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Resumen

El grupo Plicatula pertenece al género Paspalum y cuenta con unas 30 especies, caracterizadas
por su alto valor forrajero en campos naturales.De la mayoria de estas especies se conocen
citotipos tetraploides (2n=4x=40) apomicticos, existen algunos raros triploides y algunas especies
presentan también diploides sexuales (2n=2x=20).No encontraron ain en la naturaleza,
tetraploides sexuales; esto dificulta la hibridacion a nivel 4x dentro del grupo. Sin embargo, por la
duplicacion cromosomica de especies diploides sexuales se pueden obtener tetraploides
(autotetraploide) de reproduccién sexual, lo que permite realizar cruzamientos a nivel tetraploide,
utilizando como polinizadores a biotipos apomicticos. El objetivo de estetrabajo fue obtener
hibridos interespecificos entre P. chaseanum, autotetraploide sexual de origen experimental, y P.
rojasii (AK40732) y P. plicatulum (Hojs388), especies tetraploides apomicticas naturales,
pertenecientes al grupo Plicatula. De los cruzamientos, se obtuvieron un total de 46 progenies
(F1), las cuales fueron caracterizadas genotipicamente por marcadores moleculares vy
fenotipicamente mediante caracterizaciéon morfolégica para determinar el origen hibrido de las
mismas. De este analisis, todos los individuos resultaron ser hibridos. Ademas, se analizo la
configuracion cromosomica de padres y progenies. De acuerdo a las asociaciones cromosomicas
encontradas, existe cierto grado de homologia entre los genomas de los parentales. Se estudio el
modo reproductivo de las progenies por clarificado de ovarios y citometria de flujo, y la fertilidad
por el porcentaje de espiguillas que producen granos en condiciones de autopolinizacion y
polinizacion libre.Para el modo reproductivo, se pudo determinar que en las dos familias hubo
segregacion, observandose individuos de reproduccién apomictica e individuos de reproduccion
sexualen una proporcion aproximada de 3:1.Los hibridos de ambas familias fueron fértiles, con
una produccion de semillas que oscilé entre 0,05— 12% en autopolinizacion y entre 0,4 — 15,5%
en polinizacién libre.Estos resultados indican que es posible la obtencion de hibridos fértiles y
gue segregan para el modo reproductivo permitiendo liberar alelos fijados por la apomixis y
lograr nuevas combinaciones genotipicas que pueden ser incorporadas al programa de mejora
genética.

Palabras claves: gramineas forrajeras; hibridacion; apomixis.



1. Introducciéon

El géneroPaspalum L. comprende 311 especies distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales a templadas de todo el mundo (Soreng et al., 2022). En el continente americano,
principalmente en paises como Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina, se encuentra la mayor
diversidad del género; siendo el centro y oeste de Brasil, el este de Bolivia y Paraguay, su centro
geografico de variabilidad (Quarin et al., 1997). Presenta una gran adaptabilidad ecoldgica
habitando diferentes ambientes, encontrandose a menudo como especie dominante en pantanos,
sabanas y praderas; también se hallan en ambientes selvaticos 0 boscosos y en dunas costeras y
hébitats halofitos o anegados. Algunas especies se comportan como ruderales o malezas,
encontrandose en bordes de caminos y suelos alterados. En lo que se refiere al rango altitudinal,
la mayoria de los taxones crecen a bajas altitudes, pero algunos alcanzan hasta los 4600 msnm
(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
(Quarin, 1992), lo cual ha tenido una gran influencia en la evolucion y distribucion del género
(Bashaw et al., 1970).

Los estudios citologicos realizados para el género Paspalum, mostraron que la mayoria de
las especies se caracterizan por tener un nimero basico de cromosomas de x=10 (Quarin, 1992).
Sin embargo, se conocen especies con x=6 (Quarin, 1974) y con x=9 (Davidse&Pohl, 1974). Por
el nivel de ploidia, las especies se pueden agrupar en taxones diploides (2n=2x=20), y 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). La poliploidia en este género es una caracteristica importante, ya que existe
una gran diversidad intraespecifica e interespecifica de niveles de ploidia.

