en
algunos casos las familias estaban constituidas por pocos hibridos; en otros
casos habia familias que, aunque numerosas, los hibridos con desarrollo
vigoroso eran escasos. La cantidad de réplicas de cada hibrido era
inversamente proporcional al numero de hibridos seleccionados de esa familia.
De esa manera se trat6 de que todos los hibridos en la parcela tuviesen

aproximadamente las mismas chances de intercruzarse con todos los demas.
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Tabla 4. Familias hibridas de genotipos 4xS x 4xA de Paspalum que fueron
incluidos para formar la poblacién sintética sexual.

Parentales ¢ 4x Sexuales Parentales & 4x Apomicticos
. chaseanum ST13894

P. plicatulum 4PT x
. guenoarum Azulao
. guenoarum Baio

. guenoarum Q4108

. hicorae P1508821
. oteroi A&\V1332
. plicatulum Hojs388

P
P
P
P
x P. guenoarum GR19
P
P
P
P. lenticulare V11893

P. plicatulum 7PT x

8.2. Policruzamiento

Se llama policruzamiento a la polinizacion abierta de un grupo de
genotipos selectos, aislados de otros genotipos, para lograr exclusivamente el
cruzamiento al azar entre esos genotipos selectos.

El inicio de la floracion en la poblacién de policruzamiento no fue uniforme
en todos los individuos, entonces las primeras inflorescencias en aparecer
fueron ensobradas con sobres de papel sulfito en las ultimas horas del dia, de
manera que a la mafana siguiente una vez producida la antesis (8 a.m.
aproximadamente) se intercambiaban al azar los sobres entre los distintos
individuos que manifestaban floracion temprana. Las inflorescencias se
mantenian ensobradas y al dia siguiente se repetia el intercambio de polen
tratando que sucesivamente todos los individuos de floracién temprana se
crucen entre si. Al finalizar la floracién en todas estas inflorescencias, se las
mantuvo ensobradas hasta la cosecha. Una vez que la floracién fue uniforme
en toda la poblacién, no fue necesario ensobrar las inflorescencias y la
polinizacién fue libre, considerando esa fecha como inicio del policruzamiento.
A partir de entonces, y durante aproximadamente un mes, se evito la floracion
de cualquier material del género Paspalum que creciera en las inmediaciones.
Para eso se hicieron continuos cortes en el area para evitar cualquier
contaminacion con polen extrafio y asi asegurar la polinizacion exclusiva dentro
de la poblacion. Un poco mas de un mes después de dar por iniciado el

policruzamiento se cosecharon espiguillas maduras de todos los individuos. A
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éstas se agregaron aquellas espiguillas logradas con intercambio de sobres
sobre plantas de floracion mas precoz, de manera que no queden excluidos del

policruzamiento los individuos de floracién mas precoz.

8.3. Formacion de una poblacion sintética 4x sexual

Las espiguillas recolectadas fueron separadas en llenas y vacias a través
de un soplador de semillas como ya se describid. A fines del siguiente invierno
una parte de las semillas llenas fueron puestas a germinar y las plantulas
germinadas constituyeron la poblacién sintética sexual. Las semillas

remanentes se conservan en camara fria y seca.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Andlisis de las progenies

1. Generacion de progenies

Se obtuvieron descendientes en 15 de las combinaciones realizadas. El
porcentaje de espiguillas llenas fue variable, oscilando entre 0% y 51,5%. En 6
cruzamientos donde intervinieron como polinizadores P. macedoi, P.
modestum, P. palustre, P. plicatulum (Q4087) y P. wrightii (Q4158 y U89) no se
obtuvieron semillas (Tabla 5). De los cruzamientos que fueron efectivos se
obtuvieron 238 individuos, los que fueron trasplantados a tierra en el campus
de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA-UNNE) Corrientes, Argentina (Figura
3). En el caso de P. wrightii se usaron tres genotipos diferentes como
polinizadores y solamente se obtuvo un hibrido cuando se polinizé con el

genotipo U90, pero ese individuo murio luego de ser llevado al campo.
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Tabla 5. Cruzamientos realizados, numero de espiguillas polinizadas, porcentaje de espiguillas
llenas, numero y porcentaje de F; obtenidas de cada cruzamiento entre P. plicatulum (4PT,
7PT) x 21 genotipos, incluyendo 11 especies ademas de P. plicatulum, todas tetraploides (2n =
40), pertenecientes al grupo Plicatula.

Espiguillas Espiguillas

Cruzamientos polinizadas llenas Fiobtenidas  Cruzabllidad

s ) (n°) (%)
P. plicatulum 4PT
x P. chaseanum ST13894 254 11,8 27 10,6
x P. compressifolium AK40811 877 1,0 2 0,2
x P. guenoarum Azulao 572 32,0 45 7,9
x P. guenoarum Baio 367 19,6 59 16,1
x P. guenoarum BO107 94 6,4 4 4,2
x P. guenoarum Q4108 647 1,7 2 0,3
x P. lenticulare BO190 168 4,8 4 24
x P. macedoi TK2323 96 0,0 0 0,0
x P. modestum Hojs395 569 0,0 0 0,0
x P. nicorae CPI27707 992 1,1 3 0,3
x P. nicorae P1508821 147 13,1 15 10,2
x P. oteroi A&V1332 479 4,8 22 4,6
x P. palustre BOA110 115 0,0 0 0,0
x P. plicatulum Hojs388 235 51,5 20 51,3
x P. plicatulum ML5 360 3,6 13 3,6
x P. plicatulum Q4087 449 0,0 0 0,0
x P. rojasii AK40732 816 2,8 17 21
x P. wrightii U89 137 0,0 0 0,0
x P. wrightii U90 382 1,3 1 0,3
x P. wrightii Q4158 271 0,0 0 0,0
P. plicatulum 7PT
x P. lenticulare V11893 131 3,1 4 3,0
Total 21 7962 238
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Figura 3. Familias hibridas obtenidas en distintos cruzamientos. A) 4PT x P. nicorae
P1508821; 4PT x P. plicatulum Hojs388; 4PT x P. oteroi A&V1332; 4PT x P. chaseanum
ST13894. B) 4PT x P. guenoarum Azulao.

Con excepcion de los hibridos tetraploides ya logrados entre P. plicatulum
y el cultivar “Rojas” de P. guenoarum (Aguilera et al., 2011; 2015), todas las
combinaciones hibridas aqui logradas son originales, incluyendo cuatro nuevos
genotipos de P. guenoarum, pertenecientes a cuatro colecciones provenientes
de diferentes puntos geograficos. Se agregan, de esta manera, varias
combinaciones de hibridos interespecificos de Paspalum a los ya logrados por
el mismo grupo de trabajo del IBONE. Las hibridaciones controladas entre
diferentes especies de Paspalum ya tienen una larga historia. Involucran a un
numero grande de combinaciones interespecificas, ya sean homoploides o
heteroploides. La cruzabilidad interespecifica (capacidad entre dos especies
parentales de dar descendencia viable) ha sido muy variable. Para tener una
idea de cémo ha sido la cruzabilidad, se tomaron como muestra los datos de
los cruzamientos interespecificos y homoploides (ambos parentales con el
mismo nivel de ploidia) realizados por el grupo del IBONE en la década del 80
y publicados hasta 1990 (Quarin & Burson, 1983; Quarin et al., 1984; Quarin &
Norrmann, 1987; 1990; Caponio & Quarin, 1987; 1990). Se trata de 31
combinaciones de especies, incluyendo algunos cruzamientos reciprocos. En
total se castraron y polinizaron aproximadamente 117000 espiguillas y se
obtuvieron unos 370 hibridos interespecificos, lo que implica una cruzabilidad
general del 0,3%. Sin embargo; los valores fueron muy variables, entre 0% vy

19%, y no estan necesariamente correlacionados con el menor o mayor grado
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de homologia que puedan manifestar los cromosomas aportados al hibrido por
los parentales. Por ejemplo, entre aquellas combinaciones que fueron efectivas
y produjeron hibridos, la de menor cruzabilidad resulté la de dos diploides
(2n=20), P. haumanii x P. rufum (0,017%), dos especies que comparten
genomas en gran medida homélogos u homeodlogos (8,4 bivalentes de
promedio con una variacion de 5 a 10 bivalentes por célula). La combinacién de
mayor cruzabilidad (19%) resulto ser la de dos tetraploides: P. dilatatum biotipo
“Virasoro” x P. urvillei, especies estrechamente emparentadas que comparten
la formula gendmica IIJJ. Por su parte, la combinacién P. dilatatum biotipo
‘Virasoro’ x P. simplex, especies tetraploides escasamente relacionadas
gendmicamente, tuvieron una cruzabilidad del 0,8%, exactamente la misma
(0,8%) que la combinacion entre P. dilatatum ssp. flavescens x P. urvillei, dos
tetraploides que comparten la misma férmula gendémica 1lJJ. Si tenemos en
cuenta esta muestra de 31 combinaciones entre diferentes especies como
indicativa para el género, podemos considerar que la cruzabilidad general entre
especies del grupo Plicatula es casi 10 veces superior a la cruzabilidad general
obtenida en el género cuando se cruzan especies del mismo nivel de ploidia.
En efecto, si consideramos solamente los cruzamientos interespecificos de los
registrados en la Tabla 5, el total de espiguillas polinizadas fue de 7114 y los
hibridos logrados fueron 205, lo que equivale a una cruzabilidad interespecifica
general para estas especies del grupo Plicatula de 2,88%, ampliamente
superior al 0,3% de las 31 combinaciones de cruzamientos tomados de la
bibliografia como muestra representativa del género. La variacion de la
cruzabilidad interespecifica dentro del grupo Plicatula, segun los cruzamientos
realizados hasta ahora, va de 0% a 16%. De 18 combinaciones intentadas con
P. plicatulum tetraploide sexual como madre, solo en cinco no se consiguieron
hibridos. Eso sucedié cuando los dadores de polen fueron genotipos de P.
palustre, P. modestum, P. macedoi y dos genotipos de P. wrightii (Q4158 y
U89). En realidad, esto podria deberse a la escasa cantidad de espiguillas
polinizadas en cada caso, con excepcion de P. plicatulum 4PT x P. modestum,
combinacion en que se polinizaron 569 espiguillas. Estos resultados son
alentadores porque contamos con una madre tetraploide, sexual vy

completamente autoestéril (P. plicatulum 4PT) que tiene buenos niveles de
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cruzabilidad con muchas especies del grupo Plicatula. Estos niveles pueden
permitir usar a este genotipo para pivotar cruzamientos interespecificos dentro
del grupo, e intentar de esa manera la transferencia génica como método de

mejoramiento.

