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1. RESUMEN

El género Paspalum L. de la familia Poaceae cuenta con aproximadamente 400 especies
adaptadas a las regiones célidas y templadas de América, siendo particularmente abundantes
en Brasil, este de Bolivia, Paraguay y nordeste de Argentina. EI grupo subgenérico Plicatula
contiene alrededor de 30 especies morfoldégicamente afines a P. plicatulum Michx. Una gran
proporcion de ellas pueden considerarse multiploides puesto que el mismo taxdn contiene
citotipos de varios niveles de ploidia, generalmente desde diploides de reproduccion sexual
a poliploides apomicticos. Sin embargo, se ha logrado de manera experimental una planta
tetraploide sexual de P. plicatulum 4PT, mediante la duplicacion cromosdmica con
colchicina. Esto permitié cruzarlas con 9 accesiones tetraploides apomicticas naturales
pertenecientes a 6 especies, seleccionandose 50 hibridos sexuales que se utilizaron para
formar una poblacién de policruzamiento, la que luego dio lugar a una poblacion sintética
tetraploide sexual (PSTS). Teniendo como base esta informacion el objetivo del presente
trabajo fue ampliar la diversidad genética de la PSTS del grupo Plicatula, mediante la
incorporacion de nuevos hibridos intra e interespecificos de reproduccion sexual. Para ello
se tomo una muestra de 24 hibridos que formaron parte de la poblacion de policruzamiento
y se corrobord si mantuvieron su condicion de reproduccién sexual exclusiva mediante la
técnica de clarificado de ovarios y citometria de flujo. Por ambas técnicas se observo que 4
hibridos fueron de reproduccién sexual exclusiva. Ademas, se determind el modo
reproductivo de 7 nuevos hibridos, observandose que todos ellos presentaron cierto grado de
apomixis. Debido a que decrecio la proporcion de hibridos sexuales (16,6%) de la poblacion
original de policruzamiento y a que no se logré incorporar nuevos individuos, no fue posible
formar un nuevo pool de plantas sexuales tetraploides y por lo tanto realizar el
policruzamiento.



2. INTRODUCCION

El género Paspalum pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribu Paniceae
y comprende entre 330 y 400 especies, las cuales se distribuyen de forma natural en las
regiones tropicales, subtropicales y templadas de América del Norte y América del Sur, con
unas pocas especies nativas de Africa, Asia y Oceania. Este género presenta una gran
diversidad que le permite adaptarse a diferentes ambientes y posee numerosas estrategias
reproductivas: clonacién, apomixis y sexualidad (Quarin, 1992), la cual ha tenido una gran
influencia en la evolucion (Bashaw et al., 1970). Muchas de estas especies son valoradas por
su calidad como forrajeras, palatabilidad y produccion de materia seca. Sin embargo, sélo
unas pocas han sido seleccionadas de la naturaleza, domesticadas y llevadas a cultivo.

La poliploidia en este género es una caracteristica no solo importante sino también muy
particular ya que existe diversidad intraespecifica de niveles de ploidia. Las especies se
agrupan en taxones que son diploides (2n=2x=20) de reproduccién sexual y en poliploides,
mayoritariamente tetraploides (2n=4x=40) de reproduccion apomictica (Ortiz et al., 2013).
La mayoria de ellas se consideran multiploides puesto que el mismo taxén contiene citotipos
de varios niveles de ploidia.

El grupo Plicatula es una categoria botanica informal establecida por Chase (1929)
constituido por 30 especies. Este grupo sobresale dentro del género por el potencial forrajero
de sus especies e incluye a aquellas del género Paspalum que presentan marcadas afinidades
morfolégicas con la especie Paspalum plicatulum, siendo ésta una de las mas representativas
ya que fue la primera en ser descripta (Chase, inédito). El grupo comprende plantas perennes,
anuales, terrestres, palustres, que pueden ser facilmente reconocidas por presentar
inflorescencias con numerosos racimos rigidos y con las espiguillas marcadamente
planoconvexas, antecio superior de color castafio oscuro brillante y la lemma inferior posee
visibles arrugas o pliegues transversales; que es lo que le da el nombre al grupo, debido a que
plicatulum proviene del latin plicatus que significa plegado.