Los estudios embrioldgicos realizados dentro del género, revelaron que existen especies
gue se reproducen por sexualidad y otras por apomixis, incluso dentro de una misma especie
coexisten citotipos sexuales y citotipos apomicticos (Quarin, 1992). La apomixis, es una forma de
reproduccion asexual a través de semillas donde los embriones son copias de la madre (Nogler,
1984). El tipo de apomixis que predomina en el género es la aposporia (Quarin, 1992; Ortiz et al.,
2013). En general, la apomixis estd asociada a la poliploidia, encontrandose especies que son
diploides, de reproduccion sexual y autoincompatible y especies o citotipospoliploides
(principalmente tetraploides) que son apomicticos, seudégamos y autofértiles (Ortiz et al., 2013;
Acunia et al., 2019). La apomixis es un sistema reproductivo muy beneficioso para el desarrollo
de cultivares ya que permite que una determinada combinacién genotipica permanezca constante
de generacién en generacién, garantizando la estabilidad genética de los mejores genotipos. El
proceso de mejora de gramineas apomicticas basicamente ha consistido en la coleccion y
evaluacion de germoplasma, seleccion y liberacion de aquellos genotipos superiores como nuevos
cultivares apomicticos. Sin embargo, el éxito de seleccién depende del grado de variacién
existente dentro de la especie (Vogel&Burson, 2004).

Dentro del género Paspalum existe un grupo importante de especies (aprox. 30) que se
caracterizan por su valor como forrajeras en campos naturales y que fueron agrupadas por Chase
(1929) bajo el nombre de grupo Plicatula. Este nombre, de categoria taxondmica informal y
subgenérica, se debe a afinidades morfoldgicas que todas estas especies tienen con P. plicatulum,
la especie representativa del grupo. La mayoria de estas especies son tetraploides y apomicticas.
Mediante seleccion de genotipos con caracteristicas agrondémicas destacables fue posible la
obtencidn y liberacién en nuestro pais y otros lugares del mundo de varios cultivares apomicticos
de este grupo pertenecientes a las especies de P. atratum, P. guenoarum, P. plicatulum, entre
otros (Oram, 1990; Urbani & Quarin, 2002;Evers&Burson, 2004).



Por otra parte, el mejoramiento genético mediante cruzamientos e hibridacion no era
posible sin la existencia de plantas tetraploides sexuales, en forma natural aiun no fueron
encontradas. No obstante, el grupo de investigacion de Genética y Mejoramiento de Especies
Forrajeras del Instituto de Botanica del Nordeste (CONICET-UNNE) ha conseguido, por
coleccion propia o por intercambio de material con otros investigadores, razas diploides sexuales
para algunas especies del grupo. Se ha logrado duplicar los cromosomas y obtener plantas
tetraploides 100% sexuales (4xS) en P. plicatulum a partir de plantas diploides sexuales (Sartor et
al., 2009). Esto ha posibilitado la realizacién de cruzamientos inter e intraespecificos a nivel 4x
dentro del grupo. Sin embargo, estas plantas tienen un periodo de floracién muy corto, lo que
dificulta realizar cruzamientos con especies que no florecen al mismo tiempo. Recientemente, han
obtenido nuevos tetraploides inducidos, uno de ellos fue a partir de la especie 2x de P. chaseanum
(Novo et al., 2023). La planta 4x que se obtuvo es 100% sexual y tiene un periodo de floracion
desde la primavera hasta el verano, lo que permitird avanzar con la obtencion de nuevos hibridos
interespecificos dentro del grupo Plicatula.



2. Objetivos

2.1 General:

Obtener hibridos interespecificos entre plantas autotetraploides sexuales de

origen experimental y especies tetraploides apomicticas naturales, pertenecientes al
grupo Plicatula del género Paspalum. Esto permitira movilizar y recombinar genes
que se encuentran fijados en las plantas apomicticas. La seleccién de hibridos
conducird al objetivo final que serd la obtencion de nuevos cultivares con
caracteristicas agronémicas superiores.

2.2 Especificos:

Obtener hibridos mediante cruzamientos, usando como madre a la planta
tetraploide sexual de Paspalum chaseanum (de origen experimental) y como
padres a 2 especies tetraploides apomicticas naturales del grupo Plicatula.

Determinar el sistema reproductivo, el grado de fertilidad y analisis de la meiosis
de las familias F; que se obtengan.

Seleccionar los hibridos apomicticos con aptitud forrajera mediante
observaciones fenotipicas para su evaluacion e incorporacion al programa de
mejoramiento genético del IBONE.



Materiales y Métodos
3.1 Material vegetal:

Para este estudio se utilizaron ejemplares de la planta 4xS dePaspalum
chaseanum(Fig. 1a) que fue obtenida experimentalmente por duplicacion
cromosémica (Novo et al., 2023). Esta planta se caracteriza por un largo periodo de
floracion, desde la primavera hasta el otofio. Se utilizaron, ademas, 2 especies 4xA:
Paspalum rojasii, accesién AK40732 (Fig. 1b), originaria de Vila Velha, Parand,
Brasil y Paspalum plicatulum, accesion Hojs388 (Fig. 1c), colectada en RN N°12 km
1066, San Cosme, Corrientes, Argentina. Encontrandose todas en el Banco de
Germoplasma vivo, del drea de Genética y Mejoramiento de especies forrajeras del

Fig.1: a- Ejemplar de P. chaseanum 4xS; b- Ejemplar de P. rojasii AK40732; c- Ejemplar de P. plicatulum Hojs388.