2. Origen hibrido de los descendientes logrados

Se muestrearon como representativas 12 de las 15 combinaciones de
cruzamientos que dieron descendientes. A su vez, se tomaron en total 95
descendientes representativos de estas 12 familias, lo que representd el 40%
del total de descendientes obtenidos (Tabla 6). Inicialmente se realizé un
“screening” con los parentales con la finalidad de seleccionar los cebadores
mas adecuados para el andlisis de cada progenie. Se utilizaron 40 cebadores,
de los cuales fueron seleccionados entre 2 y 4 para cada familia. Estos
cebadores se caracterizaron por presentar amplificaciones de bandas
especificas para los progenitores masculinos, es decir, que estaban en el padre

correspondiente pero ausentes en la madre (Tabla 6).
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Tabla 6. Pruebas de progenie para determinar el origen hibrido de una muestra de individuos
pertenecientes a 12 familias originadas por cruzamientos entre P. plicatulum 4PT 6 7PT x 12
genotipos tetraploides apomicticos, incluyendo 2 pertenecientes a la misma especie (P.
plicatulum) y otros 10 correspondientes a 7 especies diferentes, también del grupo Plicatula.

Bandas Marcadores

Individuos F, Primers amplificadas especificos de

Cruzamientos analizados seleccionados enlos los parentales
(n°) (n°) parentales masculinos

(n°) (n°)

P. plicatulum 4PT

x P.chaseanum ST13894 24 3 18 7
x P. compressifolium AK40811 1 2 9 4
x P. guenoarum BO107 4 3 19 5
x P. guenoarum Q4108 1 2 19 3
x P. lenticulare BO190 4 2 15 4
x P. nicorae CPI27707 1 3 19 4
x P. nicorae P1508821 15 4 23 7
x P. oteroi A&V1332 12 4 24 10
x P. plicatulum Hojs388 13 2 19 11
x P. plicatulum ML5 7 2 12

x P. rojasii AK40732 12 3 15

P. plicatulum 7PT
x P. lenticulare V11893 1 2 8 3

La combinacion de los cebadores en cada familia permitié confirmar el
origen hibrido de los descendientes de cada progenie, debido a que todos los
individuos presentaron bandas especificas de sus respectivos progenitores
masculinos (Tabla 6). Por lo tanto, de aqui en adelante se consideran hibridos
todos los descendientes de las distintas combinaciones de cruzamientos, sean
estas intra o interespecificas. En la Figura 4 se observan los productos de
amplificacion con el cebador BC756 de los descendientes del cruzamiento
entre P. plicatulum 4PT x P. chaseanum. De los 24 individuos analizados, 22
presentaron uno o los dos marcadores especificos del padre. Los dos

individuos restantes fueron caracterizados como hibridos con otro cebador.
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m p hibridos

Figura 4. Productos de amplificacion de los parentales P. plicatulum 4PT, P. chaseanum
ST13894 y la progenie F; generados por el cebador BC756. Las flechas indican las
bandas especificas del padre. m: madre ; p: padre. Las estrellas (%) indican los hibridos no
identificados con éste cebador.

3. Caracteristicas fenotipicas de los hibridos

Las pruebas de progenie realizadas con marcadores moleculares RAPDs
permitieron comprobar que la madre utilizada (P. plicatulum 4PT) es fértil y
completamente autoestéril. EI mismo resultado se obtuvo mediante la
castracion de la planta 7PT. El analisis de caracteristicas fenotipicas de los
hibridos, comparandolas con las de los progenitores (Tabla 7) permite disponer
de datos concretos que describen rasgos morfolégicos que ayudan a identificar
caracteristicas paternas de la F1 por lo tanto acertar su origen hibrido. El
analisis es demostrativo y solo involucra a algunos individuos de las progenies.
Se tomaron seis caracteristicas de tipo cuantitativo, 4 relacionadas con los
organos reproductivos y dos con caracteristicas foliares. Por otra parte, en
algunos casos de combinaciones puntuales se hicieron observaciones sobre
presencia o ausencia de alguna caracteristica cualitativa.

En general se observé una gran variacion fenotipica entre los miembros
de cada progenie, y de éstos con los padres. Se presupone que en todos los
casos deberian existir diferencias significativas entre algunas caracteristicas de
los individuos de cada progenie respecto a esas mismas caracteristicas en la
madre 4PT. Visualmente, los hibridos difieren de la madre por caracteristicas
que a veces tienen valores intermedios entre ambos padres y otras veces se
asemejan al progenitor masculino. La valoracién de las seis caracteristicas
analizadas esta reflejada en la Tabla 7. En general, la muestra de hibridos
analizados en cada familia presenta al menos alguna caracteristica que los

diferencia significativamente de la madre 4PT. Se encontré una excepcion en
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los hibridos 4PT x P. lenticulare BO190, donde ninguno de los 4 hibridos
considerados se diferencia significativamente de la madre por ninguna de las
seis caracteristicas analizadas. Sin embargo, los 4 hibridos presentan valores
intermedios entre los padres respecto a caracteristicas como longitud de la
inflorescencia o longitud del racimo basal. Ademas, las plantas hibridas son
facilmente diferenciables visualmente de la madre por su aspecto morfoldgico
general. Otra excepcion la constituye el cruzamiento 4PT x P. nicorae donde 3
de los 4 hibridos considerados no tienen ninguna de las 6 caracteristicas
elegidas significativamente diferentes a la planta madre. Sin embargo, aqui
también se observaron algunos valores intermedios entre los parentales y el
aspecto morfolégico general de los hibridos que era facilmente diferenciable a
simple vista no con los de la madre sino que en muchos casos también eran
diferentes al padre.

En algunos casos puntuales, se observaron caracteristicas cualitativas
que rapidamente confirmaban que toda la progenie de un cruzamiento era
efectivamente de origen hibrido. Por ejemplo, todos los descendientes de P.
plicatulum 4PT x P. chaseanum heredaron del padre la pilosidad en las
espiguillas (Figura 5) (Novo et al., 2013), ademas de otras caracteristicas. En
otros casos fue interesante observar que alguna caracteristica particular, como
por ejemplo la presencia de tallos multinodes, estoloniferos, y ramificados de P.
oteroi fue heredada de manera no uniforme por los hibridos P. plicatulum 4PT x
P. oteroi. Algunos hibridos eran decumbentes y estoloniferos semejantes a P.
oteroi, otros, si bien eran decumbentes, los tallos eran mas cortos, con menor
numero de nudos y menos ramificados que el padre, y otros que tenian el porte
erecto de la madre pero con alguna otra caracteristica que los diferenciaba de
ella. En varios de estos hibridos se observé una herencia transgresiva respecto
a la longitud de la inflorescencia, con valores superiores a ambos padres.

Es probable que las caracteristicas elegidas desde el inicio para analizar y
comparar la variacién fenotipica de los hibridos respecto a sus parentales no
hayan sido las adecuadas para todas las combinaciones. Como la madre
siempre, o casi siempre, fue el mismo genotipo, tal vez hubiese sido mejor
decidir en cada combinacion cuales caracteristicas serian las mas adecuadas

para comparar adecuadamente el fenotipo general de los padres con los
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hibridos. Sin embargo, tampoco ese proceder hubiese asegurado una
diferenciacion de los hibridos con los parentales, particularmente con la madre.
Por ejemplo, el color verde-azulado del follaje de P. chaseanum fue observado,
aunque con distinta intensidad, en todos sus hibridos; sin embargo, todos los
hibridos del padre P. guenoarum “Azulao” (cuya identificacion se refiere al color
verde-azulado de su follaje), presentaron follaje verde sin la tonalidad azulada

tipica del padre.

Figura 5. Espiguillas de los parentales P.
plicatulum 4PT, P. chaseanum ST13894 y tres
hibridos interespecificos entre ambas especies.
m: madre; p: padre. Las espiguillas de los
hibridos muestran la pilosidad heredada del
padre. La escala es valida para las cinco
espiguillas.

En general, todas las F1 presentan algunas caracteristicas paternas que
revelan su origen hibrido. Ademas de las caracteristicas elegidas para
comparar el fenotipo general de la madre con los hibridos, existen muchas
otras que en una mera observacion visual indican que hay influencia paterna.
Una buena parte de las caracteristicas fenotipicas de los descendientes de los
13 cruzamientos entre la planta madre tetraploide sexual de P. plicatulum 4PT
y los parentales masculinos tetraploides apomicticos, denotan herencia
biparental, sea porque tienen valores o formas intermedias o porque se

asemejan mas al parental masculino que a la madre.
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Tabla 7. Caracteristicas morfologicas de la madre autotetraploide sexual de P. plicatulum 4PT, de 13 progenitores tetraploides apomicticos y de algunos de sus
respectivos hibridos. Color fucsia indica presencia de diferencias significativas de los hibridos en comparacion a la planta madre P. plicatulum 4PT y el color azul indica
ausencia de diferencias significativas de los hibridos en comparacion a la planta madre P. plicatulum 4PT. Los valores dentro de las columnas seguidos de letras indican
el promedio de cada variable para cada individuo. DE: desvio estandar.

Long. de la N° de Long del Long. del Aanec::’o I:;;nlg'
Especies o hibridos inflorescencia DE . DE racimo DE racimo DE hoi DE hoi DE

(cm) racimos basal (cm) apical (cm) cja cla

(cm) (cm)
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 23 0,7a 0,1 32,7a 8,0
P. chaseanum ST13894 15,6b 1,6 10,7¢ 0,6 9,1a 1,6 6,1a 0,4 1,6b 0,1 29,3a 4,7
H6 21c 1,0 10,0c 1,0 17,5bc 2,2 6,1a 1,5 1,5b 0,2 37,1a 2,5
H13 15,0b 1,2 9,7c 21 16,2b 3,1 11,3a 2,8 1,4b 0,1 29,3a 6,9
H14 19,9¢ 0,6 6,3b 0,6 21,5¢ 1,3 11,3a 49 1,3b 0,1 38,0a 53
H25 19,1c 0,1 11,3b 0,6 16,9bc 0,4 7,5a 1,6 1,5b 0,1 41,0a 6,1
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 23 0,7a 0,1 32,7a 8,0
P. compressifolium AK40811 10,2ab 1,7 4,3a 0,6 7,1a 0,8 2,2a 1,1 0,3a 0,1 14,3a 5,8
H1 12,9b 1,2 5,0a 1,7 11,7b 1,6 6,7b 0,1 0,8b 0,1 18,7ab 57
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 23 0,7a 0,1 32,7a 8,0
P. guenoarum Azulao 18,4b 3,6 6,0b 1,0 10,8a 2,7 8,5a 0,7 0,9b 0,1 14,7a 3,0
H11 16,4b 1,3 4,3ab 0,6 16,6¢ 0,7 9,5a 2,0 0,7ab 0,2 15,8a 7,1
H24 14,9ab 3,0 4,3ab 0,6 15,2bc 1,3 11,0a 0,9 0,7ab 0,2 16,1a 5,7
H37 14,0ab 1,6 4,0a 0,0 12,3ab 0,4 9,7a 0,2 0,5ab 0,1 12,2a 4,6
H42 9,0a 3,6 3,0a 1,0 12,7ab 0,8 10,6a 1,9 0,5a 0,1 9,0a 4,5
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 23 0,7a 0,1 32,7a 8,0
P. guenoarum Baio 20,5b 4.7 6,0a 3,0 17,2ab 2,6 11,5a 5,0 0,57a 0,1 14,0a 0,7
H35 15,6ab 3,4 4,0a 1,0 17,1ab 4,5 12,7a 4,0 0,57a 0,1 18,3ab 29
H42 20,2b 0,8 5,0a 0,0 18,5b 2,5 10,1a 2,0 0,60a 0,2 10,5a 6,6
H53 20,1b 2,8 6,0a 1,0 19,8b 2,0 10,6a 1,4 0,57a 0,2 15,5ab 10,8
H56 17,3b 3,7 5,7a 1,5 16,8ab 1,8 8,9a 1,1 0,28a 0,1 5,1a 3,8
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 23 0,7a 0,1 32,7a 8,0
P. guenoarum BO107 17,1b 0,1 5,3a 0,6 15,1ab 0,9 8,5a 2,8 0,9a 0,1 23,8a 54
H1 15,0b 4,7 4,3a 1,5 19,3b 4,1 12,2a 3,7 0,8a 0,1 26,2a 6,2
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H2
H3
H4

