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1 RESUMEN

Paspalum L. (Gramineae) incluye aproximadamente 400 especies, la mayoria de ellas se
caracterizan por ser de reproduccion apomictica. EI grupo subgenérico Plicatula contiene
cerca de 30 especies, todas integrantes importantes de las pasturas naturales sudamericanas.
Para varias de ellas solo se conocen razas tetraploides apomicticas y por lo tanto el
mejoramiento genético estd extremadamente restringido, ya que no existen en esas
poblaciones naturales, plantas tetraploides de reproduccion sexual que puedan usarse de
madres en cruzamientos con plantas apomicticas. Para algunas especies del grupo se
conocen citotipos diploides sexuales. A partir de semillas de especies diploides se han
conseguido, mediante tratamiento con colchicina, plantas tetraploides de reproduccion
sexual. En base a estos antecedentes el objetivo de este trabajo fue obtener hibridos
interespecificos provenientes del cruzamiento entre la planta de Paspalum plicatulum 4PT,
tetraploide sexual, obtenida experimentalmente x P. atratum cv. Camba FCA, tetraploide
apomictico. Para ello se realizd el cruzamiento interespecifico entre estas especies,
obteniéndose una progenie de 188 individuos llevados a campo, de los cuales sobrevivieron
101 individuos. De los mismos se tomo6 una muestra de 38 individuos para corroborar su
origen hibrido mediante marcadores moleculares RAPDs, resultando efectivamente
productos de una hibridacién interespecifica. En P. atratum cv. Camba FCA y en algunos
hibridos se estudid las asociaciones cromosomicas, indicando el origen alotetraploide
segmentario del parental masculino. Asimismo, en la progenie se determiné el modo
reproductivo por citometria de flujo, observandose una segregacion tanto para la
reproduccion sexual como apomictica. Ademas, se analizo la produccion de semillas tanto
en autopolinizacion como en polinizacion libre. Tanto en el parental masculino como en los
hibridos la produccion fue mayor en polinizacion libre; observandose en los hibridos un
promedio del 20,38% de espiguillas llenas (8,45% - 43,73%). Sin embargo, en
autopolinizacion el promedio observado fue inferior 13,68% (1,68% - 42,85%). La
obtencidn y caracterizacion de hibridos interespecificos permitira la seleccion de hibridos
sexuales que van a ser utilizados para ampliar la base genética de la poblacion sintética
tetraploide sexual del grupo Plicatula.



2 INTRODUCCION

El género Paspalum L. comprende alrededor de 400 especies distribuidas principalmente
en areas tropicales a templadas célidas de todo el mundo (Chase, 1929), con una mayor
diversidad en el continente americano, principalmente en paises como Brasil, Paraguay,
Uruguay y Argentina donde se encuentran presentes en numerosos habitats, con una gran
adaptabilidad ecologica que permite encontrarlas desde sabanas, pantanos y praderas, hasta
ambientes con suelos halofitos o anegados (Zuloaga & Morrone, 2005). Esta amplia
diversidad de adaptacion a diferentes ambientes se lo puede atribuir, a la variedad de
estrategias reproductivas observadas en las diferentes especies que la componen (Quarin,
1992), lo cual ha tenido una gran influencia en la evolucion y distribucion del género
(Bashaw et al., 1970).

En cuanto al nimero cromosémico presente en estas especies, gran parte de ellas poseen
un ndamero basico de cromosomas de x=10 (Quarin, 1992). Sin embargo, se conocen
especies con x=6 (Quarin, 1974) y x=9 (Davidse & Pohl, 1974). Las especies se pueden
agrupar en taxones que son diploides (2n=2x=20), y en poliploides de distintos niveles,
mayoritariamente tetraploides (2n=4x=40), pero también hay taxones multiploides donde
para una misma especie existen mas de un nivel de ploidia (Quarin, 1992; Ortiz et al.,
2013).

Dentro del género, muchas de las especies forman parte de complejos poliploides, cuyos
citotipos 2x son sexuales (2xS), alégamos, autoincompatibles y presentan una meiosis
regular con asociaciones cromosomicas del tipo bivalentes. Sin embargo, en los poliploides
co-especificos, en donde predominan los 4x, son de reproduccién apomictica (4xA),
pseudégamos y con meiosis irregular con asociaciones multivalentes (mayormente
cuadrivalentes).

El “Grupo Plicatula” es una categoria botanica informal e infragenérica establecida por
Chase (1929) que incluye aproximadamente 30 especies morfolégicamente afines a P.
plicatulum Michx., la cual fue la primera especie descripta para el grupo (Chase, inédito).
Las especies del grupo son facilmente reconocidas por presentar espiguillas con antecio
superior de color castafio oscuro brillante y lemma inferior con pliegues o arrugas
transversales, de ahi el nombre del grupo: plicatulum que proviene del latin plicatus que
significa plegado.