3.2 Cruzamientos y obtencion de progenies:



Se realizaron cruzamientos interespecificos utilizdndose como parental
femenino a P. chaseanum 4xS, y como parentales masculinos a dos especies 4xA: P.
rojasii(AK40732) y P. plicatulum(Hojs388). Debido a la alta autoincompatibilidad
de P. chaseanum 4xS, no se practico la emasculacion de las espiguillas.

Previamente al inicio de la antesis, las inflorescencias de la planta materna
fueron aisladas con sobres de papel sulfito, para evitar la contaminacion con polen
extrafo; después se recogio el polen del parental masculino y una vez producida la
antesis de la planta madre se espolvoreo el polen sobre los estigmas, y se aisld
nuevamente a la inflorescencia identificandola (etiqueta indicando el cruzamiento
?x3).Este procedimiento se repitié por 4 - 6 dias, hasta que la inflorescencia de la
planta madre completé la antesis de todas sus espiguillas. Las inflorescencias
polinizadas 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 retirar las espiguillas de las inflorescencias manualmente y separar las
llenas de las vacias mediante el uso de un soplador mecéanico de semillas
(SeedburoEquipment Company 1022W. Jackson Blvd.Chicago. IL 60607 1-800-284-
5779).

Parte de las semillas obtenidas en cada cruzamiento fueron colocadas a
germinar en bandejas plasticas con suelo estéril. Aproximadamente, un mes
despuésde la germinacion, las plantulas fueron repicadas a bandejasplésticas
(speedling) y posteriormente Ilevadas a campo en parcelas ubicadas en la Facultad de
Ciencias Agrarias (UNNE).

3.3 Determinacion del origen hibrido:

El origen hibridode las progenies obtenidas se realizd mediante
caracterizacion genotipica (marcadores moleculares)y fenotipica (caracteres
morfoldgicos).

3.3.1 Marcadores moleculares:

Se realizaron microextracciones de ADN gendmico a partir de
hojas jovenes de las progenies y de sus parentales, siguiendo el protocolo
descripto por Dellaporta et al. (1983). En la Figura 2 se detallan los pasos
gue se siguieron.

La concentracion y calidad del ADN de cada una de las muestras
se realizd mediante observacion visual en geles de agarosa al 1%. La
concentracion se estim6 por comparaciébn con una muestra de
concentracion conocida y luego fueron llevadas a una concentracion final
de 0.3 pg/ul y conservadas a -20°C.

Se utiliz6 la técnica de RAPDs (RandomAmplifiedPolymorphic
DNA), siguiendo la metodologia descripta por Novo et al. (2016).
Brevemente, las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo en un
volumen final de 25 pl, conteniendo 20 ng de ADN gen6mico, 15uM de
cada dNTP’s, 30 ng de cebador, 1 unidad de ADN polimerasa GoTaq
(Promega) y 1X de “buffer” de la enzima. Se utiliz6 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 realizd6 en una cuba horizontal con TAE 1X.
Posteriormente los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (10 pg/ml)
durante aproximadamente 30 minutos y observados a través de un



transiluminador UV vy registrados con un digitalizador de imagen
(GelDoclmagingSystemUIltravioletTranluminatorBiolmagingSystems).
Inicialmente se realiz6 un screening de cebadores de la
Universidad de British Columbia (Vancouver, BC, Canadd) utilizando
como molde para las amplificaciones por PCR al ADN de los parentales.
Luego fueron seleccionados aquellos cebadores polimérficos y que
amplificaban bandas exclusivas de los parentales masculinos.Estos
primers fueron utilizados para seleccionar a las progenies,
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considerandose como hibridos a aquellos individuos que al menos

amplificaban una banda paterna.
Fig. 2: Esquema del proceso de extraccion de ADN.

3.3.2 Caracterizacion fenotipica:
Para esta caracterizacion se consideraron los siguientes caracteres
morfoldgicos (Fig. 3):

e Longitud del eje de la inflorescencia

e Numero de racimos por inflorescencia.

e Longitud del racimo basal de la inflorescencia

e Longitud del racimo apical de la inflorescencia.

e Longitud de la ldmina de la segunda hoja por debajo de la base de
la inflorescencia.



e Ancho de la lamina de la segunda hoja por debajo de la base de la
inflorescencia.

Fig.3: llustracién de P. plicatulum, indicando las caracteristicas evaluadas: 1-Longitud del eje de la
inflorescencia; 2- Longitud del racimo basal; 3- Longitud del racimo apical; 4- Ancho de la ldmina de la
2% hoja; 5- Longitud de la lamina de la 2% hoja.