4PT*
P. guenoarum 4108
H1

4PT*
P. lenticulare BO190

4PT*
P. nicorae CPI27707
H1

4PT*

P. nicorae P1508821
H4

H8

H10

H18

4PT*

P. oteroi A&V1332
H5

H8

H13

H15

4PT*

P. plicatulum Hojs388
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13,8a
17,3b
16,0b

7,9a
21,7¢c
17,7b

7,9a
17,6a
16,7a
11,6a
12,1a
13,7a

7,9a
5,6a
21,7b

7,9a
7,9a
11,1a
11,8a
11,3a
9,0a

7,9a
6,1a
10,8bc
12,7¢c
12,2¢
10,8bc

7,9a
14,5b
17,4b
13,8ab
17,3b
15,8b

4,0a
5,7a
4,7a

3,3a
6,7b
5,3ab

3,3a
4,7a
4.7a
5,0a
3,3a
5,3a

3,3a
2,7a
6,7b

3,3a
3,7a
4,0a
7,0b
4,7a
3,0a

3,3a
5,7b
4,0ab
4,7ab
5,0ab
3,7ab

3,3a
10,3c
6,7b
5,0ab
10,7¢c
6,0b

0,6

15,6ab
20,7b
16,0ab

10,6a
14,0b
12,7ab

10,6a
18,2b
16,3ab
13,4ab
16,6ab
15,9ab

10,6a
5,8a
14,0b

10,6a
6,5a
10,4bc
7,8ab
12,6¢
10,0bc

10,6a
4,4a
9,8b
13,2b
11,5b
10,7b

10,6a
9,3a
9,4a
12,4a
11,0a
11,8a

0,5

11,9a
10,1a
11,3a

10,4a
11,1a
9,9a

10,4a
9,1a
9,8a
7,3a
11,7a
9,9a

10,4a
3,7a
11,1b

10,4a
4.,5a
8,0ab
3,4a
7,6ab
6,9ab

10,4a

4,3a
6,4ab
9,2ab
8,9ab
11,3b

10,4a
2,8a
6,6abc
7,0abc
5,3ab
5,3bc

23
0,9
2,0
0,5
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0,8a
0,9a
1,0a

0,7a
0,8ab
1,0b

0,7a
0,6a
0,7a
0,7a
0,7a
0,8a

0,7a
0,3a
0,8b

0,7a
0,4a
0,5a
0,7a
0,6a
0,5a

0,7a
0,8b
0,5a
1,0b
0,9b
0,9b

0,7a
0,8abc
0,8abc

0,9c
0,9bc

0,6a

0,1
0,1
0,2

—_

0
0
0,
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1
0,1

0,1
0,1
0,2

0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1

0,1
0,1

28,3a
32,5a
39,6a

32,7a
20,3a
39,0b

32,7a
20,4a
18,6a
19,7a
24.1a
23,7a

32,7a
20,3a
39,3b

32,7a
29,1a
23,4a
22,7a
22,1a
22,5a

32,7a
10,5a
23,0abc
25,3bc
24,9bc
18,9ab

32,7a
36,0a
36,1a
33,6a
37,9a
30,0a

0,6
11,5
13,9

8,0
0,2

8,0
2,8
9,0
2,4
4,2
8,6

8,0
3,7
2,8

8,0
10,6
10,6
10,7

4,6

6,1

8,0
1,2
53
50
2,9
3,7

8,0
8,3
1,2
2,3
10,3
4,0
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4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 2,3 0,7a 0,1 32,7a
P. plicatulum ML5 7,7a 1,3 3,7a 0,6 7,6a 1,3 3,1a 0,1 0,5a 0,1 31,1a
H2 10,9b 0,2 4,3a 0,6 7,5a 1,1 4,3ab 0,6 0,6a 0,1 27,6a
H3 11,4b 0,3 4,3a 0,6 9,3ab 0,7 7,3bc 1,2 0,6a 0,0 26,0a
H4 11,3b 0,5 4,3a 0,6 10,9a 0,4 6,3b 1,1 0,5a 0,1 26,6a
H5 12,9b 1,7 4.0a 0,0 10,6b 0,6 5,2ab 0,2 0,6a 0,1 26,9a
4PT* 7,9a 1,0 3,3a 0,6 10,6a 1,3 10,4a 2,3 0,7a 0,1 32,7a
P. rojasii AK40732 5,6a 3,9 2,3b 0,6 11,7ab 1,8 10,6a 3,0 0,9ab 0,1 27,6ab
H1 13,7¢c 0,9 6,3b 21 18,0c 29 13,1a 0,6 1,3c 0,1 34,3b
H2 8,7abc 1,4 4 3ab 1,5 17,0c 2,4 12,2a 0,9 1,2bc 0,1 30,5ab
H3 12,0bc 1,8 6,3b 1,1 15,8bc 0,7 12,7a 1,1 0,9ab 0,1 26,4ab
H9 8,8abc 1,6 3,7ab 0,6 13,8abc 1,5 11,9a 0,9 0,8a 0,1 18,1a

*Aguilera et al., 2011
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4. Modo reproductivo de los hibridos F,

La determinacién del modo reproductivo de los hibridos de 14 poblaciones
F1 se realizd utilizando la técnica de citometria de flujo. En muchos casos el
numero de hibridos analizados fue inferior al nUmero de hibridos logrados para
una determinada combinacién. Eso se debi6 a diferentes causas como ser: la
muerte de algunos hibridos antes de lograr juntar semillas; la esterilidad de
algunos hibridos, la escasa produccion de semillas de otros o por pérdidas por
desgrane natural de las panojas. En promedio se utilizaron para el analisis
entre 3 y 62 cariopses de cada individuo. Del total de 14 familias analizadas, en
11 se pudo determinar que hubo segregacién para el modo reproductivo,
observandose en la descendencia individuos de reproduccion sexual y de
reproduccién apomictica, ya sean apomicticos obligados o apomicticos
facultativos. Los individuos  sexuales mostraron una relacién
embrion/endospermo de contenido relativo de ADN de 2C:3C; indicando que el
embrién 2n se origind a partir de una ovocélula reducida (n) que fue fecundada
por un nucleo espermatico reducido (n), y el endospermo 3n se originé en un
segundo evento de fecundacién que involucré a los dos nucleos polares
reducidos (n + n) y el otro nucleo espermatico (n) del tubo polinico (Tabla 8,
Figura 6 A). Sin embargo los individuos apomicticos obligados originados a
partir de sacos apospoéricos, mostraron histogramas con una relacion de
contenido de ADN embrién/endospermo de 2C:5C, donde el embrion se origina
por partenogénesis de una ovoceélula no reducida de un saco embrionario
aposporico (2n + 0) y el endospermo por pseudogamia, es decir, la fecundacion
de los dos nucleos polares no reducidos del mismo saco apospérico (2n + 2n)
por un gameto masculino reducido (n) (Tabla 8, Figura 6 B). Los individuos
fueron clasificados como apomicticos facultativos cuando presentaron
histogramas con una relacion embridon/endospermo de 2/3 para algunas
semillas y de 2/5 para otras.

En dos de los tres casos restantes no se pudo determinar si existia
segregacion para el modo reproductivo puesto que solo se analizé un hibrido
en cada una de estas combinaciones de cruzamientos: P. plicatulum 4PT x P.
compressifolium con un hibrido sexual y P. plicatulum 4PT x P. nicorae

CPI27707 con uno apomictico. Finalmente, en P. plicatulum 4PT x P.
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plicatulum MLS5 se analizaron 6 hibridos y todos se reproducen por apomixis, ya
sea facultativa u obligada (Tabla 8). No obstante, debido al escaso numero de
individuos analizados no se puede afirmar que en esta combinaciéon no pueda

existir recombinacion.

100

a0 4

4C

Numero de nicleos

Numero de nicleos
-

40

8c
- 10C

! SRR BRI i, R T e
Contenido relativo de ADN o

o 200

400 600
A Contenido relativo de ADN B

Figura 6. Histogramas de citometria de flujo generados a partir de semillas de hibridos intra e
interespecificos. A) Hibrido sexual mostrando un pico 4C mas alto para el embrién y un pico 6C
mas pequefio para el endospermo. B) Hibrido apomictico con una proporcion de contenido
relativo de ADN embrién:endospermo de 2C:5C. Ambos histogramas mostraron picos
adicionales (8C, 12C y 10C) producidos por nucleos del embrion y del endospermo en estadio G2

del ciclo celular.

Estudios previos indican que dentro del género Paspalum, cuando se
cruza un individuo sexual con uno apomictico, se produce segregacion para el
modo reproductivo entre los hibridos F4 (Burton & Forbes, 1960; Martinez et al.,
2001; Stein et al., 2004; Aguilera et al., 2011; 2015). En todos esos casos los
progenitores femeninos eran plantas sexuales, autopoliploides inducidos
experimentalmente a partir de diploides, y los progenitores masculinos eran
plantas silvestres, apomicticas, a las cuales se consideré autotetraploides
teniendo en cuenta datos de apareamiento cromosémico en meiosis. Estas
mismas condiciones serian las de los materiales que usamos en esta tesis: las
madres sexuales 4PT y 7PT de P. plicatulum se originaron experimentalmente
por autoploidia (Sartor et al., 2009) y los genotipos paternos que usamos son
silvestres, apomicticos y muy posiblemente de origen autotetraploide (o
alopoliploides segmentarios), de acuerdo a las configuraciones cromosomicas
observadas en esos materiales y en los hibridos generados por ellos al usarlos

como dadores de polen (ver seccion V.2.).
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Tabla 8. Determinaciéon del modo reproductivo de hibridos logrados en 14 combinaciones de
cruzamientos de P. plicatulum tetraploide sexual (genotipos 4PT y 7PT) x genotipos silvestres,
tetraploides y apomicticos que involucran 8 especies diferentes del Grupo Plicatula. Sex:
sexuales; Ao: apomicticos obligados; Af: apomicticos facultativos.