Las especies del grupo presentan una amplia variabilidad en sus caracteres vegetativos y
reproductivos, por lo tanto, constituye un grupo heterogéneo sin una delimitacion clara
(Oliveira, 2004). El centro geogréafico de variabilidad se encuentra en el centro y oeste de
Brasil, el este de Bolivia y Paraguay (Quarin et al., 1997). Al igual que en el género, dentro
del “grupo Plicatula” la mayoria de las especies son 4xA, pero también se conocen 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). En
cambio, para algunas especies como ser: P. nicorae Parodi (Burson & Bennett, 1970), P.
guenoarum Arech. (Pritchard, 1970), P. atratum Swallen (Quarin et al., 1997), y P.
lenticulare (Espinoza et al., 2001), solo se conocen citotipos 4xA.

Muchas de estas especies tienen un alto valor forrajero (Quarin et al., 1997), por lo que es
de gran importancia el estudio de la variabilidad genética, para poder lograr la introduccion
al cultivo de variedades mejoradas, que podrian incrementar notablemente el potencial
ganadero de la region. Sin embargo, teniendo en cuenta la ausencia de genotipos 4x
sexuales en la naturaleza, es un obstaculo que se genera para el mejoramiento genético por
la via de los cruzamientos, pero esta barrera es posible superar mediante el uso de agentes
mutagénicos como ser la colchicina, para la duplicacion de diploides sexuales, y asi obtener
tetraploides sexuales (4xS) que se puedan usar de madres en cruzamientos con tetraploides
apomicticos.

Investigadores del Laboratorio de Genética de Pastos del Instituto de Botanica del
Nordeste (IBONE) y de la Facultad de Ciencias Agrarias UNNE (FCA-UNNE), han
logrado duplicar el nimero cromosémico de genotipos 2x sexuales de P. plicatulum (Sartor
et al., 2009) y de P. chaseanum (Carrizo, 2019), obteniendose genotipos 4xS. Una de las
plantas duplicadas de P. plicatulum 4xS identificada como 4PT, se caracteriza por ser
totalmente autoincompatible y permitié utilizarla como madre en varios cruzamientos intra
e interespecificos con especies tetraploides apomicticas, en donde se obtuvieron hibridos
fértiles (Aguilera et al., 2011; Novo et al., 2013; 2015; 2017; 2019; Novo, 2020; Lutz,
2020). Sin embargo, existe un numero interesante de especies, como P. atratum cv. Cambé
FCA, P. atratum U44, P. guenoarum cv. Chané FCA de este grupo con las que no se
pudieron realizar los cruzamientos, debido a que tienen un periodo de floracion muy tardio
(otofio), mientras que la floracion de P. plicatulum 4PT ocurre en pleno verano (enero-
febrero). No obstante, se logré modificar el periodo de floracion de P. plicatulum 4PT, por
medio de la modificacion del fotoperiodo y el uso de giberelinas (Ruiz Diaz, 2020), y asi se
logro sincronizar la floracion con las especies mencionadas anteriormente.

Paspalum atratum, es una especie que crece en suelos acidos, infértiles y anegados de los
trépicos y subtropicos (Evers & Burson, 2004). Es una especie tetraploide apomictica,
nativa de Brasil, con alto potencial de rendimiento forrajero, buena palatabilidad y buen
rendimiento de semillas (Quarin et al., 1997). Se caracteriza por ser rizomatosa, con cafas
de entre 1-1,5 m de alto, erectas, simples o ramificadas, glabros, pajizos o con tintes
purpureos; vainas largas, glabras a cortamente pilosas y los margenes membranaceos.
Laminas linear-lanceoladas, planas, glabras en ambas caras y pilosas hacia la porcién basal
de la cara abaxial, con margenes usualmente con tintes violaceos. Inflorescencias
terminales, racimos divergentes, ascendentes, alternos a subopuestos; espiguillas en pares,
imbricadas, dispuesta en 4 series y anchamente elipsoides, con gluma inferior ausente,
lemma inferior tan larga como la espiguilla, glabra y con pliegues transversales hacia la
porcion apical (Zuloaga & Morrone, 2005).



3 OBJETIVOS

3.1 General

Obtener hibridos interespecificos provenientes del cruzamiento entre la planta de
Paspalum plicatulum 4PT x Paspalum atratum cv. Camba FCA.

3.2 Especificos

>

>
>
>

Realizar cruzamientos interespecificos utilizando como madre a la planta sexual de
P. plicatulum y como padre al cultivar Camba FCA de P. atratum.

Determinar el origen hibrido de la F; con la utilizacion de marcadores moleculares.
Establecer el grado de fertilidad de la progenie.

Determinacion del modo reproductivo de la F; a través del método de citometria de
flujo.