Asi como ocurre en el género, este grupo se caracteriza por incluir a especies 2x de
reproduccion sexual y poliploides, siendo los 4x los mas dominantes, que se reproducen por
apomixis (Quarin et al., 1997; Espinoza et al., 2001, Ortiz et al., 2013). Si bien los citotipos
diploides son raros en la naturaleza, han sido reportados biotipos 2x para algunas especies de
este grupo, tales como: P. compressifolium (Quarin et al., 1996), P. glaucescens (Pritchard,
1962; sin. P. yaguaronense), P. plicatulum (Espinoza & Quarin, 1997), P. lenticulare
(Espinoza et al., 2001; sin. P. limbatum) y P. wrightii (Martinez & Quarin, 1999; sin. P.
hydrophilum). Por otra parte, los estudios realizados hasta el momento demostraron que la
mayoria de las especies analizadas presentan citotipos tetraploides y todos ellos se
reproducen por apomixis, tales como: P. guenoarum (Pritchard, 1970; Burson & Bennett,
1971b; Espinoza et al. 2001), P. atratum (Quarin et al., 1997), P. lenticulare (Espinoza et al.,
2001) y P. plicatulum (Saura, 1941; Pritchard, 1970; Bashaw et al., 1970; Burson & Bennett,
1971b).



Dado que los genotipos 4x son apomicticos y que los 2x son de reproduccion sexual, el
mejoramiento genético mediante cruzamientos y seleccidn es impracticable. La obtencién de
plantas 4x sexuales es un requisito importante para estudios basicos de la apomixis asi como
para iniciar cualquier programa de mejoramiento genético a ese nivel de ploidia.
Recientemente se logro de manera experimental, mediante la duplicacion cromosoémica con
colchicina, plantas tetraploides sexuales de P. plicatulum 4PT, 7PT (Sartor et al., 2009) y P.
chaseanum (Carrizo et al., 2018, Novo et al.,, 2023), permitiendo la realizacion de
cruzamientos intra-especificos e inter-especificos (Novo et al., 2020). La planta de P.
plicatulum 4PT, que se caracteriza por su autoincompatibilidad, ha sido usada en multiples
cruzamientos intra-especificos e inter-especificos, obteniéndose en su mayoria hibridos, los
cuales fueron fértiles y segregaron para el modo reproductivo, (Aguilera et al., 2011; Novo
etal., 2013, 2015, 2016, 2017, 2019, 2020a, 2020b; Lutz et al., 2017; Ruiz Diaz et al., 2019;
Villalba et al., 2022).

Tomando como base el modelo genético de la herencia de la apomixis en diferentes especies
de Paspalum (Martinez et 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), el cual considera que la aposporia
estaria controlada por un gen dominante con herencia tetrasomica, en donde las plantas
sexuales al autofecundarse, o al cruzarse entre si, siempre dan descendientes sexuales, se
seleccionaron algunos hibridos sexuales de 9 familias hibridas de P. plicatulum 4PT x 9
accesiones tetraploides apomicticas (Novo et al., 2020a). Para ello se estimé visualmente el
vigor y su fertilidad, es decir, la capacidad de producir semillas. Estos hibridos fueron usados
para realizar una poblacion de policruzamiento, la que posteriormente dio lugar a una
poblacién sintética tetraploide sexual (Novo et al., 2020a), la que se caracteriza por tener una
amplia variabilidad genética y fenotipica, proveniente de las diferentes especies tetraploides
apomicticas. En esa poblacion se podria incrementar la variabilidad genética, mediante la
incorporacion de hibridos provenientes de nuevos cruzamientos sexual x apomictico con el
objetivo de seleccionar un pequefio grupo de individuos que serian utilizados como madres
en cruzamientos futuros con plantas apomicticas dentro del grupo Plicatula.



3. OBJETIVOS
3.1 General:

Ampliar la diversidad genética de una poblacion sintética tetraploide sexual del grupo
Plicatula del género Paspalum, mediante la incorporacion de nuevos hibridos intra e inter-
especificos de reproduccion sexual.