Numero de hibridos con
Hibridos F;

Cruzamientos analizados reproduccion:

(n°.) Sex Ao Af

P. plicatulum 4PT

x P. chaseanum ST13894 19 13 0

x P. compressifolium 40811 1 1 0

X P. guenoarum Azulao 45 22 9 14

x P. guenoarum Baio 56 27 9 20

x P. guenoarum BO107 4 1 3 0

x P. guenoarum Q4108 2 1 0 1

x P. lenticulare BO190 4 2 1 1

x P. nicorae CPI27707 1 0 0 1

x P. nicorae P1508821 15 4 0 11

x P. oteroi A&V1332 11 9 1 1

x P. plicatulum Hojs388 18 7 3 8

x P. plicatulum ML5 6 0 1 5

x P. rojasii AK40732 7 5 1 1

P. plicatulum 7PT

x P. lenticulare V11893 4 1 0 3

En los trabajos mas recientes con especies de Paspalum (Martinez et al.,
2001; Stein et al., 2004; Aguilera et al., 2015) se propuso un modelo genético
donde la aposporia estaria controlada por un gen dominante en un marco de
herencia tetrasomica. Este modelo es muy semejante al que habia sido
propuesto por Savidan (1975) en trabajos experimentales con Megathyrsus
maximus (Jacq.) BK Simon & SWL Jacobs y por Valle & Glenke (1993) en
Brachiaria sp., donde los resultados coincidian con la proporcién 1 hibrido
sexual/1 hibrido apomictico en la F1 esperada en el modelo propuesto. Sin
embargo, en Paspalum notatum (Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004) y P.
plicatulum x P. guenoarum (Aguilera et al., 2015), se observé una mayor
proporcion de hibridos sexuales de lo que el modelo permite esperar en Fi.
Esta menor proporcion de hibridos apospéricos en la Fi se atribuyd a la

distorsion en la segregacion debida al efecto pleiotropico letal del gen
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dominante, cuya penetrancia seria incompleta. Los resultados obtenidos en
esta tesis avalarian un modelo monogénico con dominancia de la apomixis
sobre la sexualidad, pero de ninguna manera son conclusivos, puesto que para
eso se deberia haber analizado un numero mucho mayor de individuos en cada
familia hibrida. Hay que considerar que la segregacién de un genotipo
heterocigoto en herencia disomica es 3:1 pero en herencia tetrasémica es de
35:1 lo que indica que cualquier estudio en autotetraploides requiere un nimero
mucho mayor de individuos analizados. Las dos combinaciones donde se
analizé un mayor numero de hibridos fueron P. plicatulum x P. guenoarum
“Azulao” y P. plicatulum x P. guenoarum “Baio” con un total de 45 y 56 hibridos,
respectivamente. En ambos casos la segregacion fue de aproximadamente un
hibrido sexual por cada hibrido apomictico, y esto apoyaria el modelo de un
gen dominante para la apomixis en herencia tetrasomica, propuesto
originalmente por Savidan (1975) para la graminea Panicoidea Megathyrsus
maximus, donde el genotipo materno (sexual) seria aaaa y el paterno
(apomictico) seria Aaaa. Esto deberia ser refrendado por un analisis que
involucre, para cada uno de los cruzamientos que se realizd, un nUmero mucho
mayor de hibridos Fq, de hibridos F, y de retrocruzas. De estos resultados
surge esta hipotesis muy interesante que debera ser puesta a prueba mediante
la obtencién de hibridos F, y de retrocruzas. Por lo tanto, los resultados
obtenidos apoyan esta hipétesis muy interesante que, de todas maneras,
debera ser puesta a prueba mediante la obtencion de hibridos F, y de

retrocruzas.

V.2. Relaciones citogenéticas entre las especies del Grupo Plicatula

1. Analisis de la meiosis

Se hizo el estudio de la meiosis de los hibridos interespecificos de P.
plicatulum 4PT x P. chaseanum, P. nicorae y P. oteroi, y de hibridos
intraespecifico de esa misma madre con el biotipo apomictico P. plicatulum
Hojs388. Los demas hibridos interespecificos no se analizaron ya sea porque
son de logros mas recientes, porque murieron antes de florecer, como el caso

del unico hibrido P. plicatulum 4PT x P. wrigthii, o porque fueron analizados
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anteriormente (Aguilera et al.,, 2011). Por lo tanto, el anadlisis de las
asociaciones cromosomicas en diacinesis y metafase | de la meiosis se realizd
solo en una muestra de las familias hibridas obtenidas. A su vez, se tomo una
muestra de cada familia, consistente entre 2 y 5 individuos y sus respectivos
parentales masculinos. El analisis de las asociaciones cromosémicas de la
planta madre 4PT de P. plicatulum fue tomado de Sartor et al. (2009). A

continuacion se describen las familias analizadas.

P. plicatulum 4PT x P. chaseanum ST13894

En P. chaseanum se analizaron 23 CMP, en las cuales se observd un
rango de 0-7 univalentes (I), 9-18 bivalentes (Il), 0-3 trivalentes (lll) y 0-5
cuadrivalentes (IV). Sin embargo la mayoria de los cromosomas se asociaron
principalmente como bivalentes y cuadrivalentes (Tabla 9, Figura 7 A).

El comportamiento cromosémico de los tres hibridos P. plicatulum 4PT x
P. chaseanum, analizado en 60 CMP (Tabla 9), mostré que la mayoria de los
cromosomas se asociaron principalmente como bivalentes y cuadrivalentes; sin
embargo, se observaron algunos univalentes o rara vez trivalentes. El promedio
de las asociaciones cromosomicas observadas en los tres hibridos fue de 1,9
univalentes, 13,6 bivalentes, 0,3 trivalentes y 2,5 cuadrivalentes por CMP
(Tabla 9, Figura. 7 B). En algunas CMP se observd hasta un maximo de seis
cuadrivalentes.

Tabla 9. Promedio y rango de asociaciones cromosomicas observadas en diacinesis y

metafase | de la meiosis de P. plicatulum (4PT), P. chaseanum (ST13894) y en tres hibridos
interespecificos entre ambas especies.

Promedio y rango por célula
N° de N° de

plantas células

Progenitores-Hibridos

I i IV
P. plicatulum (4PT)* 1 53 0,1(0-1) 14,2(8-18) 0,1(0-1) 2,8 (1-7)
P. chaseanum (ST13894) 1 23 24(0-7) 14,0(9-18) 0,5(0-3) 2,0 (0-5)
Hibridos 3 60  1,9(0-6) 13,6(7-20) 0,3(0-2) 2,5 (0-6)

*Sartor et al., 2009
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Figura 7. Asociaciones de cromosomas meidticos en Metafase | (A) del
genotipo ST13894 de P. chaseanum y en Diacinesis (B) en un hibrido
interespecifico de P. plicatulum 4PT x P. chaseanum ST13894). Las
flechas sefialan los cuadrivalentes. La escala es valida para las dos
figuras.

P. plicatulum 4PT x P. nicorae P1508821:

Los cromosomas de P. nicorae PI508821 se asociaron principalmente
como bivalentes y cuadrivalentes, con un promedio por célula de 15,5
bivalentes y 1,8 cuadrivalentes, y un rango de 7-20 y 0-5, respectivamente,
pero también se observaron univalentes en un promedio de 1,5 y rango de 0 a

6 por célula, y no se registraron trivalentes (Tabla 10). En los cinco hibridos F,

estudiados, las configuraciones cromosdémicas mostraron univalentes,
bivalentes, cuadrivalentes, y ocasionales trivalentes, y un mayor numero de
bivalentes y muy pocos cuadrivalentes en relacion a ambos padres (Tabla 10,
Figura 8 A, B ). La anafase fue mayormente regular, con 20 cromosomas hacia
cada polo y raramente con algun rezagado (Figura 8 C).

Tabla 10. Promedio y rango de asociaciones cromosémicas observadas en diacinesis y

metafase | de la meiosis de P. plicatulum, P. nicorae P1508821 y en hibridos interespecificos
entre ambas especies.

N° de N° de Promedio y rango por célula

plantas células

Progenitores-Hibridos

| I I IV
P. plicatulum (4PT)* 1 53 0,1(0-1) 14,2(8-18) 0,1 (0-1) 2,8(1-7)
P. nicorae (P1508821) 1 31 15(06) 155(7-20) 0,0 (0-0) 1,8(0-5)
Hibridos 5 70  1,6(0-6) 18,0 (13-20) 0,2 (0-3) 0,5 (0-3)

*Sartor et al., 2009
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Figura 8. Asociaciones de cromosomas meidticos en Diacinesis (A), Metafase | (B),
Anafase (C), en hibridos interespecificos de P. plicatulum 4PT x P. nicorae P1508821. Las
flechas verdes sefialan los univalentes, las azules los trivalentes y la roja los cuadrivalentes.
La escala es valida para las tres figuras.

P. plicatulum 4PT x P. oteroi A&\V1332:

En P. oteroi se analizaron 54 CMP, en las que se observaron
configuraciones cromosomicas de univalentes a cuadrivalentes, con una media
de 1,3 univalentes; 12,9 bivalentes; 0,5 trivalentes; y 2,8 cuadrivalentes (Tabla
11, Figura 9 A). En los hibridos se analizaron 101 CMP, las cuales mostraron
una media de 7 univalentes + 16,1 bivalentes + 0,4 trivalentes + 1,0
cuadrivalentes por célula (Tabla 11, Figura 9 B). Los cinco hibridos
interespecificos mostraron un promedio de asociaciones bivalentes superior a
cualquiera de los padres. Aunque el nimero de bivalentes por CMP varié de 10
a 20, aproximadamente una célula de cada 10 tenia 20 bivalentes, mientras
que en ninguno de los parentales se observaron CMP con 20 bivalentes.
Ademas, el numero relativamente alto de univalentes podria ser una
consecuencia de la separacién precoz de los bivalentes durante la metafase y
no la falta de apareamiento cromosomico. En efecto, de acuerdo a lo
observado, la mayoria de los cromosomas que no se aparearon formaron pares
de univalentes, durante la primera metafase meidtica, uno en frente del otro en

ambos lados de la placa ecuatorial de la CMP (Figura 9 B).

58



Resultados y Discusién

Tabla 11. Promedio y rango de asociaciones cromosdmicas observadas en diacinesis y
metafase | de la meiosis de P. plicatulum, P. oteroi (A&V1332) y en hibridos interespecificos

entre ambas especies.