Analizar el comportamiento de los cromosomas en diacinesis y metafase | de la
meiosis de los hibridos, en relacion a sus parentales.



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Se utiliz6 la planta 4PT de P. plicatulum 4xS (Figura 1 A), la cual se obtuvo
experimentalmente a partir de un citotipo 2xS de P. plicatulum, mediante la duplicacion
cromosomica utilizando colchicina (Sartor et al., 2009). Asimismo, se utilizaron clones de
P. atratum cv. Camba FCA 4xA (Figura 1 B), el cual es uno de los cultivares logrados por
el Laboratorio de Genética de Pastos, de la FCA-UNNE, inscripto en el Registro Nacional
de la Propiedad de Cultivares del Instituto Nacional de Semillas (INASE). Resolucién N°
382 — SAGPYA.

Figura 1: Plantas parentales. A) P. plicatulum 4PT; B) P.
atratum cv. Camba FCA.

4.2 Cruzamientos v obtencién de la progenie

Se realizaron cruzamientos interespecificos en el mes de mayo de 2019, utilizandose como
parental femenino a la planta tetraploide sexual de P. plicatulum 4PT obtenida
experimentalmente por Sartor et al. (2009), y como parental masculino a P. atratum cv.
Camba FCA 4xA. Cabe destacar que teniendo en cuenta que el periodo de floracion de
ambas especies no coincide; P. plicatulum 4PT florece en pleno verano (enero-febrero),
mientras que P. atratum cv. Camba FCA es de floracion tardia (abril-mayo), fue necesario
realizar la sincronizacion de las floraciones de ambas especies. Para ello se logro retrasar la
floracién de la planta 4xS de P. plicatulum a través del control del fotoperiodo y el uso de
giberelina (Ruiz Diaz, 2020), y asi se pudo realizar el cruzamiento con entre ambas
especies.

El cultivar Camba FCA es una forrajera perenne que se obtuvo por seleccion a partir de
una poblacion natural, se implanta por semillas y es especialmente utilizada para terrenos
con anegamiento temporario, caracteristico del nordeste argentino. Vegeta durante el
periodo primavero-estival; florece y fructifica en el otofio.



La planta 4PT de P. plicatulum se caracteriza por ser totalmente autoincompatible y, por
lo tanto, no fue necesario realizar la emasculacion antes de hacer la polinizacion. En la
misma, se ensobraron las inflorescencias antes del inicio de la antesis usando sobres de
papel sulfito, para evitar la contaminacion con polen extrafio. Luego se colecto el polen del
parental masculino y se polinizd las inflorescencias aisladas del parental femenino, este
procedimiento se repitio durante 4 a 6 dias, hasta que la planta madre complet6 la antesis de
todas sus espiguillas, las cuales permanecieron ensobradas durante 30 dias hasta el
momento de la cosecha. Una vez cosechadas, fueron colocadas en estufa a 37°C durante 24
horas, para luego separar las espiguillas de las inflorescencias manualmente y separar las
llenas de las vacias mediante el uso de un soplador mecénico de semillas (Seedburo
Equipment Company 1022W. Jackson Blvd.Chicago. IL 60607 1-800-284-5779).

De las semillas llenas obtenidas, se tomd una muestra, y fueron puestas a germinar en
bandejas plasticas con suelo estéril en el mes de junio de 2019. Después de un mes
aproximadamente de la germinacion, las plantulas fueron trasplantadas a macetas que
permanecieron en invernaculo hasta fines de la primavera, cuando se las llevé al campo
experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNNE).

4.3 Origen hibrido

Para corroborar el origen hibrido de la progenie se utilizé marcadores moleculares RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA), siguiendo la metodologia descripta en Aguilera et
al. (2011). Se utilizaron aquellos cebadores (primers) de la Universidad de British
Columbia (UBC), Canad4, que presentaron bandas exclusivas del parental masculino. La
presencia de bandas exclusivas en el perfil de cualquier planta de la progenie es un
indicador de su origen hibrido.

e Extraccion de ADN

Se realizaron microextracciones de ADN gendmico a partir de hojas jovenes de la F;y de
sus parentales, siguiendo el protocolo descrito por Dellaporta et al. (1983). Se cortaron
pequefias porciones de hojas frescas, las cuales se congelaron con nitrégeno liquido para
luego molerlas en un mortero con pilon de porcelana, enfriados previamente con nitrégeno
liquido. La molienda de las hojas obtenida se coloco en tubos Eppendorf de 2 ml y se
mantuvo en nitrogeno liquido hasta el momento de procesar las muestras, siguiendo la
metodologia descripta en Novo (2016).