3.2 Especificos:

e Corroborar si los hibridos intra e inter-especificos que formaron parte de la poblacion de
policruzamiento mantienen su condicién de reproduccion cien por ciento sexual.

e Determinar el modo reproductivo de nuevos hibridos.

e Formar un pool de plantas sexuales tetraploides para realizar una poblacion de
policruzamiento.

e Cosechar las semillas del policruzamiento para ampliar la poblacién sintética tetraploide
sexual.

4. HIPOTESIS

La incorporacion de nuevos individuos a la poblacion sintética tetraploide sexual del grupo
Plicatula permitiria ampliar la variabilidad genética de esa poblacion debido a que se
adicionarian nuevas combinaciones génicas.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Material vegetal

De los 50 hibridos de reproduccion sexual intra e inter-especificos que formaron parte de
la poblacion de policruzamiento (Novo et al., 2020a), se tom6 una muestra de 24 individuos
(Tabla 1). Los mismos corresponden a cruzamientos realizados entre una planta tetraploide
sexual (4xS) de P. plicatulum 4PT, usada como madre, obtenida por duplicacion
cromosomica mediante el uso de colchicina (Sartor et al., 2009), y parentales masculinos
tetraploides apomicticos (4xA) que se detallan a continuacion: P. plicatulum Hojs388; P.
chaseanum ST13894; P. gueanoarum Azulao, Baio, GR19, Q4108; P. lenticulare VV11893;
P. nicorae P1508821; P. oteroi A&V1332.

Ademas, se utilizaron 7 nuevos hibridos (Tabla 1), es decir que no han formado parte de la
poblacion de policruzamiento, los mismos también provenian de cruzamientos entre la planta
4xS de P. plicatulum 4PT x 6 especies 4xA silvestres los cuales se especifican a
continuacion: P. atratum cv. Camba, U44; P. compressifolium AK40811; P. glaucescens
Q4337; P. gueanoarum BO107; P. lenticulare BO190; P. wrightii Q4351.

Tabla 1. Hibridos intra e inter-especificos entre P. plicatulum 4PT tetraploide sexual x 10
especies tetraploides apomicticas silvestres.

Cantidad de hibridos
seleccionados

Hibridos que formaron parte de la poblacién de policruzamiento
P. plicatulum 4PT

Cruzamientos Hibridos

x P. chaseanum ST13894 3 #2, #4, #25
x P. guenoarum Azulao 3 #1, #4, #41
x P. guenoarum Baio 4 #1, #11, #44, #56
x P. guenoarum GR19 4 #29, #36, #60, #116
x P. guenoarum Q4108 1 #1
x P. lenticulare V11893 1 #1
x P. nicorae P1508821 1 #10
x P. oteroi A&V1332 3 #5, #8 #13
x P. plicatulum Hojs388 4 #2, #3, #6, #8
Nuevos hibridos evaluados
P. plicatulum 4PT
x P. atratum cv. Camba 1 #55
x P, atratum U44 1 #3
x P. compressifolium AK40811 1 #1
x P. glaucescens Q4337 1 #6
x P. guenoarum BO107 1 #3
x P. lenticulare BO190 1 #1
x P. wrightii Q4351 1 #27




Todos los hibridos utilizados se mantuvieron en macetas con suelo estéril (Fig.1) dentro del
invernaculo de la catedra de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNNE.

Figura 1: Hibridos intra e inter-especificos entre P. plicatulum 4xS x
especies 4xA silvestres.

5.2 Sistema reproductivo

Para corroborar y determinar el sistema reproductivo de los hibridos se emplearon dos
técnicas. La primera consistié en el clarificado de ovarios maduros, para lo cual se fijaron
inflorescencias en estado de antesis en una solucion de FAA (formaldehido, acido acético
glacial y etanol 70%), en una proporcion de 1:1:18 durante 24 horas. Para el analisis, se
procedio a la diseccion de los ovarios, los cuales se mantuvieron en etanol 70% durante 24hs
como minimo, luego se procedi6 al clarificado de los mismos. Primero fueron sometidos a
diferentes concentraciones de alcohol (50%, 70%, 95% y 100%) y finalmente en
metilsalicilato (50%, 75%, 85% y 100%) segun el protocolo detallado por Young et al.,
(1979). Seguidamente fueron observados en un microscopio de Contraste de Interferencia
Diferencial (DIC) (Leica DM2500).