N° de N° de

Promedio y rango por célula

Progenitores-Hibridos
plantas  células

Il 1] v

P. plicatulum (4PT)* 1 53 0,1(0-1) 14,2(8-18) 0,1(0-1) 2,8 (1-7)
P. oteroi (A&V1332) 1 54 1,3(0-5) 12,9 (4-18) 0,5(0-2) 2,8 (0-8)
Hibridos 5 101 2,7 (0-10) 16,1 (10-20) 0,4 (0-3) 1,0 (0-5)
*Sartor et al., 2009
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Figura 9. Asociaciones de cromosomas meidticos en Metafase I: (A) genotipo
A&V1332 de P. oteroi con 4 1 + 8 Il + 5 IV, (B) hibrido interespecifico de P. plicatulum
4PT x P. oteroi A&V1332 con 8 | + 16 Il; excepto los dos univalentes en el extremo
derecho de la fotografia, los otros 6 forman tres pares de univalentes enfrentados que
podrian interpretarse como separacion precoz de 3 bivalentes. Las flechas verdes
sefalan los univalentes y las rojas los cuadrivalentes. La escala es valida para las dos

figuras
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P. plicatulum 4PT x P. plicatulum Hojs388:

En P. plicatulum Hojs388 se analizaron 26 CMP, en la mayoria de las
cuales los cromosomas se asociaron formando principalmente bivalentes, con
una media de 19,5 y un rango de 17 a 20 por CMP; con algunos univalentes
(promedio 0,7 y rango 0-6 por CMP) y ocasionalmente un cuadrivalente
(media=0,1y rango 0-1 por CMP) (Tabla 12). En los hibridos, casi el 70% de los
cromosomas se asociaron como bivalentes (promedio 13,6 por CMP) aunque
en ninguna célula se observaron el maximo posible de 20 bivalentes ya que el
rango observado fue de 9 a 18 por célula. Ademas, se observaron 5,0
univalentes de promedio con rango de 0 a 11, 0,8 trivalentes (rango entre 0 a 3,
y una media de 1,4 y variacion de 0 a 4 cuadrivalentes por célula (Tabla 12).
Tabla 12. Promedio y rango de asociaciones cromosémicas observadas en diacinesis y

metafase | de la meiosis de P. plicatulum, P. plicatulum Hojs388 y en hibridos interespecificos
entre ambas especies.

Promedio y rango por célula
N° de N° de Y gop

plantas  células

Progenitores-Hibridos

| [ i WY
P. plicatulum (4PT)* 1 53  0,1(0-1) 142(8-18) 0,1(0-1)  2,8(1-7)
P. plicatulum (Hojs388) 1 26 07(0-6) 195(17-20) 0,0(0-0) 0,1 (0-1)
Hibridos 5 35  50(0-11) 136(9-18)  08(0-3) 1,4 (0-4)

*Sartor et al., 2009

Todos los hibridos aqui analizados, los tres interespecifios P. plicatulum x
P. chaseanum, P. plicatulum x P. nicorae y P. plicatulum x P. oteroi, mas el
intraespecifico P. plicatulum x P. plicatulum, tuvieron como madre comun al
genotipo 4PT de P. plicatulum, una planta tetraploide (2n=40) de reproduccion
sexual inducida al tratar con colchicina una semilla de una planta diploide
sexual de esa especie (Sartor et al., 2009). Se trata por lo tanto de un genotipo
autotetraploide. En general, los poliploides se pueden clasificar como
autopoliploides, alopoliploides o alopoliploides segmentarios (Stebbins, 1947,
1950, 1970). Son autopoliploides cuando el complemento cromosémico
consiste de mas de dos copias completas del genoma de una sola especie, es

decir, cuando contienen mas de dos juegos haploides de cromosomas y todos
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los juegos son homologos entre si (provienen de la misma especie ancestral).
Son alopoliploides cuando tienen mas de dos juegos haploides de cromosomas
heredados de especies diferentes. Estas categorias son dificiimente absolutas
debido a distintos eventos que pueden ocurrir durante el origen y la evolucion
de un poliploide. Por ejemplo, se dice que un alopoliploide es segmentario
cuando hay homologia parcial entre los juegos de cromosomas que se
combinan en ese alopoliploide. También podemos hablar, y hay abundante
bibliografia, sobre los procesos de diploidizacién que pueden llevar a que, en
un poliploide que es autoploide por origen, los cromosomas se asocien en
meiosis formando bivalentes en lugar de multivalentes. Sin embargo, las
plantas 4PT y 7PT de P. plicatulum son sin dudas autotetraploides debido a sus
origenes. Generalmente para determinar si el origen de las diferentes especies
poliploides es autopoliploide o alopoliploide se tiene en cuenta el numero medio
y el rango de asociaciones cromosomicas en la meiosis, especialmente de las
asociaciones de multivalentes.

Las asociaciones cromosdmicas de la planta 4PT autotetraploide fueron
estudiadas por Sartor et al. (2009). Se observd un promedio de 0,1 univalentes,
14,2 bivalentes; 0,1 trivalentes y 2,8 cuadrivalentes por CMP, con un maximo
de siete cuadrivalentes por célula. Es decir, en la meiosis de este auténtico
autotetraploide la mayor parte de los cromosomas se asocian formando
bivalentes (71% de los 40 cromosomas) y cuadrivalentes (28%), ademas de
unos pocos trivalentes y univalentes. Si comparamos esto con los genotipos
tetraploides apomicticos de P. chaseanum, P. nicorae y P. oteroi los valores
son semejantes.

En P. chaseanum el 70% forma bivalentes y el 28% forma cuadrivalentes,
practicamente igual que en el autotetraploide 4PT y por lo tanto podriamos
considerar al material ST13894 como perteneciente a un citotipo autopoliploide
de P. chaseanum ya que existe también un citotipo diploide para la misma
especie (Espinoza & Quarin, 1997).

En P. nicorae 77,5% son bivalentes y 19% cuadrivalentes, es decir, con
menor proporcion formando cuadrivalentes que en el autotetraploide 4PT, pero
también puede ser considerada una especie autotetraploide, aunque tal vez

con cierto grado de diploidizacion, o eventualmente como alotetraploide
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segmentario originado por hibridacion entre dos especies cuyos genomas eran
parcialmente homologos. Esta ultima hipotesis seria la mas aceptable. En
efecto, a pesar de ser una de las especies del género para la cual se han
analizado citogenéticamente mayor cantidad de colecciones representativas de
toda su distribucion geografica, en todos los casos resultd ser tetraploide
(2n=40) y nunca se comunico la existencia de plantas diploides. El primer
reporte fue hecho por Saura (1948); también estudiaron esta especie Bashaw
et al. (1970), Pagliarini et al. (2001); Sartor et al. (2011) y son especialmente
destacables los estudios citolégicos de Burson & Benett (1970) y Reis et al.
(2008) por la cantidad de colecciones diferentes en las que analizaron el
apareamiento cromosémico en meiosis: 10 en el primer caso y 53 en el
segundo. En estos dos estudios se menciona la existencia ocasional de 6 6 7
cuadrivalentes pero en todos los casos el promedio esta en torno a 2
cuadrivalentes por célula o algo inferior a 2. Por lo tanto, la informacion
existente indica que hay una tendencia de los cromosomas a aparearse como
bivalentes, ya sea porque es un autoploide en el que ha existido un proceso de
diploidizacién, o mas probablemente por tratarse de un alopoliploide
segmentario surgido, no por autoploidia, sino por hibridacién de especies que
aportaron genomas parcialmente homologos. Esto se fundamentaria en la
inexistencia de un citotipo diploide en la especie, ya que en Paspalum las
especies autotetraploides tienen un citotipo diploide co-especifico (Ortiz et al.,
2013).

En P. oteroi el 64,5% de los cromosomas se asocian en meiosis formando
bivalentes, mientras que el 28% forma cuadrivalentes, es decir, hay el mismo
porcentaje de cromosomas formando cuadrivalentes que en el autotetraploide
4PT de P. plicatulum, por lo que se puede considerar que P. oteroi es también
una especie de origen autotetraploide. El porcentaje de univalentes observado
es mayor que en 4PT y que las otras especies aqui consideradas, pero eso
parece deberse a una separacion precoz de los cromosomas que integran
algunos bivalentes que a la falta de apareamiento durante la profase meidtica,
ya que durante la anafase de la primera division meidtica normalmente
segregan 20 cromosomas hacia cada polo. Lo resultados del analisis de la

meiosis de P. oteroi son muy semejantes a los observados por Pagliarini et al.
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(2001) para esta especie. En P. oteroi se han analizado muy pocas colecciones
a nivel citologico por lo que se desconoce si existe solo un nivel de ploidia
(tetraploidia) para esta especie.

Estas afirmaciones son sustentadas por el apareamiento de los
cromosomas en sus respectivos hibridos interespecificos con la planta 4PT vy
confirmarian las hipétesis: 1) La mayoria de las especies apomicticas del grupo
Plicatula estudiadas son de origen autotetraploide. 2) Comparten el mismo
juego o set basico de cromosomas. 3) Dada la gran similitud cromosémica
entre estas especies del grupo Plicatula, el apareamiento cromosémico en la
meiosis de los hibridos es posible.

En lineas generales podemos afirmar que P. oteroi y el citotipo tetraploide
de P. chaseanum, son de origen autotetraploide mientras que P. nicorae seria
probablemente una especie alotetraploide segmentaria con dos genomas
parcialmente homologos, pero con un nivel de homologia bastante importante
porque en algunas colecciones se han observado, aunque ocasionalmente,
hasta 6 y 7 cuadrivalentes por célula. Estas afirmaciones son sustentadas por
el apareamiento de los cromosomas en sus respectivos hibridos
interespecificos con la planta 4PT.

Las asociaciones cromosomicas de los hibridos entre, P. plicatulum x P.
nicorae y P. plicatulum x P. oteroi, nos permiten sugerir que estas especies
comparten en gran medida el mismo genoma basico. Las asociaciones
cromosomicas nos permiten sugerir que P. plicatulum y P. chaseanum
comparten el mismo genoma basico. Las dos especies tienen basicamente el
mismo genoma porque el promedio de las asociaciones cromosomicas,
principalmente la formacién de cuadrivalentes en los hibridos es muy
semejante a la de ambas especies.

Sin embargo, la mayor proporcion de univalentes observados en P.
chaseanum y en sus hibridos interespecificos en relacion al autotetraploide
4PT de P. plicatulum, sugiere que se pudieron haber producido algunas
modificaciones leves en algunos cromosomas después de la
autopoliploidizacion. Esto podria hacer que ciertos cromosomas tengan
mayores dificultades en el proceso de apareamiento para formar

cuadrivalentes. De hecho se observd un mayor nivel de trivalentes (en
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detrimento de cuadrivalentes) en P. chaseanum y en los hibridos respecto a la
madre 4PT. Los cambios también podrian explicar la mayor proporcién de
univalentes (en detrimento de bivalentes y cuadrivalentes) tanto en P.
chaseanum como en los hibridos respecto a 4PT. Asociaciones cromosémicas
similares a lo observado en estos hibridos (P. plicatulum x P. chaseanum)
fueron reportadas por Aguilera et al (2011) para hibridos interespecificos entre
P. plicatulum x P. guenaorum, indicando un origen autotetraploide para P.
guenaorum. Esto sugiere en primer lugar que las dos especies: P. guenoarum y
P. chaseanum son de origen autotetraploide y, en segundo lugar, que ambas
comparten genomas homoélogos, y que ese genoma a su vez es homadlogo con
el genoma del citotipo tetraploide inducido de P. plicatulum.