A cada tubo Eppendorf se le agregd 1,3 ml de “buffer” de extraccion [Tris-HCI 100 mM
(pH 7,5), EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM, SDS 2%
y Polivinilpirrolidona 1% PM 360.000], el cual fue previamente precalentado a 68°C vy al
que se le agregd 100ul de B- mercaptoetanol por cada 10 ml de “buffer”. Las muestras se
incubaron durante 10 minutos a 68°C. Luego se afiadieron 250ul de acetato de potasio SM
y se incubaron en hielo durante 60 minutos. Los tubos Eppendorf se centrifugaron 10
minutos a 13000rpm en centrifuga Eppendorf 5407 refrigerada a 4°C. Se tomaron 900ul del
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sobrenadante y se transfirieron a otro tubo Eppendorf de 2ml, se agregaron 1100ul de
isopropanol frio y permanecieron toda la noche a -20°C.

Al dia siguiente estos tubos fueron centrifugados nuevamente durante 10 minutos a
13000rpm a 4°C, se descartaron los sobrenadantes, se secaron los pellets a temperatura
ambiente durante al menos 30 minutos. Estos pellets se re suspendieron en 250ul de TE
[Tris-HCI 10mM (pH 8) y EDTA 1mM (pH 8)] y se agitaron durante aproximadamente una
hora para disolver los pellets. Luego se agregd a cada tubo 1ul de ARNasa (10mg/ml) y
fueron mantenidos en agitacion durante 20 minutos a temperatura ambiente. Cada una de
las muestras fueron transferidas a tubos Eppendorf de 1,5ml, conteniendo el mismo
volumen de una mezcla 1:1 de fenol:cloroformo. Los tubos fueron agitados durante algunos
segundos y luego se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Luego, se
transfirieron 150ul de la fase superior a tubos Eppendorf con 10ul de NaCl 5M vy se le
agregaron 500ul de etanol absoluto. Esta mezcla se incubé durante toda la noche a -20°C.
Luego al tercer dia del proceso se centrifugaron las muestras a 13000rpm durante 10
minutos a 4°C, se descartaron los sobrenadantes y los pellets fueron lavados con 1ml de
etanol al 70%. Las muestras se volvieron a centrifugar a 13000rpm durante 10 minutos, se
descartaron los sobrenadantes y los pellets fueron secados en estufa a 37°C. Una vez secos
se disolvieron en 25ul de agua ultra pura estéril y se guardé a -20°C.

e Calidad y concentracion de ADN

La concentracion del ADN de cada una de las muestras se realiz6 mediante el uso un
espectrofotometro (Thermo Fisher NanoDrop 2000) (Figura 2), el cual estima la
concentracion mediante mediciones de absorbancia a 260nm (Sambrook et al., 1989).

e R R e dn W, L R o

Figura 2: Espectrofotometro
Thermo Fisher NanoDrop 2000.

La calidad del ADN se chequed a través de electroforesis en gel de agarosa al 1% disuelto
en “buffer” TAE 1X [Tris-acético 40mM y EDTA 1mM (pH 8)], en el cual se realizo la
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siembra de 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 50V durante
aproximadamente 2 horas, luego fueron tefiidas con una solucidn de bromuro de etidio (0,5
pg/ml) por 30 minutos aproximadamente y visualizadas mediante un transluminador de luz
ultravioleta (GelDoc Imaging System Ultraviolet Tranluminator Biolmaging Systems).

Una vez determinada la concentracion y calidad de ADN de todas las muestras, se
realizaron las diluciones correspondientes para estandarizar a una concentracion de
300ng/ul para cada una de las muestras. Posteriormente, las mismas fueron conservadas a -
20 °C.

e Estudio de RAPDs

Las amplificaciones de RAPDs se realizaron mediante PCR, siguiendo la metodologia
descripta por Williams et al. (1990). Para las amplificaciones por PCR, inicialmente se
realizO un “screening” usando ADN de los parentales y primers adquiridos de la
Universidad de British Columbia (Vancouver, BC, Canada), seleccionando aquellos que
amplificaron bandas exclusivas del progenitor masculino. Las amplificaciones de RAPDs
se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, conteniendo 20 ng de ADN genomico,
15uM de cada ANTP’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-Thermoblock).

Una vez finalizada las amplificaciones se procedio a la siembra de las muestras en gel de
agarosa al 2%. La electroforesis se realizd en una cuba con TAE 1X durante 2:30hs a 60A,
luego se tifieron los geles con bromuro de etidio (10 pg/ml) durante aproximadamente 30
minutos. Mediante un transiluminador UV se observaron los fragmentos amplificados y a
través de un digitalizador de imagen (GelDoc Imaging System Ultraviolet Tranluminator
Biolmaging Systems) se documentaron las amplificaciones.

4.4 Estudios de meiosis

El analisis de la meiosis se llevo a cabo en el parental masculino, y en 8 individuos de la
F1, los cuales fueron seleccionados al azar. Sin embargo, en el parental femenino P.
plicatulum 4PT no fue necesario realizar el estudio, debido a que la misma ya fue analizada
por Sartor et al. (2009).