La segunda técnica empleada fue citometria de flujo, en la que se midid el contenido relativo
de ADN en células del embrion y del endospermo en semillas maduras usando un citbmetro
Partec PAII (Ploidy Analiser 11, Partec GmgH, Mnster, Alemania) siguiendo la metodologia
descripta por Matzk et al., (2000). En cada planta, el analisis se realiz6 en grupos o bulks de
2 a 5 cariopses. Para lo cual, previamente se realizd la cosecha de semillas de las
inflorescencias maduras en condiciones de polinizacion libre, luego se realizo la separacion
manual de las espiguillas de las inflorescencias y finalmente se separaron 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). Posteriormente se realizo el
escarificado y los cariopses obtenidos fueron finamente cortados con una hoja de afeitar en
0,5 ml de buffer para extraccion nuclear. Luego se dejé incubar durante 2 minutos y la



solucién fue pasada por un filtro de 30 um y transferida a un tubo en el cual se adicion6 1,5
ml del buffer de tincion fluorescente 4a6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las suspensiones
fueron analizadas pasandolas a través del citdbmetro de flujo, con el detector operando a 355
nm. Para el andlisis de los datos se utilizé el software de computacion PA-I1 Partec FloMax,
el cual genera histogramas con los datos de las muestras.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Corroboracion del modo reproductivo de los hibridos que formaron parte de la
poblacion de policruzamiento.

El analisis para corroborar el modo reproductivo se llevé a cabo en los 24 hibridos, los
cuales corresponden a 6 especies y 9 accesiones diferentes. Mediante la técnica de clarificado
de ovarios, se evaluaron entre 66 y 290 ovarios maduros. La diferencia se debe a que en
algunas plantas la presencia del hongo Claviceps paspali no permitio el desarrollo normal de
ellos. Se observo que 8 individuos fueron de reproduccion sexual (Tabla 2). Estos se
caracterizaron por presentar sacos embrionarios meidticos (SEM) del tipo Polygonum (Fig.
2 A), el cual presenta en el extremo micropilar un aparato oosférico con la ovocélula bien
nitida y dos sinérgidas, generalmente dificiles de identificar al momento de antesis porque
ya desaparecen los nucleolos; una gran célula central bi-nucleada muy vacuolizada y en el
extremo calazal una masa de antipodas tipicas de los SEM. En estos individuos el porcentaje
de SEM vari6 entre 72,82% y 95,76%, y los restantes 4,24% y 27,18% correspondieron a
sacos embrionarios anormales (SEa), incluidos en ellos los sacos abortados e inmaduros
(Tabla 2).

Los 16 individuos restantes presentaron SEM, como asi también sacos embrionarios
aposporicos (SEA), que se caracterizan por presentar una ovocélula, dos nucleos polares y
ausencia de antipodas (Tabla 2, Fig. 2 B). Los SEA se encontraban solos 0 acompafiados de
SEM, estos ultimos son considerados como ovarios mixtos (Tabla 2, Fig. 2 C). Cabe destacar
que en estos individuos también se observaron SEa (Tabla 2, Fig. 2 D). Estos resultados
indican que los 16 hibridos son de reproduccion apomictica facultativa, ya que tiene la
capacidad de formar en sus Gvulos tanto sacos embrionarios apospdricos como meidticos.

El andlisis por citometria de flujo se realiz6 en los 24 hibridos, analizando entre 12 a 56
cariopses (Tabla 2). La diferencia en el nimero de cariopses analizados se debi0 a la escasa
produccién de semillas o por pérdida por desgrane natural de las panojas. Se observé que en
los mismos hubo segregacion, debido a la presencia de individuos de reproduccién sexual y
apomictica. Los individuos sexuales que fueron 13 mostraron una relacién
embrién/endospermo de contenido relativo de ADN de 2C+ (3C): 2C del embrion (n + n) y
3C de la fusién de los dos nucleos polares reducidos (n + n) mas el gameto masculino también
reducido (n) (Tabla 2, Fig. 3 A). Los 11 hibridos restantes presentaron semillas con
histogramas con picos 2C+(3C), y cariopses con histogramas con picos 2C+(5C), indicando
que se formaron por un proceso de aposporia, seguido de partenogénesis y pseudogamia. El
contenido 2C corresponde al embridn originado por partenogénesis de la ovocélula no
reducida de un saco aposporico; y el contenido 5C 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 (Tabla 2, Fig. 3 B).