Se tomaron datos en 3 inflorescencias por planta y se analizaron
estadisticamente mediante el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

3.4 Analisis de meiosis:

El estudio de las meiosis se llevd a cabo en individuos (2-4) de las F,
seleccionados al azar, y en el parental masculino (P. plicatulum Hojs388), ain no
estudiado. Inflorescencias jovenes fueron fijadas en una solucion 5:1 (v/v) de etanol
absoluto:écido lactico durante 24 horas y luego fueron conservadas en etanol al 70%
a 4°C. Posteriormente se prosiguié a la separacion de las espiguillas de la
inflorescencia y la extraccion de las anteras, las que fueron colocadas Yy
aplastadassobre un portaobjetos con una gota de carmin acético al 2%.EIl preparado
fue cubierto con un cubreobjetos y la observacion se realizé con un microscopio
Optico LeicalLeitz DMRB.Los preparados donde se observaron células madres del
polen (CMP)en division celular se hicieron permanentes con una solucién de
terpentina de Venecia (Wilson, 1945) para completar el analisis del comportamiento
de los cromosomas durante la meiosis.

3.5 Determinacion del modo reproductivo:
La determinacién del sistema reproductivo se realizé mediante 2 técnicas.

3.5.1 Técnicas embrioldgicas:



En estado de antesis, se fijaron inflorescencias en una solucién
de FAA (formaldehido, acido acético glacial y etanol 70%, en una
proporcion de 1:1:18 v/v) por 24 horas y luego fueron conservadas en
etanol 70%. Para su analisis, se diseccionaron las espiguillas separando
a los ovarios, quienes fueron clarificados siguiendo la técnica descripta
por Young et al. (1979). Los pistilos clarificados fueron montados sobre
un portaobjeto con la colocacion de un cubreobjeto encima de ellos,
para luego ser observados bajo un microscopio de Contraste de
Interferencia Diferencial (DIC), (Leica DM2500).

3.5.2 Citometria de flujo:

Se estimd el contenido relativo de ADN en células del embrion
y del endospermo, en semillas maduras de los individuos de las Fyy sus
progenitores masculinos, por citometria de flujo utilizando un citémetro
(SysmexCyFlow® Space, Gorlitz, Germany), segin la metodologia
descripta por Matzk et al. (2000).

Aquellas semillas que tuvieron una relacion
embrion:endospermo de contenido de ADN de 2C:3C son consideradas
de origen sexual, indicando el 2C al embrién 2n producto de la
fecundacion de una ovocélula reducida (n) por un nucleo espermatico
reducido (n) y el 3C al endospermo 3n originado en un segundo evento
de fecundacion que involucré la fusion de los dos nucleos polares
reducidos (n + n) con el otro nucleo espermatico (n) del tubo polinico
(Fig. 4). En cambio, las semillas con una relacién de contenido de ADN
embrion:endospermo de 2C:5C son consideradas de origen apomictico,
es decir, se formaron por un proceso de aposporia, seguido de
partenogenesis y pseudogamia. El valor 2C corresponde al embrién 2n
originado por partenogénesis de la ovocélula no reducida de un saco
embrionario aposporico; y el contenido 5C corresponde al endospermo
5n que surgié de un proceso pseudogamico, en el mismo saco, por la
fecundacion de los dos nucleos polares no reducidos (2n + 2n) con un
gameto masculino reducido (n) aportado por el polen (Fig. 4). Con base
a esto, los individuos fueron clasificados como sexuales, cuando todas
las semillas analizadas tuvieron una relacion 2C:3C; apomicticos si
todas las semillas tuvieron una relacion 2C:5C; y apomicticos
facultativos cuando tuvieron algunas semillas con relacién 2C:3C y
otras con 2C:5C.