Se realizaron preparados a partir de espiguillas de inflorescencias inmaduras, fijadas en
solucion 5:1 (v/v) de etanol absoluto: acido lactico durante 24 horas y luego fueron
conservadas en etanol al 70% a 4°C. Se prosigui6 con el aplastado de las anteras jovenes en
carmin acético al 2%. En los preparados que se observaron células madres del polen (CMP)
en fase de diacinesis y metafase I, se realizaron preparados citolégicos permanentes con
una solucidn de terpentina de Venecia (Wilson, 1945). Luego de un mes aproximadamente,
los mismos fueron analizados mediante un microscopio Optico de luz transmitida (Leica
Leitz DMRB).



4.5 Determinacion del modo reproductivo

El modo reproductivo se determind en 101 individuos de la F1,por medio de la técnica de
citometria de flujo utilizando un citdémetro (Sysmex CyFlow® Space, Gorlitz, Germany), el
cual cuantifica la relacion del contenido relativo de ADN entre el embrion y el endospermo
de semillas maduras. Las plantas que producen semillas con una proporcion de contenido
de ADN de 2:3 para el embrion: endospermo se consideran de reproduccion sexual, el 2
proviene del embrion (n + n) y el 3 de la fusion de los dos nicleos polares reducidos (n + n)
mas el gameto masculino también reducido (n). En cambio, aquellas plantas que producen
semillas con una proporcion de embrion: endospermo de 2:5 son consideradas de
reproduccion apomictica, 6sea que se formaron por un proceso de aposporia, seguido de
partenogénesis y pseudogamia. El contenido 2 corresponde al embrién originado por
partenogénesis de la ovocélula no-reducida de un saco apospoérico; y el contenido 5
corresponde al endospermo que surgio, en el mismo saco, por la fusion de dos nucleos
polares no-reducidos y un gameto masculino reducido aportado por el polen en un proceso
pseudogamico. Sin embargo, aquellas plantas que producen semillas con una proporcion de
embrion: endospermo 2:3 y 2:5, son consideradas apomicticas facultativas.

Para cada individuo se analizaron entre 10 y 30 cariopses, en grupos (“bulks”) de 5 a 10
cariopses, que fueron finamente cortados con una hoja de afeitar en 0,5 ml de “buffer” para
extraccion nuclear, dejando incubar durante 2 minutos, para luego ser filtrada y transferida
a un tubo con 1,5 ml del “buffer” de tincidon fluorescente 406-diamidino-2-fenilindol
(DAPI). La adquisicion y el andlisis en tiempo real se realizan mediante el software
FloMax, el cual genera histogramas con los datos de las muestras. Los “buffers” de
extraccion y tincion son parte de un kit comercial CyStain UV Precise P Sysmex, Gorlitz,
Germany.

4.6 Estudios de fertilidad

La fertilidad se analiz6 en el parental masculino y en 20 individuos de la F; tomados al
azar, considerando la proporcion de espiguillas que formaron granos en condiciones de
autopolinizacion y polinizacion libre. Para ambas condiciones se ensobraron 3
inflorescencias de cada planta con sobres de papel sulfito. Para autopolinizacion, se
ensobraron un dia antes del inicio de la antesis, para prevenir el ingreso de polen extrafio y
asi obligar a las espiguillas a autopolinizarse. Sin embargo, para polinizacion libre las
inflorescencias fueron ensobradas una vez finalizada la antesis de todas las espiguillas. En
ambas condiciones permanecieron ensobradas hasta la maduracion de las semillas
(aproximadamente 30 dias).

Posteriormente, se recolectaron los sobres y fueron colocados en estufa a 37°C durante 24
horas, para luego separar las espiguillas de las inflorescencias manualmente y separar las
llenas de las vacias mediante el uso de un soplador mecanico de semillas (Seedburo
Equipment Company 1022W. Jackson Blvd.Chicago. IL 60607 1-800-284-5779).
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También se analiz6 que porcentaje de las mismas estaban libres de Claviceps paspali,
conocido vulgarmente como ergot o cornezuelo, hongo parésito altamente especifico de las
gramineas del género Paspalum, el cual se presenta en los meses otofiales en la region y
que genera secreciones melosas cargadas de conidios que con el tiempo se transforman en
una masa esclerotial que se alojan y reemplazan el contenido de las semillas (D’ Esposito et
al., 2001). El analisis se realiz6 mediante la observacion de las espiguillas bajo una lupa
(Leica EZA4).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cruzamiento y obtencion de la progenie

Del cruzamiento entre P. plicatulum 4PT 4xS x P. atratum cv. Camba FCA 4xA, se
obtuvieron 647 semillas llenas de un total de 3668 espiguillas polinizadas. Alrededor del
18% de las espiguillas resultaron llenas y 212 semillas fueron sembradas en bandejas con
suelo esterilizado (Figura 3). Este porcentaje de llenado, es semejante a lo observado en
cruzamientos interespecificos del grupo Plicatula, donde también se us6 a P. plicatulum
4PT 4xS como madre y como parentales a diferentes especies tetraploides apomicticas
(Novo et al., 2013, 2016; 2017; Novo, 2020; Lutz, 2020).