Tabla 2. Determinacién del modo reproductivo por la técnica de clarificado de ovarios y citometria de flujo de 24 hibridos intra e inter-especificos
de P. plicatulum 4PT x 6 especies tetraploides apomicticas, que formaron parte de la poblacién de policruzamiento. SEM: sacos embrionarios
meioticos; SEA: sacos embrionarios aposporicos; SEM+SEA: sacos embrionarios mixtos; SEa: sacos embrionarios anormales; Apo. fac.: apomicticos
facultativos; Sex.: sexuales.

Contenido de ADN del Embrion

Tipo de sacos embrionarios
P + (endosperma)

Modo reproductivo

SEM +

Cruzamientos N° de SEM  SEA SEa N°de 2C+(3C) 2C+(5C o . .
ovarios (%) (%) (SO'/EOA) (%)  semillas (0/(0) : (0/(0) ) Embriologia  Citometria
P. plicatulum 4PT
x P. chaseanum ST13894
#2 103 87,38 0,00 0,00 12,62 30 100 0,00 Sex Sex
#4 148 72,97 0,46 2,70 24 18 100 0,00 Apo fac Sex
#25 118 95,76 0,00 0,00 4,24 40 70,00 30,00 Sex Apo fac
x P. guenoarum Azulao
#1 115 88,70 0,00 2,61 8,70 38 81,58 18,42 Apo fac Apo fac
#4 176 85,80 0,00 0,00 14,20 40 100 0,00 Sex Sex
#41 105 85,71 0,00 0,00 14,29 28 75,00 25,00 Sex Apo fac
x P. guenoarum Baio
#1 102 93,14 0,00 0,98 5,88 52 80,77 19,23 Apo fac Apo fac
#11 220 78,64 7,27 2,27 11,82 55 90,91 9,09 Apo fac Apo fac
#44 102 70,59 0,00 0,98 28,43 13 100 0,00 Apo fac Sex
#56 112 95,54 0,00 1,79 2,68 51 80,39 19,61 Apo fac Apo fac
x P. guenoarum GR19
#29 177 89,83 0,00 0,56 9,60 30 100 0,00 Apo fac Sex
#36 121 93,39 0,00 2,48 4,13 35 100 0,00 Apo fac Sex
#60 109 76,15 0,00 0,00 23,85 15 100 0,00 Sex Sex
#116 101 88,12 0,00 0,00 11,88 30 100 0,00 Sex Sex
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x P. guenoarum Q4108

#1 290 79,31 0,00 0,34 20,34 30 100 0,00 Apo fac Sex
x P. lenticulare V11893
#1 210 50,48 0,48 2,38 46,67 30 100 0,00 Apo fac Sex
x P. nicorae P1508821
#10 158 52,53 1,27 41,14 5,06 30 100 0,00 Apo fac Sex
x P. oteroi A&V 1332
#5 106 85,85 0,00 0,00 14,15 27 37,04 62,96 Sex Apo fac
#8 219 83,56 1,83 0,46 14,16 30 100 0.00 Apo fac Sex
#13 66 80,30 0,00 10,61 9,09 12 91,67 8,33 Apo fac. Apo fac
x P. plicatulum Hojs388
#2 113 77,88 0,00 2,65 19,47 10 100 0,00 Apo fac Sex
#3 201 47,76 7,96 29,85 14,43 50 70,00 30,00 Apo fac Apo fac
#6 101 84,16 0,00 13,86 1,98 56 51,79 48,21 Apo fac Apo fac
#8 103 72,82 0,00 0,00 27,18 24 85,71 14,29 Sex Apo fac

11
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Figura 2. Analisis del sistema reproductivo de los hibridos por clarificado. Ovulos con: A) SEM,
B) SEA, C) SEM+SEA, D) SEa. NP: nucleos polares, A: antipodas. La escala de la figura C es
equivalente para las demas figuras.