Cuando analizamos las asociaciones cromosémicas de los hibridos de P.
plicatulum x P. oteroi y P. plicatulum x P. nicorae observamos un mayor
promedio de bivalentes que en sus respectivos parentales. El alto porcentaje
de bivalentes de estos hibridos, seria debido a un alto grado de autosindesis.
Es decir, los cromosomas de los dos genomas aportados por la madre
autotetraploide se aparean primariamente entre si porque son homologos, y los
dos aportados por el padre también se aparean entre si, por lo menos en el
caso de P. oteroi, ya que se comporta como autotetraploide. Sin embargo, en
los hibridos 4PT x P. oteroi solo el 10% de los cromosomas, en promedio,
forma cuadrivalentes mientras que el 80% forma bivalentes. Esto indica que los
cromosomas de los genomas aportados por 4PT son solo parcialmente
homdlogos con los de P. oteroi. El caso de 4PT x P. nicorae es similar, pero en
ese caso, al ser P. nicorae una especie probablemente alotetraploide
segmentaria, se espera un porcentaje aun mayor de cromosomas formando
bivalentes, cosa que de hecho ocurre porque, en promedio, el 90% de los
cromosomas forman bivalentes en los hibridos P. plicatulum 4PT x P. nicorae y
solo el 5% forma cuadrivalentes. De todas maneras, los resultados sugieren
que existe algun grado de homologia u homologia parcial entre los genomas
parcialmente homologos aportados por P. nicorae y los cromosomas de los
genomas homologos que aporta el autotetraploide 4PT. La coleccion Hojs388
de P. plicatulum es tetraploide y se reproduce por apomixis. Para esta especie

existen reportes que dan cuenta de la existencia generalmente de plantas
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tetraploides (2n=40) (Saura, 1941; Magoon & Marchanda, 1961; Gould 1968;
Gould & Soderstrom, 1970; Bashaw et al., 1970; Pohl & Davidse 1971; Davidse
& Pohl, 1972; 1974; Fernandes et al.,, 1974; Pagliarini et al., 2001) y de
reproduccién apomictica en plantas tetraploides (Pritchard, 1970; Burson &
Bennett, 1971). Sin embargo, también se ha reportado un citotipo diploide para
esta especie (Reeder, 1967; Fernandes et al., 1974; Davidse & Pohl, 1972;
1978; Honfi et al., 1990) y que el citotipo diploide es de reproduccion sexual y
albgamo por autoincompatibilidad (Espinoza & Quarin, 1997). Los autores
mencionan la existencia de asociaciones cromosémicas multivalentes,
particularmente cuadrivalentes, en la meiosis del citotipo tetraploide. Sin
embargo, el promedio reportado es generalmente inferior a 1
cuadrivalentes/célula, con raras excepciones como por ejemplo con un valor
general de 10 bivalentes y 5 cuadrivalentes mencionado por Bashaw et al.
(1970). Excepto por datos como este, que indicaria un origen autoploide, la
gran mayoria de los datos corresponden a asociaciones cromosémicas tipicas
de plantas alopoliploides segmentarios o autopoliploides diploidizados. En la
planta Hojs388 se observo un alto porcentaje de bivalentes, con la presencia
de algunos univalentes y eventualmente un cuadrivalente; lo que sugiere
primariamente que este genotipo tiene un origen alotetraploide. En sus hibridos
intraespecificos obtenidos con la planta 4PT de P. plicatulum, también se
observé un alto porcentaje de bivalentes ya que en promedio el 68% de los
cromosomas forman bivalentes, con algunos univalentes, trivalentes y
cuadrivalentes. En realidad, en los hibridos se forman menos multivalentes que
en la madre pero bastante mas que en el padre. En promedio, en la meiosis de
la madre el 28,75% de los cromosomas forman multivalentes (trivalentes +
cuadrivalentes) y en Hojs388 solo el 1% de los cromosomas se asocia
formando cuadrivalentes (no se observaron frivalentes), mientras que, en
promedio, en los hibridos los multivalentes formados (trivalentes +
cuadrivalentes) involucran al 10% de los cromosomas. Estos resultados
sugieren que, por un lado, en la meiosis de los hibridos hay autosindesis no
solo entre los cromosomas de los dos genomas homodlogos de la madre
autotetraploide 4PT, sino también entre varios cromosomas de los dos

genomas aportados por Hojs388. Es decir, debe haber un grado bastante

65



Resultados y Discusién

importante de homeologia (homologia parcial) entre los dos genomas que
aporta Hojs388 porque en algunas células de los hibridos se observaron hasta
18 Il, de los cuales 10 se supone que se debe a autosindesis entre
cromosomas de la madre, pero los 8 restantes deben provenir del
apareamiento entre cromosomas de los dos genomas aportados por Hojs388.
Por otro lado, el hecho de que en promedio el 10% de los cromosomas de los
hibridos se asocian formando cuadrivalentes indica que existe cierta homologia
entre las dos copias homodlogas del genoma aportado por la madre
autotetraploide y cromosomas de los dos genomas (homedlogos) aportados
por el padre. Esto permite pensar que el tetraploide Hojs388 no debe haber
surgido directamente por autoploidia de un citotipo diploide, como se supuso
para el citotipo tetraploide de P. chaseanum o el tetraploide P. guenoarum, sino
que en su origen debe existir algun tipo de hibridaciones, probablemente entre
especies emparentadas. Por lo tanto, P. plicatulum Hojs388, probablemente
sea un alotetraploide o un autotetraploide diploidizado.

En general las asociaciones cromosémicas observadas en las progenies
analizadas fueron regulares, observandose en la anafase generalmente 20
cromosomas en cada polo y raramente con la presencia de algunos rezagados
y fragmentos cromosdmicos. La regularidad manifestada en la mayoria de las
asociaciones, se puede decir que estaria asociada a la fertilidad manifestada

en la mayoria de los hibridos.

2. Analisis de fertilidad

El genotipo 4PT de P. plicatulum se caracteriza por ser una planta
totalmente autoincompatible y tiene una baja produccién de semillas (25%)
cuando se cruza con el genotipo 7PT de P. plicatulum, ambos de origen
experimental y autotetraploides (Sartor et al., 2009). Sin embargo el genotipo
7PT de P. plicatulum, no es totalmente autoincompatible, ya que el mismo en
condiciones de autopolinizacion produce semillas llenas (3,6%). Cuando se
polinizé con polen del genotipo 4PT produjo 11,4% semillas llenas (Sartor et al.,
20009).

La fertilidad de los hibridos intra e interespecificos entre 4PT, 7PT x
genotipos tetraploides apomicticos, fue variable tanto en condiciones de

autopolinizacién como en polinizacién libre (Tabla 13). Se analizaron entre 1y
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11 individuos por familia, (entre 186 y 31069 espiguillas) en condiciones de
autopolinizacion y polinizacion libre. En condiciones de autopolinizaciéon los
porcentajes de espiguillas llenas fueron menores que en condiciones de
polinizacién libre, excepto los hibridos entre 4PT x P. guenoarum BO107 que
mostraron un porcentaje mayor en autopolinizacion (29,8%) que en polinizaciéon
libre (15,0%). El porcentaje de semillas llenas en condiciones de
autopolinizacién oscilé entre 0,0% para el hibrido de 7PT x P. lenticulare
V11893 y 29,8% para hibridos de 4PT x P. guenoarum BO107. En condiciones
de polinizacion libre, el porcentaje de llenado varié entre 1,6% para el hibrido
de 7PT x P. lenticulare V11893 y 40,1% para hibridos de 4PT x P. plicatulum
ML5.

Tabla 13. Fertilidad en hibridos de 13 cruzamientos entre 4PT o 7PT x genotipos tetraploides
apomicticos, en condiciones de autopolinizacién y polinizacion libre.

Cruzamientos Autopolinizacion Polinizacion Libre

Hibridos Espiguillas  Espiguillas Espiguillas Espiguillas

analizados  analizadas llenas analizadas llenas
(n°) (n°) (%) (n°) (%)
P. plicatulum 4PT
x P. chaseanum ST13894 9 31069 1,0 38716 6,8
x P. compressifolium AK40811 1 710 8,5 1992 16,9
x P. guenoarum Azulao 7 1239 9,3 3980 20,7
x P. guenoarum Baio 6 1460 8,3 5308 17,0
x P. guenoarum BO107 3 1337 29,8 793 15,0
x P. guenoarum Q4108 1 767 0,4 2140 22,1
x P. lenticulare BO190 3 290 1,0 1775 6,3
x P. nicorae CPI127707 1 1009 7,4 850 21,2
x P. nicorae P1508821 11 4008 28,5 12717 31,5
x P. oteroi A&V 1332 6 9666 1,7 11447 22,2
x P. plicatulum Hojs388 7 4296 5,6 8374 12,7
x P. plicatulum ML5 3 1255 6,9 1121 40,1
x P. rojasii AK40732 2 2941 2,0 5138 10,4
P. plicatulum 7PT
x P. lenticulare V11893 1 186 0,0 1047 1,6

Estudios previos en Paspalum indican que progenies hibridas obtenidas
de cruzamientos interespecificos (Quarin & Burson, 1983; Quarin et al., 1984;
Quarin & Norrmann, 1987, 1990; Caponio & Quarin, 1987; 1990) resultaron ser
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en su mayoria estériles y en los casos que fueron fértiles, la produccion de
semillas fue baja. Sin embargo la mayoria de los hibridos obtenidos en esta
tesis en los cruzamientos intra e interespecificos resultaron ser fértiles,
situacion similar sucedio en la progenie obtenida por Aguilera et al. (2011) en el
cruzamiento entre P. plicatulum x P. guenoarum. Teniendo en cuenta que la
mayoria de los hibridos sobrevivieron y produjeron semillas, contar con los
mismos fue una ventaja, porque permiti6 medir su produccion de semillas en
condiciones de autopolinizacion y polinizacién libre. La fertilidad manifestada en
la mayoria de los hibridos indica que es posible utilizarlos para realizar
retrocruzas y nuevos cruzamientos. Ademas, si los individuos que tienen una
buena produccion de semillas en condiciones de polinizacion libre, baja o nula
produccién en autopolinizacion, y si son de reproduccion sexual, serian de gran
importancia, ya que los mismos se pueden usar como madres en futuros
programas de mejoramiento genético, sin la necesidad de castracion. Esta
condicion practicamente no se dio, por lo menos en términos absolutos, ya que
la gran mayoria de los hibridos mostré al menos cierto grado de fertilidad en
autofecundacion. Sin embargo, es evidente que en la mayoria de los casos se
manifest6 una mayor fertilidad en condiciones de polinizacion cruzada. Es
probable que esto se deba a algun tipo de control genético de la
incompatibilidad, (como el que existe en las madres, especialmente en 4PT) o
bien a efectos deletéreos de la autogamia. Cuando se hizo la poblacién de
policruzamiento, al principio del trabajo de tesis, con el objetivo de crear una
poblacion sexual sintética, se tenia solo datos preliminares para afirmar que los
distintos hibridos se iban a intercruzar. Los datos que ahora tenemos indican
que la gran mayoria de hibridos produce mayor cantidad de semillas cuando
disponen libremente de polen de otros hibridos. La prediccidn que emerge de
las hipotesis que propone que las poblaciones hibridas F; serian interfértiles,
posibilitarian el desarrollo de una poblacién tetraploide sexual sintética se
cumple confirmando la hipotesis inicial de trabajo.