De las 212 semillas que fueron puestas a germinar se lograron 188 plantulas, las que luego
fueron trasplantadas a maceta donde permanecieron en invernaculo hasta ser llevada a
campo a finales de noviembre. (Figura 4), de estos individuos sobrevivieron 101 plantas.

Figura 3: Germinacion de las semillas Figura 4: Progenie del cruzamiento
obtenidas  del  cruzamiento  P. P. plicatulum 4PT x P. atratum cv.
plicatulum 4PT x P. atratum cv. Camba FCA en el campo
Camba FCA. experimental de la FCA-UNNE.

5.2 Origen hibrido

El analisis con marcadores RAPDs fue realizado en los parentales y en una muestra de 38
individuos de la progenie. Primero se realiz0 un “screening” con los parentales, utilizando
14 primers con el objetivo de seleccionar los que amplificaban bandas especificas del
parental masculino. Los primers seleccionados fueron 5 (UBC709, UBC721, UBC723,
UBC719 y UBC716), estos permitieron demostrar que 37 de los individuos analizados son
efectivamente productos de una hibridacién interespecifica. Sin embargo, en el individuo
restante #49 no se pudo corroborar su origen hibrido con ninguno de los primers utilizados,
lo cual lo atribuimos a una baja concentracién de ADN en la muestra lo que no permitié la
amplificacion de bandas.
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Figura 5. Productos de amplificacion de P. plicatulum 4PT, P. atratum cv. Camba FCA vy de la F, generados
por el cebador UBC716. La flecha indica la banda especifica del padre. Los * indican los hibridos no
identificados con este cebador. La x muestra el individuo que no pudo ser corroborado su origen.

En la figura 5 se observan los resultados de la amplificacién de los parentales y de la
progenie, realizados con el cebador UBC716, con el cual se pudo corroborar el origen
hibrido de 34 de los individuos, debido a que amplificaron la banda exclusiva del parental
masculino, los 3 individuos restantes (#128, #147, #162) fueron caracterizados con los
otros primers seleccionados.

5.3 Estudios de meiosis

Los andlisis de las asociaciones cromosomicas se realizaron en el parental masculino y en
la progenie, teniendo en cuenta que la planta utilizada como madre 4PT ya fue estudiada
previamente por Sartor et al. (2009) (Tabla 1).

Tabla 1: Promedio y rango de asociaciones cromosdmicas observadas en diacinesis y metafase | de la meiosis
de P. plicatulum 4PT, P. atratum cv. Camba FCA y de la progenie.

N° de N° de ; A
. Promedio y rango por célula
Individuos plantas  células Yo P
| I I \Y

P. ng‘?ﬂ'“m 1 53 0,1 (0-1) 142(8-18) 0,1(0-1) 28 (1-7)
P. atratum cv.
Cambé FCA 1 68 0,74 (0-4) 17,87 (12-20) 0,00 (0-0) 0,88 (0-4)

Hibridos 8 132 1,96 (0-6) 1581 (11-20) 0,22 (0-2) 1,44 (0-4)

*Sartor et al., 2009.

El promedio y el rango de asociaciones, principalmente de los multivalentes
(cuadrivalentes IV vy trivalentes 111), comUnmente se tiene en cuenta para determinar si el
origen de las diferentes especies poliploides es autopoliploide o alopoliploide. Son
autopoliploides cuando el complemento cromosémico consiste de mas de dos copias
completas del genoma de una sola especie y todos los juegos son homologos entre si
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(provienen de la misma especie ancestral). En cambio, los alopoliploides tienen mas de dos
juegos haploides de cromosomas heredados de especies diferentes. También puede ocurrir
que un alopoliploide sea considerado segmentario cuando los juegos de cromosomas
presentan una homologia parcial entre ellos y es por esto que se consideran que son
cromosomas heredados de especies diferentes, pero con una cierta relacion evolutiva.