12



Figura 3. Analisis del modo reproductivo de los hibridos por citometria. A) Histograma de contenido
de ADN de la semilla de un hibrido sexual: 4C corresponde al embrién y 6C al endospermo. B)
Histograma de contenido de ADN de la semilla de un hibrido apomictico: 4C es del embrion y 10C
del endospermo. Ambos histogramas mostraron picos adicionales (8C, 12C y 10C) producidos por
nucleos del embrion y del endospermo en estadio G2 del ciclo celular.

En base a estos resultados concluimos que de los 24 hibridos analizados solamente 4 de
ellos, pertenecientes a los cruzamientos: P. plicatulum 4PT x P. chaseanum ST13894 #2, P.
guenoarum Azulao #4, P. guenoarum GR19 #60, #116 mantuvieron la sexualidad al 100%
por ambas técnicas utilizadas (Tabla 2). Sin embargo, los 20 restantes mostraron cierto grado
de apomixis, de los cuales 7 individuos demostraron ser apomicticos facultativos tanto por
clarificado de ovarios como por citometria de flujo (Tabla 2). En estos hibridos la expresion
de la sexualidad, representada por los 6vulos con sacos embrionarios meidticos vario de
47,76% a 95,54% (Tabla 2); pero a estos valores habria que sumarle el porcentaje de los
ovulos con sacos embrionarios mixtos (SEM + SEA), por lo que el potencial para
reproducirse de forma sexual seria mayor. Cabe destacar que solamente dos hibridos: #11 de
P. plicatulum 4PT x P. guenoarum Baio y el hibrido #3 de P. plicatulum Hojs388,
presentaron ademas de SEM y mixtos, sacos exclusivamente apomicticos en una proporcion
de 7,27% y 7,96% respectivamente (Tabla 2). Las semillas de estos 7 hibridos cuando se
evaluaron por citbmetro mostraron que algunas se formaron por la via apomictica y otras por
la via sexual. La presencia de semillas originadas por apomixis indica una caida significativa
en las tasas de sexualidad observada, junto con una prevalencia y eficiencia reproductiva
variable de la apomixis. La reduccion de la sexualidad podria derivarse de aquellos 6vulos
con SEM solitario que no lograron formar una semilla viable, como asi también a una mayor
eficiencia de los sacos apomicticos en dvulos mixtos debido a que su menor tiempo de
desarrollo constituye una clara ventaja que los beneficia cuando compiten por el espacio y
los recursos dentro del ovulo. Otro motivo que explicaria esto, solo en los hibridos que
presentaron 6vulos con sacos apomicticos exclusivamente, podria ser la mayor estabilidad
en el desarrollo de los mismos por la falta de competencia con la via sexual (Hojsgaard et al.,
2013). Los restantes 13 hibridos presentaron discordancia entre las dos metodologias usadas,
ya que 9 de ellos demostraron ser apomicticos facultativos bajo analisis embrioldgicos debido
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a que sus dvulos poseian ademas de sacos embrionarios meidticos exclusivos, sacos mixtos
y en algunos casos, como en los hibridos de 4PT x P. chaseanum ST13894, P. lenticulare
V11893, P. nicorae P1508821 y P. oteroi A&V 1332, también dvulos con sacos apomicticos
exclusivamente, aunque en muy baja proporcion (Tabla 2). Sin embargo, cuando se
analizaron sus semillas por citometria todas ellas presentaron histogramas con picos 2C+(3C)
por lo que estos individuos se categorizaron como sexuales bajo este método. Esto indicaria
que la capacidad sexual de estos hibridos aument6 notablemente de una fase de desarrollo a
la otra, como consecuencia de que en aquellos 6vulos con SEM + SEA y SEA la via
aposporosa no logré desarrollar una semilla con un embrién no reducido. Esto puede deberse
a que como la meiosis es el modo predeterminado en los apomicticos (Koltunow et al., 2011),
el éxito de la via meidtica depende de las inestabilidades de las vias aposporosas. Lo contrario
se observd al analizar los 4 restantes de estos Ultimos 13 hibridos, ya que cuando se evaluaron
por la técnica de clarificado fueron clasificados como sexuales. Sin embargo, cuando se
analizaron sus semillas por citdmetro demostraron que se originaron tanto de forma sexual
como por un proceso de aposporia, seguido de partenogénesis y pseudogamia, por lo que
fueron clasificados como apomicticos facultativos. Esta discordancia en los resultados
obtenidos puede deberse a que los andlisis se llevaron a cabo en estados de desarrollo
diferentes y como se ha demostrado en otras especies del género, la expresion de la
sexualidad de una especie apomictica facultativa decrece dréasticamente, e incluso puede no
expresarse, dependiendo si la determinacion se hace por estudios citoembrioldgicos durante
estadios de la embriogénesis, si se hace por contenido de ADN en el embrién y el endospermo
de semillas ya formadas, o si se estudian los perfiles gendmicos de los integrantes de una
progenie para determinar si todos, o qué proporcion de ellos, tienen la misma constitucion
genética que la planta que los origin6 (Hojsgaard et al., 2013).