Para cada individuo se analizaron 10 cariopses, en grupos
(“bulks”) de 2 cariopses, que fueron seccionados con una hoja de afeitar
en 0,5 ml de “buffer” para extraccion nuclear, dejando incubar durante
2 minutos. La solucion fue filtrada con un filtro de 30um y transferida a
un tubo donde se le adiciono 1,5 ml del “buffer” de tincién fluorescente
4a6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Ambos “buffers”, de extraccion y
tincion, son parte de un kit comercial CyStain UV Precise P Sysmex,
Gorlitz, Germany. Una vez logradas las suspensiones son pasadas a
través del citometro de flujo donde fueron analizadas en tiempo real
mediante el software FloMax, el cual genera histogramas con los datos
de las muestras (Fig. 5).
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Fig. 4: Representacion esquematica de las vias reproductivas que pueden tener los individuos analizados. En la
izquierda de la figura se encuentra esquematizado el proceso de doble fertilizacion, si es sexual, y partenogénesis
+ seudogamia, si es apomictico. En la derecha estan los histogramas arrojados por el citometro observandose para
la via sexual dos picos principales: 2C (embrién) y 3C (endospermo), con posibles picos secundarios en 4C
(embrion) y 6C (endospermo) correspondiente a células en la fase G2 de la mitosis; para la via apomictica,
tenemos a los picos principales 2C (embridn) y 5C (endospermo), con posibles picos secundarios en 4C y 10C.
Tener la consideracion que estos valores corresponden a un citotipo diploide. (Adaptado de
“Durchflusszytometrie. Anwendung in der Pflanzen-Reproduktionsbiologie” (p. 34), por Hojsgaard& Herbig,
2014, LABO, 3).
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Fig.5: Procesamiento de cariopses para andlisis en citometro de flujo.

3.6 Analisis de fertilidad:

El estudio de fertilidad se realizo en todos los progenitores y en algunos
individuos de las F; obtenidas, elegidos al azar; considerando el porcentaje de
espiguillas que produjeron granos en condiciones de autopolinizacion y polinizacion
libre, siguiendo la metodologia usada por Novo et al. (2016).Para ambas situaciones
se ensobraron 3 inflorescencias de cada planta, con sobres de papel sulfito (Fig. 6), en
2 afios consecutivos. Para autopolinizacion, se ensobro unos dias antes del inicio de
la antesis, para prevenir el ingreso de polen extrafio y asi obligar a las espiguillas a

10



autopolinizarse. En cambio, en polinizacion libre, las inflorescencias fueron
ensobradas una vez finalizada la antesis de todas las espiguillas.

En ambas condiciones permanecieron ensobradas hasta la maduracién de las
semillas, unos 30 dias aproximadamente. Luego, se recolectaron los sobres y fueron
llevados a estufa a 37°C durante 24 horas. Se retiraron manualmente las espiguillas
de las inflorescencias; posteriormente, por medio de un soplador mecéanico de
semillas (SeedburoEquipment Company 1022W. Jackson Blvd.Chicago. IL 60607 1-
800-284-5779)(Fig. 7), se apartaron las llenas de las vacias y se procedié al recuento.

Fig. 6: Individuo con inflorescencias ensobradas. Fig.7: Soplador de semillas

3.7 Analisis estadistico:

En la caracterizacion morfologica de las muestras de las progenies y sus
respectivos progenitores se obtuvo una base de datos, conformada por las
observaciones resultantes de varias variables dependientes. Teniendo en cuenta que
estas variables estan interrelacionadas, por lo que tienen informacion en comun,
previa estandarizacion de los datos se procedié a aplicar la técnica estadistica de
Analisis de Componentes Principales (ACP). El analisisconsiste en extraer la
informacion importante que posee una base de datos, representandola en un nuevo
conjunto de variables ortogonales llamadas componentes principales. Estos
componentes no estan correlacionados entre si (no hay repeticion de la informacion),
por lo tanto, se interpretan independientemente unos de otros, y cada uno de ellos
contiene una parte de la variabilidad total de las observaciones originales. Cada
componente contiene informacion de todas las variables, pero en diferentes
proporciones, para saber cuanto de la variable “x” es explicada por el componente
“y” tenemos que tener en cuenta el coeficiente de correlacion de Pearson, sean estos
positivos 0 negativos, entre la variable original de la base de datos y el componente
principal en cuestion (Palacio et al., 2020).Otra técnica que se utilizd fue el Analisis
de Conglomerados o Analisis Claster tipo UPGMA  (unweigthedpair-
grouparithmeticaveragemethod), con encadenamiento promedio y distancia Euclidea.
Este es un estudio exploratorio, descriptivo, que busca agrupar elementos (o
variables) tratando de lograr la maxima homogeneidad en cada grupo y la mayor
diferencia entre los grupos (Balzarini et al., 2015). Finalmente se practico un Analisis
Multivariante de la Varianza (MANOVA) que permitié comparar a los individuos,
teniendo en cuenta todas las variables en simultaneo. Todos los anélisis se realizaron
con el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).
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4. Resultados y Discusién:
4.1 Cruzamientos y obtencién de las progenies:

En el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. rojasii 4xA se polinizaron 1485
espiguillas y se obtuvieron 145 semillas llenas, lo que representa una produccion
aproximada del 10%.Se sembraron 60 semillas y se lograron 36 plantulas (60% de
poder germinativo); las que luego fueron trasplantadas a bandejas plasticas (speedling)
en espera a ser llevadas a campo a mediados de noviembre. De estos individuos
sobrevivieron solamente 34 plantas (Fig. 8).