En el genotipo 4PT de P. plicatulum, debido a su origen experimental, se considera que es
un autotetraploide y en el cual predominan principalmente las asociaciones bivalentes (I1) y
IV (Sartor et al., 2009) (Tabla 1). En tanto, en el cultivar Camba FCA que se utilizd6 como
parental masculino se analizaron 68 CMP, en las cuales se observaron principalmente
asociaciones del tipo Il, con un promedio de 17,87 Il, seguido en menor medida por 1V y
univalentes (I) con un promedio de 0,88 y 0,74 respectivamente, sin la presencia de
asociaciones Il (Tabla 1, Figura 6). Estos resultados presuponen que P. atratum cv. Camba
FCA es una especie alotetraploide segmentaria, originado por genomas que eran
parcialmente homologos.

Figura 6: Asociaciones cromosomicas
observadas en diacinesis de P. atratum cv.
Camba FCA. Las flechas rojas sefialan los
I'y las fechas negras sefialan los 1V.

En los 8 hibridos estudiados, se analizaron 132 CMP, en donde se observé que la mayoria
de los cromosomas se asociaron principalmente como Il y 1V; sin embargo, también se
observaron |y escasos Ill.

El promedio de las asociaciones cromosomicas fue de 1,96 univalentes, 15,81 bivalentes,

0,22 trivalentes y 1,44 cuadrivalentes (Tabla 1, Figura 7). En algunas CMP se observd hasta
un maximo de 6 1 y 4 IV. Este comportamiento de las asociaciones cromosémicas ha sido
observado en otras especies del género Paspalum (Aguilera et al., 2011; Novo, 2016; Novo
, 2020), donde la presencia de cuadrivalentes nos muestra homologia entre los cromosomas
que se combinan, pero también dichas asociaciones se encuentran en menor proporcion
incluso en relacion con los univalentes, es por esto que se trataria de una homologia parcial
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entre los cromosomas y nos permitiria en cierta medida reafirmar el origen alotetraploide
segmentario de P. atratum cv. Cambé FCA.

Figura 7: Asociaciones cromosomicas observadas en diacinesis de la progenie. La fecha roja sefiala I, la fecha
verde un 111 y las fechas negras sefialan los IV.

5.4 Determinacion del modo reproductivo

Los resultados mostraron que 49 de los individuos analizados fueron catalogados como
sexuales, debido a que presentaron una relacién de contenido relativo de ADN de 2:3 entre
embrion: endospermo, representado en el histograma por los picos 4C y 6C (Figura 8 a).
No obstante solamente en 41 individuos se analizaron los 30 cariopses previstos, debido a
que en los 8 restantes se analizaron 10 cariopses en cada uno.

De los 101 individuos, 8 fueron clasificados como apomicticos obligados, por presentar
una relacién 2:5 embrién: endospermo, lo que se manifiesta por los picos 4C y 10C (Figura
8 b), en 6 de estos individuos se analizaron solamente 10 cariopses.

Los restantes 42 hibridos resultaron ser apomicticos facultativos, debido que algunas
cariopses tuvieron una relacién de 2:3 y otros una relacion de 2:5.

En los individuos que se analizaron solamente 10 cariopses, cabe aclarar que su modo
reproductivo podria variar al aumentar el namero de muestra, lo que queda para un analisis
futuro completar el nUmero de muestra prestablecido.
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Figura 8. Histogramas de contenido relativo de ADN obtenidos por citometria de flujo en
semillas de los hibridos. a) Hibrido sexual, 4C corresponde al embrién y 6C al endospermo,
(relacion 2:3); b) Hibrido apomictico, 4C es del embrion y 10C del endospermo, (relacién
2:5).

De acuerdo a estos resultados pudimos observar que la mayoria de los individuos
analizados (47,52%) resultaron ser de reproduccién sexual, lo que resulta ser de gran
importancia para hacer una seleccién por caracteres agronémicos de interés e incorporarlos
a un programa de mejoramiento genético en un futuro.

5.5 Anélisis de la fertilidad

Los resultados del analisis de fertilidad, considerando la produccién de semillas en
condiciones de autopolinizacion y polinizacion libre en el parental masculino P. atratum
cv. Camba FCA y en la progenie se presentan en la Tabla 2.

e Produccidn de semillas

En P. atratum cv. Camba FCA la produccion de semillas fue mayor en polinizacion libre
61,64%, mientras que en autopolinizacion fue alrededor del 32% (Tabla 2).

En los 20 hibridos seleccionados al azar, se pudo observar que todos produjeron semillas
tanto en autopolinizacion como en polinizacion libre (Tabla 2), siendo en esta Gltima
condicion, la que mayor produccion tuvo, con un promedio del 20,38% de espiguillas llenas
(8,45% - 43,73%) (Tabla 2). Los individuos #161 y #174 presentaron valores cercanos al
50% (Tabla 2), que son niveles de fertilidad que pueden considerarse normales en muchas
especies silvestres y apomicticas facultativas de Paspalum (Burson, 1997).