Como se sabe por estudios previos (Martelotto et al., 2007; Rodriguez et al., 2012), existe
una estrecha relacion entre apomixis y poliploidia. Luego de la poliploidizacion el genoma
de Paspalum es genética y epigenéticamente modificado en regiones que codifican
retrotrasposones y seudogenes lo que lleva como consecuencia a efectos moduladores de la
expresion génica, lo que podria explicar la aparicion de individuos apomicticos facultativos
dentro de la poblacién sintética tetraploide sexual ya que se ha visto que en P. notatum la
duplicacion por colchicina del genoma de una planta diploide sexual produce poliploides
tanto sexuales como apomicticos facultativos (Quarin et al., 2001). Esto indicaria que los
determinantes de la apomixis se encuentran presentes a nivel diploide, pero estan silenciados.
Entonces, se plantea la posibilidad de que, al menos en Paspalum, exista para la apomixis un
mecanismo de activacion dependiente de la dosis génica que involucre a otros loci que
controlen la expresion del caracter mediante efectos de interaccion génica.
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6.2 Determinacion del modo reproductivo de nuevos hibridos analizados

La determinacion del sistema reproductivo de los 7 nuevos hibridos correspondientes a 6
especies y a 7 accesiones diferentes (los que no formaron parte de la poblacién de
policruzameinto) se llevo a cabo mediante las dos técnicas ya mencionadas. Se evaluaron
entre 157 y 234 ovarios maduros en estudios citoembrioldgicos y entre 23 a 35 semillas por
citometria de flujo. El analisis por ambas técnicas demostrd que ninguno de los 7 individuos
fueron 100% sexual ya que en todos se observé algun grado de apomixis (Tabla 3). Todos
fueron clasificados como apomicticos facultativos cuando se analizaron sus ovarios por la
técnica de clarificado debido a que poseian sacos embrionarios meidticos ya sea solitarios o
acompariados de sacos embrionarios aposporicos. El porcentaje de SEM exclusivos vario de
60,36% a 89,81% Yy se deberia sumarle el porcentaje de ovarios mixtos para indicar el
potencial de sexualidad de los mismos. Solo 3 hibridos presentaron Ovulos con sacos
apomicticos exclusivos, sin embargo, en una proporcion baja, e incluso menor a lo observado
en los hibridos que formaron parte del policruzamiento.

Por otro lado, cuando se analizaron sus semillas por citometria se observaron diferencias
entre los hibridos, 4 de ellos presentaron histogramas con picos 2C+(3C), como asi también
2C+(5C) por lo que se puede afirmar que se originaron tanto por via sexual como por
apomixis. El hecho de tener semillas de origen apomictico indica que en algunos casos los
sacos aposporicos son buenos competidores, ya que la gran mayoria de estas semillas
provendrian de 6vulos mixtos donde las dos vias estan activas. La ventaja competitiva de la
aposporia se debe a que la partenogénesis permite la iniciacion embrionaria precoz, cuando
la polinizacion desencadena el desarrollo del endospermo en aquellos 6vulos de especies
pseudogamicas, por lo que el crecimiento del embridn asexual es mucho mas avanzado que
el del sexual (Hojsgaard et al., 2013). En los restantes 3 hibridos el 100% de sus semillas
mostraron histogramas con picos 2C+(3C) por lo que fueron clasificados como sexuales. Si
bien ninguno logré formar semillas por la via apomictica, la presencia de sacos aposparicos
indicaria que hay segregacion para el modo reproductivo.
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Tabla 3. Determinacion del modo reproductivo por la técnica de clarificado de ovarios y citometria de flujo de hibridos obtenidos de cruzamientos
entre P. plicatulum 4PT x 6 genotipos silvestres, tetraploides apomicticos. SEM: sacos embrionarios meidticos; SEA: sacos embrionarios
aposporicos; SEM+SEA.: sacos embrionarios mixtos; SEa: sacos embrionarios anormales; Apo. fac.: apomicticos facultativos; Sex.: sexuales.