La enorme variacion y la mezcla de caracteristicas fenotipicas
observadas en la poblacién sintética indican que el policruzamiento se produjo
y que es posible el intercambio de genes al cultivar consociados a los hibridos

de distintas combinaciones entre diferentes especies del grupo Plicatula. Esto

68



Resultados y Discusién

abre un abanico muy grande de posibilidades para intentar distintas vias en el
mejoramiento genético de estas especies. Si a esto le agregamos que el
caracter apomixis se manifiesta como dominante y es posible usarlo para

estabilizar genéticamente una poblacién, las posibilidades son aun mayores.
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V.3. Poblacion sintética tetraploide sexual dentro del Grupo
Plicatula

1. Hibridos F; sexuales seleccionados para policruzamiento

Dentro de 9 familias hibridas, fueron seleccionados 50 individuos
sexuales que se caracterizaron por presentar mayor vigor y porque todos ellos
eran fértiles, es decir, eran capaces de formar semillas aunque en porcentajes
variables. Debido a las limitantes de tipo operativo que significé el manejo de
cruzamientos dialélicos, con plantas en macetas, en invernadero, la necesidad
de ensobrar las inflorescencias y distribuir el polen, ademas del hecho de tener
que hacerlos en un solo ciclo de floracién, solo 9 individuos de los 50 fueron
utilizados para realizar los cruzamientos dialélicos y sus reciprocos (Tabla 14).
Los 9 hibridos involucrados pertenecieron a los siguientes cruzamientos: A1,
A37, A41 (4PT x P. guenoarum Azulao); B5, B44 (4PT x P. guenoarum Baio);
H3 (4PT x P. plicatulum Hojs388); N10 (4PT x P. nicorae); O8 (4PT x P.
oteroi); L1 (7PT x P. lenticulare). El total de cruzamientos dialélicos y sus
respectivos reciprocos, al tomar 9 individuos es, tedricamente, de 72
combinaciones. Solo fue posible completar 8 combinaciones, las que con las
combinaciones reciprocas sumaron 16 del total de 72. El porcentaje de
espiguillas llenas en los diferentes cruzamientos dialélicos y en sus reciprocos
fue muy variable, tanto entre distintas combinaciones como entre
combinaciones reciprocas. En algunos casos la fertilidad fue baja
independiente de la direccién del cruzamiento, como por ejemplo en A37 x A41
fue de 0,9% y en el reciproco fue 0,2%; en N10 x H3 la fertilidad fue importante
con el 29.6% y en el reciproco también; sin embargo, en otros casos la
fertilidad tuvo valores muy distintos dependiendo de cual hibrido fue el que
recibid el polen, como por ejemplo el hibrido B44 produjo 1,4% de espiguillas
con grano cuando se polinizé con H3, mientras que H3 produjo 17,5% cuando
recibid polen de B44.
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Tabla 14. Cruzamientos dialélicos y sus dialélicos reciprocos entre hibridos F; sexuales.

Cruzamientos dialélicos Cruzamientos dialélicos reciprocos

Espiguillas Espiguillas Espiguillas Espiguillas

Cruzamientos Cruzamientos

analizadas (n°) llenas (%) analizadas (n°) llenas (%)
A37 x Ad1 322 0,9 A41 xA37 864 0,2
L1 x O8 368 22 08xL1 200 0,0
B5 x A1 377 15,9 1xB5 811 8,9
B44 x H3 955 1,4 H3xB44 315 17,5
B44 x L1 2216 20 L1xB44 595 2,9
N10 x A41 565 37,2 A41 xN10 122 20,5
N10 x O8 1051 18,3 08 x N10 511 18,0
N10 x H3 936 29,6 H3 xN10 374 32,9

Los hibridos se identifican de la siguiente manera: Una letra mayuscula identifica al parental polinizador que dio origen
al hibrido y el nimero que le sigue a la letra mayuscula identifica al nUmero de orden de ese individuo en esa familia de
hibridos. A: Azulao, B: Baio (P. guenoarum); H: Hoosgard (P. plicatulum); L: Lenticulare (P. lenticulare); N: Nicorae (P.
nicorae); O: Oteroi (P. oteroi).

Por otra parte, se realizd6 simultdneamente una comparacion entre la
produccién de semillas de cuatro hibridos involucrados en los cruzamientos
dialélicos, con la proporcién de espiguillas llenas de esos mismos hibridos en
condiciones de autopolinizacién. Como la produccion de varas floriferas en las
plantas en macetas fue limitada, en varios hibridos no fue posible hacer
autopolinizacién simultdneamente con los cruzamientos dialélicos reciprocos.
En general, cuando la autopolinizacion fue posible, la produccion de semillas
fue bastante menor que cuando recibieron polen de otros hibridos.
Concretamente, los hibridos O8 y L1 no produjeron semillas en
autopolinizacion pero si lo hicieron cuando recibieron polen de algun otro
hibrido: el 18% de las espiguillas de O8 formaron grano cuando recibieron
polen de N10 mientras que el 2,2 y 2,9% de las espiguillas de L1 formaron
semillas al ser polinizadas con O8 y B44, respectivamente (Tabla 14). Por su
parte, B44 tuvo una baja produccién en autopolinizacion (1,4%) y también en
dos combinaciones de polinizacién con otros hibridos: 1,4% con polen de H3 y
2,0% con polen de L1, respectivamente. El hibrido H3 produce 18,4% en
autopolinizacién, mientras que en dos casos de polinizacion dio valores de 17,5
y 32,9%. Aunque fue grande la variabilidad observada para la produccién de
semillas en los diferentes cruzamientos dialélicos y sus reciprocos, en general
esta produccién fue mayor que la que cada hibrido obtuvo en autopolinizacion.

Esto estaba indicando que habia cierto grado de incompatibilidad en estos
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hibridos. Ademas, y a pesar de que son pocos los cruzamientos dialélicos que
se lograron realizar en una temporada, se pudo observar que la produccion de
un hibrido puede ser pequefa en alguna combinacion de polinizacion pero ser
mucho mayor cuando recibe polen de algun genotipo distinto. Estos resultados,
y la necesidad de acortar los tiempos para lograr una poblacién sexual
sintética, nos llevaron a programar, en la siguiente temporada, el
establecimiento de una poblacion de intercruzamiento de 50 plantas sexuales,
provenientes de 9 combinaciones hibridas. De los 50 individuos seleccionados
de las 9 familias hibridas, se realizaron réplicas ampliando a 132 individuos que

constituyeron la poblacion de policruzamiento (Figura 10, Tabla 15).

Figura 10. Hibridos sexuales seleccionados y sus respectivas
réplicas utilizados para la poblacion de policruzamiento.
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Tabla 15. Hibridos sexuales seleccionados para el policruzamiento y el numero de réplicas
correspondiente

Cruzamientos Hibridos sexuales Réplicas N° de F
Seleccionados (n°) (n°)
P. plicatulum 4PT
x P.chaseanum ST13894 9 2 18
x P. guenoarum Azulao 11 2 22
x P. guenoarum Baio 11 2 22
x P. guenoarum GR19 11 2 22
x P. guenoarum Q4108 1 8 8
x P. nicorae PI1508821 1 6 6
x P. oteroi A&V 1332 1 10 10
x P. plicatulum Hojs388 4 4 16
P. plicatulum 7PT
x P. lenticulare V11893 1 8 8
Total 50 132

Los 132 individuos fueron trasplantados al campo experimental de la

Facultad de Ciencias Agrarias, a 1 metro de distancia entre planta en una

parcela constituida por 12 lineas de 11 plantas cada una (Figura 11). La

cosecha se realizé simultaneamente de todas las plantas de la parcela un mes

después que se consider6 que todas estaban en plena floracion y se

polinizaban libremente. A esto se agregd la cosecha de las plantas precoces

que habian sido intercruzadas manualmente. Se cosecharon aproximadamente

50 gramos de semillas llenas provenientes de las 132 plantas.
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| s SRRV RN 4 g
Figura 11. Poblacion de policruzamiento ubicado en el campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE. Dos estados fenologicos A: crecimiento
vegetativo B: plena floracion.

2. Poblacion sintética tetraploide sexual

De las espiguillas llenas obtenidas del policruzamiento, una parte fueron
sembradas y se obtuvieron 540 plantas, que fueron inicialmente repicadas a
macetas y mantenidas dentro del invernaculo. Posteriormente fueron
trasladadas al campo experimental arrendado en el marco del convenio entre la
Facultad de Ciencias Agrarias y la empresa PGG Wrightson Seeds en la
localidad de Riachuelo, Corrientes. El trasplante se hizo a 1 metro de distancia
entre plantas. Estas 540 plantas formaron la poblacion sintética tetraploide

sexual (Figura 12).

Figura 12. Poblacién sintética tetraploide sexual ubicada en el campo experimental en

la localidad de Riachuelo, Corrientes. Dos estados fenolégicos A: crecimiento
vegetativo B: inicio de la floracion.

Los estudios de citometria de flujo permitieron identificar a los hibridos

sexuales y apomicticos de las diferentes familias hibridas. La seleccion de
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algunos hibridos sexuales vigorosos y fértiles (capaces de producir semillas),
pertenecientes a varias progenies de distintas combinaciones hibridas
constituy6 la base para formar la poblacion sintética sexual. Por otro lado, los
resultados de los cruzamientos dialélicos y sus reciprocos realizados con
algunos de estos hibridos sexuales comparados con la produccion de semillas
en autofecundacion de algunos de ellos demostraron que son capaces de
cruzarse libremente cuando florecen simultdneamente. Esto presupone cierta
prevalencia por la alogamia, aunque no descarta la autogamia. Cuando se
realiza el policruzamiento, el aislamiento de las plantas seleccionadas es
fundamental para evitar la contaminacién con polen extrafio de otros genotipos.
Es por eso que se mantuvieron cortadas las inflorescencias de las diferentes
especies de Paspalum que se encontraban en las inmediaciones de nuestra
poblacion y asi se asegurd que el policruzamiento sea exclusivamente entre las
132 plantas elegidas. El diagrama de la parcela de 132 plantas fue realizado
tratando de que cada uno de los hibridos intervinientes estuviese cerca de la

mayor cantidad posible de los otros hibridos.

