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Resumen

Paspalum chaseanum es una graminea que pertenece al grupo Plicatula del género
Paspalum, es originaria de América del Sur y se caracteriza por presentar citotipos diploides
sexuales (2xS) y autoincompatibles, y citotipos tetraploides apomicticos (4xA), seudégamos
y autocompatibles. En la naturaleza no se han encontrado plantas 4x sexuales (4xS). El
objetivo de este estudio fue obtener plantas 4xS a partir de plantas 2xS de P. chaseanum.
Esas plantas 4xS pueden ser utilizadas como parentales femeninos en cruzamientos intra e
interespecificos con 4xA. Un total de 230 plantulas 2xS de P. chaseanum fueron sumergidas
en una solucién de colchicina (0, 2%) y dimetil sulféxido (2%) durante 2, 4, y 6 hs. Lograron
sobrevivir 135 plantulas, que fueron analizadas por citometria de flujo. Entre estas, solo una
planta 4x inducida fue obtenida (tratamiento de 6hs). Los resultados fueron confirmados por
recuento de cromosomas en punta de raices. Los estudios embrioldgicos realizados en 120
ovarios maduros, utilizando un microscopio de contraste diferencial interferencial (DIC),
revelaron que todos los ovarios presentaron sacos embrionarios meioticos, indicando que la
misma se reproduce sexualmente. Esta planta no produce semillas en autopolinizacion,
manteniendo el sistema de autoincompatibilidad de los 2xS. Sin embargo, produce semillas
luego de ser polinizada con otros genotipos. Esto permitiria usarla como madre en
cruzamientos intra e interespecificos con citotipos 4xA del grupo. Los resultados sugieren
ademas que es posible quebrar la barrera de la apomixis en los genotipos 4x naturales
permitiendo la liberacion de los genes y crear nuevas combinaciones genotipicas que

pueden ser utilizadas en programas de mejoramiento genético.
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Introduccioén

Las gramineas predominan en la
vegetacion natural del nordeste de Argentina
y el género Paspalum es uno de los mas
importantes por el numero de especies que
aporta. Muchas de sus especies tienen un
alto valor forrajero, por lo que la seleccion y
de variedades

el cultivo sistematico

mejoradas podrian incrementar
notablemente el potencial ganadero de la
region. Por otra parte, la apomixis,
medio de
1984), se

encuentra con frecuencia en especies de

reproduccién  asexual por

verdaderas semillas (Nogler,

este género. Este modo reproductivo esta
asociado a la poliploidia (Ortiz et al., 2013) y
generalmente la mayoria de las especies
apomicticas son tetraploides (4x) y tienen
una contrapartida co-especifica diploide (2x)
y de reproduccion sexual (Quarin, 1992). En
las poblaciones de especies 4x apomicticas
no existen individuos de reproduccion
sexual, aunque la reproduccion de cada
individuo no es siempre totalmente
apomictica. Sin embargo, las poblaciones 2x
de la misma especie son totalmente de
reproduccién sexual.

El grupo Plicatula agrupa a todas
aquellas especies relacionadas a P.
plicatulum (Chase, 1929), especies que se
caracterizan fundamentalmente por
presentar espiguillas cuyas lemmas tienen

arrugas transversales y el antecio es de

Color marrén oscuro brillante. Este grupo
incluye a numerosas especies y formas
nativas cuyo principal centro de variacion se
encuentra en el centro y oeste de Brasil,
Paraguay y este de Bolivia. La gran
diversidad observada en poblaciones
naturales hace de este grupo un complejo
de

muchas de ellas actualmente no bien

extremadamente variable especies,

definidas taxonOmicamente. Existen
especies que son diploides y se reproducen
por sexualidad, mientras que los poliploides
son apomicticos, pseudégamos y
autofértiles (Quarin et al., 1997; Espinoza et
2001). El

mediante cruzamientos y seleccion es

al., mejoramiento  genético
impracticable dentro de especies de este
grupo a nivel tetraploide, debido a que todos
los genotipos 4x estudiados hasta el
momento se reproducen por apomixis. Por
otra parte, las razas diploides de este grupo
son de reproduccion sexual. La obtencion de
plantas sexuales a nivel 4x es un requisito
importante para estudios basicos de la
apomixis y/o para iniciar cualquier programa
de mejoramiento genético a nivel tetraploide.
Por lo tanto, la duplicacion de cromosomas
a partir de plantas 2x es la manera mas
directa para la obtencidbn de plantas 4x
sexuales, las que podrian ser luego
utilizadas como progenitores femeninos en
cruzamientos de plantas sexuales por

apomicticas.
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chaseanum especie perteneciente al

P.

grupo Plicatula, se caracteriza por incluir

plantas hirsutas, con espiguillas también
hirsutas dispuestas en pares sobre un raquis
angosto. Su distribucion ocurre en suelos
arenosos en la region del chaco arido, en la
zona norte de la Argentina, oeste de
Paraguay y Bolivia. Esta especie presenta
dos citotipos distintos uno diploide
(2n=2x=20) que se reproduce de manera
de
autoincompatibilidad (Espinoza & Quarin,

1997) y otro citotipo tetraploide (2n=4x=40)

sexual y con elevado grado

gue se reproduce mediante apomixis (Novo
et al., 2013).