Contenido de ADN del
Embrion + (endosperma)

Nede SEM SEA SEM+ Sea N°de 2C+(3C) 2C+(5C)

Tipo de sacos embrionarios Modo reproductivo

Cruzamientos

Embriologia Citometria

ovarios (%) (%) SEA (%) (%) semillas (%) (%)
P. plicatulum 4PT

x P. atratum cv. Cambd

#55 234 85,04 0,43 2,99 11,54 35 85,71 14,29 Apo fac Apo fac
x P. atratum U44

#3 222 60,36 0,00 4,05 35,59 30 90,00 10,00 Apo fac Apo fac
x P. compressifolium AK40811

#1 206 79,13 0,00 2,43 18,45 23 100 0,00 Apo fac Sex
x P. glaucescens Q4337

#6 223 87,44 0,90 0,90 10,76 30 100 0,00 Apo fac Sex
x P. guenoarum BO107

#3 216 89,81 0,00 0,93 9,26 30 100 0,00 Apo fac Sex
x P. lenticulare BO190

#1 157 79,62 191 15,92 2,55 30 83,33 16,67 Apo fac Apo fac
x P. wrightii Q4351

#27 218 61,93 0,00 0,46 37,61 30 90,00 10,00 Apo fac Apo fac
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6.3 Policruzamiento

Luego de haber corroborado el modo reproductivo de los 24 individuos que formaron parte
de la poblacion de policruzamiento, solamente 4 hibridos correspondientes a los
cruzamientos: P. plicatulum 4PT x P. chaseanum ST13894 #2, P. guenoarum Azulao #4, P.
guenoarum GR19 #60, #116 mantuvieron la sexualidad al 100% (Tabla 2). Cabe destacar
que en estos cruzamientos estan involucradas unicamente tres especies (P. plicatulum, P.
chaseanum y P. guenoarum), lo que representa una fuerte disminucion de la cantidad de
especies incluidas en la poblacién de policruzamiento inicial (Novo et al., 2020) y con ella
la variabilidad genética existente. Sumado a esto, la ausencia de nuevos hibridos de
reproduccion sexual (Tabla 3), no nos permitié poder formar un nuevo pool de plantas
sexuales tetraploides y por lo tanto realizar el policruzamiento. Por lo que queda para estudios
posteriores por un lado corroborar el sistema reproductivo de los 26 hibridos que no se
incluyeron en este trabajo y por el otro realizar nuevos cruzamientos intra e interespecificos
usando como madre a las plantas tetraploides sexuales de P. plicatulum 4PT y P. chaseanum
obtenidas mediante duplicacién cromosémica (Novo et al., 2023); evaluar el sistema
reproductivo de las progenies y seleccionarlos en base al vigor y fertilidad.
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7. CONCLUSIONES

e Se corrobor6 el modo reproductivo de 24 hibridos que participaron de la poblacién
de policruzamiento, de los cuales 4 correspondientes a los cruzamientos: P.
plicatulum 4PT x P. chaseanum ST13894 #2, P. guenoarum Azulao #4, P.
guenoarum GR19 #60, #116 mantuvieron la sexualidad al 100%.

e Se determind el sistema reproductivo de 7 nuevos hibridos correspondientes a 6
especies y a 7 accesiones diferentes, los cuales ninguno demostré ser 100% sexual.

e Ladisminucion de hibridos sexuales de la poblacion de policruzamiento original y la
ausencia de nuevos genotipos sexuales no permitio formar un nuevo pool de plantas
sexuales tetraploides, cruzarlas entre ellas y de esa forma ampliar la diversidad
genética existente.
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