Para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum 4xA se polinizaron
639 espiguillas y se obtuvieron 124 semillas llenas, lo que representa una produccion
del 19% aproximadamente. De estas se sembraron 41 semillas, germinaron 11 (27%

de poder germinativo) y 9de estas plantas lograron ser llevadas a campo(Fig. 8).

Fig. 8: a- Progenies en el campo; b- Hibrido de P. rojasii AK40732; c- Hibrido de P. plicatulum Hojs388

Se puede observar que es posible obtener hibridos interespecificos, siendo la
fertilidad semejante a los resultados de otros cruzamientos obtenidos por Nowvo et al.
(2023). Estos resultados también son similares a los obtenidos con otra planta 4x
sexual de origen experimental del grupo Plicatula(P. plicatulum, 4PT) en diferentes
cruzamientos(Novo et al., 2014; 2016; 2017; Novo, 2020; Lutz, 2020.; Villalba,
2022). Estos resultados indican que es posible hibridar y obtener hibridos con nuevas
combinaciones genotipicas.

4.2 Identificacién del origen hibrido:

421 Marcadores moleculares RAPD:
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El analisis con marcadores moleculares RAPD fue realizado en los
parentales y en las progenies completas: 34 F, para el cruzamiento con P. rojasii 4xA
y 10 F4 para el cruzamiento con P. plicatulum 4xA.

Se realizo el “screening” con los parentales utilizando 13 cebadores, con el
proposito de seleccionar aquellos que amplificaban fragmentos polimorficos y bandas
especificas de los progenitores masculinos, siendofinalmente seleccionados 3 primers
para cada familia. Para las F; obtenidas con el progenitor P. rojasii 4xA los cebadores
seleccionados fueron: UBC709, UBC751, UBC790; y para el progenitor P. plicatulum
4xA fueron: UBC434, UBC709, UBC751.

#01 #02 #03 #04 #05 #06 #07 #08 #09

Fig. 9: Producto de amplificacién de la poblacién F; lograda por el cruzamiento entre P. chaseanum 4xS (M) yP.
plicatulum Hojs388 (P) con el primer UBC434.La flecha indica el fragmento especifico del padre (P) y en todas las F;.

En la Figura 9 se observan los resultados obtenidos de las amplificaciones de
los parentales y de las progenies con uno de los primers seleccionados para la familia
de P. plicatulum Hojs388. Se observa claramente que todas las progenies de este
cruzamiento amplificaron la banda paterna. Esto indica que los mismos se originaron
por hibridacion. De esta manera se logré identificar que todas las F; de ambos
cruzamientos resultaron ser hibrido.

4.2.2 Caracterizacion morfolégica:

El analisis de caracteristicas fenotipicas de los hibridos y de los parentales nos
provee de datos concretos que describen rasgos morfoldgicos, los cuales se comparan
para identificar caracteristicas paternas en las F;, verificando asi su origen hibrido. Por
otra parte, ademas de comprobar el origen hibrido de las F;, agrupamos a los hibridos
semejantes, evaluamos la variabilidad aportada por cada caracteristica morfologica
estudiada, caracterizamos a los hibridos y concluimos con una seleccion preliminar de
hibridos con cualidades superiores a los parentales.

Se registraron observaciones de ambas poblaciones, parentales (P. chaseanum
4xS, AK40732, Hojs388) y F;.Para la progenie de P. rojasii AK40732 se tom6 una
muestra aleatoria de 10 individuos (hibrido #02, #03, #04, #07, #08, #10, #21, #23,
#30, #32), y para la progenie de P. plicatulum Hojs388 la muestra fue de 6 individuos
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(hibrido #01, #02, #05, #06, #07, #08); por cada plantase analizaron 3 inflorescencias
con sus respectivas hojas (Tabla 1; Tabla 2).
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Tabla 1: Caracteristicas morfol6gicas del parental femenino P. chaseanum 4xS, parental masculino P. rojasii AK40732, y 10 individuos de su progenie.