Objetivos

El objetivo principal de este proyecto fue la
obtencién de plantas 4x sexuales a partir de
2x sexuales en la especie de Paspalum

chaseanum.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Un total de 230 plantulas diploides 2x de P.
chaseanum fueron sumergidas en una
solucion de colchicina (0.2%) y dimetil
sulféxido (2%) durante 2, 4, y 6hs.
Posteriormente al tratamiento, las plantulas
fueron lavadas en agua esterilizada vy
trasplantadas a bandejas multi-celdas con
sustrato estéril y mantenidas en invernaculo

en condiciones controladas.

Determinacion del nivel de ploidia
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La estimacion del nivel de ploidia se efectu6
utilizando la técnica de citometria de flujo
descripta en Urbani et al. (2002). Para ello
se utilizé un citbmetro de flujo Partec PA Il
existente en el IBONE. Para corroborar el
ndmero  cromosomico  se  realizaron
recuentos en puntas de raices. Raices
jovenes  fueron fijadas en 2 o-
bromonaftaleno durante 2 horas. Luego se
realizo la hidrolisis en CIH 1IN durante 10
minutos a 60° C y se tifieron con el reactivo
de Schiff. Finalmente las puntas de raicillas
fueron aplastadas sobre un portaobjetos en
una gota de orceina acética al 2% vy

observadas con un microscopio éptico.

Andlisis del sistema reproductivo de plantas
inducidas

El modo de reproduccion de las plantas
inducidas se realizd utilizando estudios
las

FAA

embriolégicos. Para el mismo,

inflorescencias fueron fijadas en
(formaldehido, acido acético glacial y etanol
70%) en una proporcién de 1:1:18 durante al
menos 24 h y luego mantenidas en etanol
70% a 4° C. Luego los npistilos fueron
extraidos con ayuda de agujas histologicas y
lupa de las espiguillas, deshidratados en
una serie de alcohol butirico terciario y
embebido en parafina. Luego fueron
cortados con microtomo a 12 pum vy
coloreados en una serie de safranina y
verde rapido. Finalmente, los preparados se
observaron con un microscopio optico.

También se realizaron observaciones de
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sacos embrionarios por el

método de
clarificado de ovarios siguiendo el protocolo
de Young et al (1979).

En ambos casos la observacion de évulos
portadores, en forma exclusiva, de sacos
embrionarios meidticos indicaria que la
La

eventual presencia de uno o mas sacos

planta es de reproduccion sexual.
apospdéricos por 6vulo indicaria que la planta
estd genéticamente capacitada para la

reproduccién apomictica.

Produccién de semillas y cruzamientos
interespecificos

La produccion de semillas de la planta 4x
inducida se determinGé en condiciones de
autopolinizacion y polinizaciéon cruzada. En
las autopolinizaciones, las inflorescencias
fueron aisladas con sobres antes de la
antesis y mantuvieron estas

se en

condiciones hasta la cosecha de las
semillas. Para el analisis de produccion de

semillas mediante polinizacion cruzada se

fueron
de

cromosomas en punta de raices jovenes. El

colchicina. Los resultados

confirmados por recuento tradicional
resto de las plantas fueron todas 2x.
Morfolégicamente la planta 4x inducida fue
muy similar al diploide, salvo el tamafio de
las espiguillas. Las plantas poliploides
suelen ser mas grandes y presentar érganos
de mayor tamano (efecto ‘gigas’) que las
diploides. Este tipo de variacién morfolégica
suele ser observados entre los diploides
naturales y las plantas tetraploides en
algunas especies de Paspalum.

Los resultados del analisis embriolégico de
esta planta 4x inducida se realizé en 120
ovarios maduros por contraste diferencial
(DIC)

microscopio  éptico.

interferencial observado en

Las observaciones
relevaron estructuras tipicas de sacos
embrionarios mei6ticos, demostrando que la
reproduccion de la planta inducida es de
similares  fueron

sexual. Resultados

obtenidos en las especies de P. notatum

realizaron cruzamientos controlados intra- (Forbes & Burton, 1961; Quarin et al., 2001),
especificos e inter-especificos. Estos P. simplex (Caceres et al. 1999) y P.
cruzamientos se realizaron sin previa plicatulum (Sartor et al., 2009).

emasculacion de la planta madre.

Resultados y Discusion
Un

después del tratamiento de colchicina (58,

total de 135 plantas sobrevivieron
7%). Los estudios por citometria de flujo
permitieron establecer que una sola planta
la misma

resultd ser inducida (4x) vy

pertenecié al tratamiento de 6hs con

Respecto a los estudios de fertilidad, esta
planta inducidas 4x no produjo semillas en
autopolinizacion, manteniendo el sistema de
auto-incompatibilidad de las diploides,
similar a lo observado en una de las plantas
inducidas de P. plicatulum (Sartor et al.,
2009). Por otra parte, esta misma planta,
produjo semillas después de ser polinizadas

con polen de especies nativas con de
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genotipos tetraploides.

Conclusiones

La obtencion de una nueva planta 4x sexual
resulta sumamente interesante ya que
permitiria ser utilizada como progenitor

femenino en cruzamientos intra e

interespecificos con otros citotipos 4x

apomicticos. Los resultados  sugieren
ademdas que es posible quebrar la barrera
de la apomixis en los genotipos tetraploides
naturales abriendo la posibilidad de utilizar a
SuUs genes en programas de mejoramiento

genético de plantas.
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