En cambio, en autopolinizacion el promedio observado fue del 13,68% (1,68% - 42,85%)
(Tabla 2). Sin embargo, en dos individuos (#137 y #192), se observd que presentaron una
mayor produccion de semillas llenas en autopolinizacion que en polinizacion libre (Tabla
2). La menor produccion de semillas en autopolinizacion, con relacion a la polinizacion
libre se asemeja a lo observado en hibridos interespecificos, en el cual se utilizé a P.
plicatulum 4PT también como parental femenino (Novo et al., 2013; 2016; 2017; 2020;
Novo, 2020; Lutz, 2020,), lo que podria deberse a un cierto grado de autoincompatibilidad
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heredada del parental femenino, que es completamente autoincompatible (Sartor et al.,
2009).

En los individuos #29, #99, #147 se observl una baja produccion de semillas, con baja
fertilidad tanto en autopolinizacion como en polinizacion libre con valores inferiores al
10%, valores por encima de este porcentaje puede ser considerado aceptable principalmente
por tratarse de hibridos de un cruzamiento interespecifico.

Tabla 2: Fertilidad en P. plicatulum 4PT, P. atratum cv. Camba y en ocho hibridos, determinada por la
produccion de semillas en condiciones de autopolinizacién y polinizacion libre. Porcentaje de semillas con
presencia de Claviceps paspali.

Autopolinizacién Polinizacion libre
Individuos Semillas Semillas Semillascon Semillas  Semillas Semillas con
analizadas (n°)  llenas claviceps  analizadas  llenas claviceps
(%) (%) (n°) (%) (%)
Parentales
P. plicatulum
4PT * 3792 0,0 nle 1535 25,0 nle
P. atratum cv.
Camba FCA** 4743 31,84 0,34 7163 61,64 0,57
Hibridos
8** 3394 14,73 0,12 5491 19,40 0,21
29** 5602 2,32 1,02 6354 9,16 2,09
55** 6532 4,16 0,29 6424 16,61 0,52
65** 5301 12,62 0,06 3395 19,35 2,38
68** 5419 3,49 0,09 5983 11,70 1,85
93** 5112 10,17 0,00 5455 18,41 2,43
99** 6128 2,56 0,00 7015 9,61 2,09
102** 4696 13,16 0,13 5517 22,40 0,87
115** 5956 14,04 0,02 4540 25,00 0,25
126** 5880 1,68 0,00 5338 10,19 0,68
137 2726 22,30 0,00 1733 16,73 0,51
147 2218 9,02 0,00 2958 8,45 0,09
153 2320 17,37 0,00 2752 17,48 0,00
157 3359 16,17 1,22 1478 28,48 0,12
161 3775 16,34 0,00 2056 43,73 0,26
174 2273 42,85 0,04 2879 39,01 0,00
181 2755 6,53 0,00 2477 19,78 0,07
184 3696 9,39 0,11 1610 16,77 0,46
189 4469 11,46 0,00 2311 24,49 0,07
192 3543 43,30 0,00 2773 29,90 0,45

* Sartor et al., 2009.
** Individuos analizados por dos afios consecutivos. n/e: no evaluado.
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Teniendo en cuenta que todos los hibridos analizados produjeron semillas, demuestra que
es posible el intercambio genético entre P. plicatulum 4PT 4xS y P. atratum cv. Camba
FCA, en donde se obtuvieron hibridos fértiles con una nueva combinacion genética tal
como fue descripto para otros cruzamientos interespecificos de especies del grupo Plicatula
(Novo et al., 2017).

e Sanidad de las semillas

Tanto en autopolinizacion como en polinizacion libre el porcentaje promedio de semillas
con presencia de ergot no super6 el 1% (Figura 5). En autopolinizacion vario de 0% a
1,22%, y en polinizacion libre de 0% a 2,09% (Tabla 2). Estos datos muestran una baja
susceptibilidad a la enfermedad por parte de P. atratum cv. Camba FCA y de los hibridos,
en comparacion a lo observado en hibridos producto de cruzamientos interespecificos del
grupo Plicatula (Novo et al., 2020).

Figura 5. Presencia de esclerocio
de Claviceps paspali en semilla
de la progenie.
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6

CONCLUSIONES

Fue posible realizar el cruzamiento interespecifico entre P. plicatulum tetraploide
sexual y P. atratum cv. Camba FCA tetraploide apomictico, dos especies pertenecientes
al grupo Plicatula.

Se logro la obtencion de hibridos interespecificos que fueron fértiles y segregaron para
el modo reproductivo sexual y apomictico.

El andlisis de la meiosis de los hibridos y del parental masculino permitié determinar el
origen alotetraploide segmentario de P. atratum cv. Camba FCA.

Este estudio permitira la seleccion de hibridos sexuales que van a ser utilizados para
ampliar la base genética de la poblacion sintética tetraploide sexual del grupo Plicatula,
e incorporarlos en futuros programas de mejoramiento genético.
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