Individuo Ejemplar Long. inflorescencia (cm) N°racimos  Long. racimo basal (cm)  Long. racimo apical (cm) Long. hoja (cm) Ancho hoja (mm)

P | h 1 14,1 8 10,1 6 21 12
pa o cnaseantm 2 15 10 123 34 16,3 9
3 11,2 10 10,4 4,3 49 4

p | - 1 4,3 2 12,5 12,1 13,2 7
A";‘ffg%g‘ rojas 2 7,2 3 9,6 7.1 5,5 6
3 6,6 3 11,2 8,4 6,3 6

1 10,6 5 14 12,5 12,3 8

#02 2 15,2 6 11,5 9 33 15

3 12,3 5 14,3 12,7 13,5 8

1 13,9 7 17,2 13,8 2,7 3

# 03 2 18,2 9 16,3 10,2 14,4 10

3 14,5 7 18,9 13,3 19,3 12

1 17,2 9 15 6 10,2 7

# 04 2 11,8 5 17,3 12,2 22 12

3 10,9 4 17,2 14,2 10,1 7

1 15 8 14,3 7,8 17,5 9

#07 2 13,8 7 14,2 9,5 4,5 4

3 14,8 7 13,3 10,8 16,6 9

1 10,5 5 16 12,4 2,6 4

# 08 2 10,4 5 13,8 10,8 16,8 12

3 12 5 13,4 9 8,3 7

1 11,5 5 141 12,8 23,2 11

#10 2 18 14 8 6,8 23 11

3 14,3 7 17,7 8 17,4 9

1 16,8 8 14,9 11,9 12,6 8,5

#21 2 15,1 8 16,1 12,2 28,3 13

3 15,5 8 14,6 9,7 14,2 12

1 15 5 13,5 8,5 11,5 7

#23 2 14,8 5 16,8 8,5 6,2 5

3 12,7 4 15,6 11,9 9,8 6

1 12,5 5 12 10,8 6,2 5

#30 2 10 4 13,5 10,8 9,6 6

3 11,8 5 13,7 10 14,7 9

1 14 5 16,3 12,2 9 6

#32 2 13,8 5 16,3 13,8 17,7 9

3 13,5 5 19,2 12,2 8,5 5
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Tabla 2: Caracteristicas morfolégicas del parental masculino P. plicatulum Hojs388, y 6 individuos de su progenie.

Individuo Ejemplar  Long. inflorescencia (cm) N° racimos Long. racimo basal (cm) Long. racimo apical (cm) Long. hoja (cm) Ancho hoja (mm)
Paspalum plicatulum % 161‘; 18 18% ig igi g
Hojs388 3 15 8 10 71 25,3 9

1 19,5 14 111 3,5 9 7
#01 2 18,2 10 12,6 8,1 14,8 10
3 19,5 11 12,2 5 9,3 55
1 18,2 11 9,4 5,2 29,7 10
# 02 2 22,3 17 12,5 1,5 22,7 10
3 19,5 11 10,2 5,2 26 8
1 15 9 9,5 5,6 13,2 8
#05 2 12,5 7 11,2 9 18 10
3 15 8 10,7 7 10 5
1 18,1 8 11,8 74 18,5 10
# 06 2 18,3 11 7,5 5,5 6,2 5
3 15,8 9 12 8,1 9,8 7
1 18,3 9 11,4 7,9 12,6 8
#07 2 17,5 8 11,6 9,3 6,6 5
3 18,3 8 11,5 9,1 7,5 4,5
1 19,5 10 10,5 2,3 18,5 10
# 08 2 20,8 18 10 7 22 7
3 22 18 9,7 5 21,8 11
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Los analisis de componentes principales estan indicados en las Figuras 10y 11

para ambas poblaciones.

6,00 -
Long. racimo apical Long. racimo basal
3,00
# 32
° #03
Long. Inflorescencia
#23
< °
™ #08 @
& 000F °
it #30 Ancho de la hoja
o
© o Long. de la hoja
P. rojasii AK40732 .
N° racimos
-3,00
P. chaseanum 4xS
-6,00 H ! L 1 )
-6,00 -3,00 0,00 3,00 6,00

CP 1 (49,7%)

Fig. 10: Andlisis de Componentes Principales para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732.

Tabla 3: Correlaciones entre las variables originales y los componentes principales generados en el ACP del

cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732.

Variables CP1 CP2

Long. racimo basal 0,25 0,93
Long. racimo apical 0,03 0,91
Ancho de la hoja 0,87 -0,13
Long. de la hoja 0,88 -0,19
Long. Infl. 0,82 0,32
NO racimo 0,85 -0,28

Notas:en color rojo las que mayoritariamente se explican por CP1; en azul las que se explican por CP2.

En la Figura 10y la Tabla 3 se muestran los resultados para el cruzamiento P.
chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732 donde la CP1 explico un 49,7% de la
variabilidad total y represent6 a las variables longitud de hoja, ancho de hoja, nimero
de racimos, y longitud de inflorescencia; y la CP2 explico un 32,3% representando a
las variables longitud de racimo basal y apical. De esto se interpreta que la longitud y
ancho de la segunda hoja por debajo de la inflorescencia, el nimero de racimos y la
longitud de la inflorescencia son las caracteristicas morfolégicas con mayor
variabilidad en los parentales y en la descendencia.
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N° racimos
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Long. racimo apical
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P. plicatulum Hojs388
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Fig. 11: Analisis de Componentes Principales para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388.