El modelo genético de la herencia de la apomixis en diferentes especies
de Paspalum (Martinez at al., 2001; Stein et al., 2004; Aguilera et al., 2015) y
en otras Gramineas Panicoideas como Megathyrsus maximus (Jacq.) BK
Simon & SWL Jacobs (Savidan, 1975) y Brachiaria (Valle & Glenke, 1993)
implica que al depender de un factor dominante, las plantas sexuales al
autofecundarse, o al cruzarse entre si, siempre dan descendientes sexuales.
Por lo tanto, es de esperar que todos los descendientes de las semillas
formadas por polinizacion abierta en la poblacion de las 132 plantas vayan a
producir plantas sexuales. Es cierto que en el policruzamiento intervinieron 50
hibridos originados entre P. plicatulum y otras cinco especies (P. chaseanum,
P. nicorae, P. oteroi y P. lenticulare), ademas de un biotipo de P. plicatulum
(Hojs388) que es diferente a la madre. Solo se conocen registros de estudios
de herencia de la apomixis dentro de Paspalum en P. plicatulum = P.
guenoarum (Aguilera et al., 2015) donde efectivamente los cruzamientos entre
dos plantas sexuales siempre originan plantas sexuales. Los resultados acerca
de la segregacion para apomixis observada en las F4 de los demas hibridos

interespecificos intervinientes en estos policruzamientos, y los resultados de los
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estudios citogenéticos en esos hibridos hacen suponer que el modelo genético
de herencia de la apomixis es basicamente el mismo que el descrito para P.
notatum, (Martinez et al., 2001) para P. plicatulum x P. guenoarum, (Aguilera et
al., 2015), para P. maximum (Savidan 2000) y para Brachiaria sp (Valle &
Glenke, 1993). En este modelo, la apomixis esta controlada por un gen
dominante en el marco de la herencia tetrasémica, independientemente de la
accién colateral del mismo o de otro gen/es que pueda modificar la relacion en
la segregacion. Siempre en ese modelo, las plantas sexuales dan
descendientes sexuales. Por lo tanto, consideramos que las plantas obtenidas
como producto del policruzamiento formaron una poblacién sintética sexual.
Por supuesto, esa poblacion va a ser mantenida y utilizada en trabajos de
avance en el uso de intercambio génico para el mejoramiento genético que
involucre a distintas especies del grupo Plicatula. Uno de los objetivos futuros
sera seleccionar, a partir de esta poblacién sexual sintética, un pequefio grupo
de individuos que seran utilizados como madres en cruzamientos con plantas
apomicticas. A ese pequefio grupo de plantas sexuales selectas habra que
analizarlas para corroborar que mantienen su condiciéon de reproduccién cien
por ciento sexual.

Se presupone que la poblacion sintética sexual que hemos obtenido tiene
una amplia variabilidad genética, y de hecho se caracteriza por una amplia
variacion fenotipica. Esta variabilidad genética seguramente se debe al aporte
de genes provenientes de cinco especies tetraploides apomicticas diferentes
(P. guenoarum, P. nicorae, P. chaseanum, P. oteroi y P. lenticulare) y de un
biotipo de P. plicatulum (Hojs388) también apomictico. El origen de esta
poblacién indica que en ella se encuentran genes de todas esas especies
apomicticas, excepto el/llos genes que determinan la apomixis. Al ser los
individuos que la integran interfértiles, o al ser posibles de ser usados como
madres en cruzamientos futuros, por ser sexuales, se considera que ahora esta
abierta la posibilidad de transmitir genes que provienen de plantas apomicticas,
y aun mas, de intercambiar entre plantas sexuales muchos genes que
provienen de plantas apomicticas, sin transmitir los factores que determinan la
apomixis, si asi uno lo quisiera. Ademas constituye una nueva via para el

mejoramiento genético de especies del grupo Plicatula e implica que ahora se
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puede contar con nuevas plantas tetraploides sexuales, las cuales son
portadoras de genes de varias especies silvestres tetraploides y apomicticas.

Los citotipos tetraploides silvestres de todas estas especies son
invariablemente apomicticos ya que para ninguna de ellas se encontré nunca
una planta tetraploide que sea totalmente de reproduccién sexual. Eso
complicd siempre el mejoramiento genético de estas especies forrajeras. La
seleccidon de unas pocas plantas en la poblacion sintética sexual que se ha
logrado formara la base del mejoramiento genético en especies del grupo
Plicatula de Paspalum. Estas plantas constituiran las madres en futuros
cruzamientos entre plantas sexuales por plantas apomicticas dentro del grupo
Plicatula.

Por otro lado, teniendo en cuenta que se obtuvieron hibridos en 15 familias,
y que para esta poblaciéon sintética solo intervinieron hibridos de 9 familias
hibridas, seria posible la incorporacion de estos nuevos hibridos y asi se
ampliaria la variabilidad genética en la poblacion sintética tetraploide sexual.
Ademas podria ser mejorada utilizando una seleccién recurrente reciproca de
hermanos completos interpoblacionales, la cual se considera para la obtencién
de hibridos porque acumula los efectos aditivos y de dominancia (Borém et al.,
2008). El uso de seleccion recurrente basada en aptitud combinatoria permitiria
mejorar genéticamente la poblacion sintética sexual. En Brachiaria, Miles,
(2007) propuso una modificacion para esta técnica, donde utiliza una sola
poblacion sexual y un “tester” apomictico. Propone que la seleccidén de las
plantas sexuales se realice a partir del comportamiento de la progenie
resultante del cruzamiento prueba donde interviene como parental masculino
un genotipo apomictico. Las posibilidades que esta poblacion abre para el
mejoramiento genético de especies del grupo Plicatula de Paspalum son ahora

infinitamente superiores a lo que era anteriormente.
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VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron hibridos interespecificos a nivel tetraploide entre P.
plicatulum y 7 especies apomicticas diferentes del grupo Plicatula, ademas de
hibridos intraespecificos con genotipos tetraploides silvestres y apomicticos.
Esto a partir de 21 combinaciones de cruzamientos, involucrando 11 especies
diferentes (7962 espiguillas polinizadas). En 3 de las 4 combinaciones en las
que no se lograron hibridos, el numero de espiguillas polinizadas fue inferior al
numero promedio realizado por especie. Con excepcion de un caso donde el
unico hibrido logrado no se puedo analizar (P. plicatulum x P. wrigthii) todos los
hibridos intra o interespecificos fueron fértiles y en diferentes grados. Por lo
tanto, es posible producir hibridos fértiles con vistas a la transferencia de genes
entre especies del grupo Plicatula a nivel tetraploide, entre plantas sexuales y
apomicticas. El genotipo 4PT tetraploide, de reproduccion sexual, inducido por
colchicina, es totalmente autoincompatible y toda su descendencia, intra-
interespecifica, siempre fue de origen hibrido. Constituye por lo tanto un
material ideal para iniciar cualquier programa de mejoramiento por
cruzamientos y transferencia génica, ya que no necesita ser castrado antes de
polinizar.

La técnica de citometria de flujo resulté ser una herramienta valiosa para
la determinacion del modo reproductivo de las F4 obtenidas. En 11 de 12
familias se pudo determinar que existe segregacion en F{ para el modo
reproductivo, observandose hibridos sexuales e hibridos apomicticos. En la
restante combinacion hibrida, P. plicatulum 4PT x P. plicatulum MLS5,
tetraploide silvestres apomictico, se analizaron 6 hibridos y todos se
reproducen por apomixis. No obstante debido al escaso niumero de individuos
analizados no se puede afirmar que en esta combinacion no pueda existir
recombinaciéon. Esto indica que en este tipo de cruzamientos 4xS x 4xA,
siempre existira la posibilidad de fijar una determinada combinacién génica si la
misma se combina con apomixis.

Conociendo las configuraciones cromosdmicas en meiosis de la madre
autotetraploide 4PT P. plicatulum, las observadas en los parentales masculinos
y las respectivas progenies nos permitieron inferir dos cosas: el probable modo

de origen de las especies poliploides (4xA), y también ver si existe algun grado
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de homologia entre los cromosomas de las especies parentales con el genoma
de autotetraploide 4PT P. plicatulum. En término generales, P. oteroi y P.
chaseanum, son de origen autotetraploide mientras que P. nicorae seria
probablemente un alotetraploide segmentario con dos genomas parcialmente
homoélogos. El apareamiento de los cromosomas de los diferentes hibridos,
intra e interespecificos sustentan la hipotesis de que estas especies comparten
formas de un genoma basico ancestral que actualmente manifiestan distintos
grados de homologia entre si y con el genoma de P. plicatulum.

La fertilidad de los hibridos en autopolinizacion, medida como porcentaje
de espiguillas que forman grano, salvo excepciones, es escasa. Sin embargo,
la proporcion de granos formados aumenta en polinizacién libre cuando
muchos y diferentes hibridos florecen simultdaneamente en un mismo lugar.
Esto es alentador si se piensa en un programa para ampliar la base genética y
manipular transferencia génica para objetivos de mejoramiento.

Queda instalada una poblacién sintética tetraploide sexual, caracterizada
por una amplia variabilidad fenotipica. También se supone que tiene una
amplia variabilidad genética por haberse originado en un policruzamiento. La
poblacion de origen estuvo integrada por 50 hibridos F4 sexuales,
correspondientes a 5 combinaciones interespecificas con especies 4xA y una
intraespecifica con un genotipo 4xA silvestre. La semilla se produjo en
polinizacién libre (autopolinizacion y polinizaciéon cruzada). Algunos hibridos
analizados inicialmente habian demostrado preferencia por la polinizacion
cruzada, y ademas ésta fue favorecida manualmente. Sin dudas, la poblacién
sintética en conjunto posee una gran variabilidad genética heredada de
representantes silvestres apomicticos de seis especies (P. guenoaraum, P.
chaseanum, P. oteroi, P. nicorae, P. plicatulum y P. lenticulare), excepto el o
los factores genéticos que determinan la apomixis, ya que todas son de
reproduccién sexual, un caracter recesivo respecto a apomixis.

Los individuos de la poblacién sintética son de reproduccién sexual y
contienen genes heredados de diferentes especies apomicticas. Es una base
extraordinaria para el programa de mejoramiento genético recientemente
iniciado en la FCA-UNNE, programa que involucra a especies del grupo

Plicatula de Paspalum. Es extraordinaria porque es sexual y corresponde a un
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grupo taxonémico cuyas especies 4x silvestres son todas apomicticas; porque
siendo sexual posee genes heredados de varias especies apomicticas; porque
la afinidad genética de los genomas involucrados, la fertilidad y la factibilidad
de posteriores intercruzamientos, permitiran el manejo de hibridaciones y

transferencia génica tradicional como métodos de mejoramiento.
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