Tabla 4: Correlaciones entre las variables originales y los componentes principales generados en el ACP del
cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388.

Variables CP1 CP2

Long. racimo basal -0,39 0,73
Long. racimo apical - 0,86 0,17
Ancho de la hoja 092 -0,13
Long. de la hoja 091 -0,23
Long. Infl. 0,56 0,69
N° racimo 0,88 0,42

Notas: en color rojo las que mayoritariamente se explican por CP1; en azul las que se explican por CP2.

Los resultados para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulumHojs388
se observan en la Figura 11 y la Tabla 4. Aqui el CP1 explicé un 60,5% de la
variabilidad total y represent6 a las variables longitud de hoja, ancho de hoja, nimero
de racimos y longitud de racimo apical; mientras que la CP2 explico un 21,5%
representando a las variables longitud de racimo basal y longitud de inflorescencia.
Ademas, longitud de racimo apical tiene una gran importancia en la CP1, pero es
opuesta al namero de racimos, longitud y ancho de hoja. De esto se concluye que las
variables longitud y ancho de la segunda hoja por debajo de la inflorescencia, el
namero de racimos y la longitud del racimo apical son las que mayor heterogeneidad
aportaron; y al mismo tiempo, por ser una de ellas contraria a las demas, no sera
posible encontrar un hibrido superior en todos los caracteres.

En el analisis por conglomerados, para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P.
rojasii AK40732 se conformaron 5 grupos con individuos que presentaron mayor
similitud entre si, y dichos grupos coincidian total o parcialmente con los grupos
formados en el ACP (Fig. 12).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

P. rojasii AK40732

P. chaseanum 4xS

#23
#30
#08 |
#07

#32

#04
|_

#03

#21
|7

#10

#02

T
0,00 1,19 2,38 3,57 4,75

|‘ Cluster 1 . Cluster 2 . Clister 3 . Clister 4 O Cluster5|

Fig. 12: Dendrograma del anélisis de conglomerados para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732.

Tabla 5:Valores promedio para cada variable por clister, del analisis de conglomerados para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P.

nnnnn

. X Long. Long. racimo Long. racimo Ancho de la Long. de la N°
Cluster  Indi®“uo Infl. (cm) basal (cm) apical (cm) hoja (mm) hoja (cm) racimos

#02

1 #10 14,37 13,91 10,62 10,67 19,72 7,33
#21

2 Q 13,43 10,93 4,57 8,33 14,07 9,33

3 3 6,03 11,10 9,20 6,33 8,33 2,67
#03

4 #04 14,20 17,08 11,99 7,89 12,66 6,22
#32
#07

S o 12,78 14,18 10,07 6,02 10,36 5,42
#30

Notas: Q: madre; &' padre

Ademas, caracterizamos a el cluster 1 (hibrido #02, #10, #21) como aquel que
superaba a los parentales en 5 de las 6 variables analizadas, siendo el nimero
deracimos la unica donde la madre destacaba por encima de todos los individuos. A su
vez, el claster 3 que corresponde al parental masculino, se caracteriza por tener valores
por debajo del cluster 2 que es el parental femenino, en 4 de las 6 variables analizadas,
siendo longitud de racimo basal y apical las variables donde el padre presenta valores
por encima de la madre. Mientras que el cluster 4 (hibrido #03, #04, #32) presenta los
valores mas altos para longitud de racimo basal y longitud de racimo apical y elcllster
5(hibrido #07, #08, #23, #30) tiene valores medios entre ambos parentales para la
mayoria de las variables, siendo la longitud del racimo basal y apical los caracteres
con valores superiores a los padres (Tabla 5).
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Para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388, en el andlisis
de conglomerados se conformaron 3 gruposque coinciden con lo expuesto en el ACP
(Fig. 13).

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

#08

#02

P. chaseanum 4xS

P. plicatulum Hojs388

#06

#05

#07

#01

0,00 1,08 2,16 3,25 4,33

Q@ ciser 1 @ clster2 @  cCluster

Fig. 13: Dendrograma del anélisis de conglomerados para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388.

Tabla 6: Valores promedio para cada variable por clister, del analisis de conglomerados para el cruzamiento P. chaseanum 4xS x P.
plicatulum Hojs388.

Claster  Individuo Long. Long. racimo Long. racimo Ancho de la Long. de la N°
Infl. (cm) basal (cm) apical (cm) hoja (mm) hoja (cm) racimos

! #01 18,55 11,73 7,15 6,67 9,97 10,00
#07
# 02

2 408 20,38 10,38 4,37 9,33 23,45 14,17

&

3 ¢ 15,48 10,41 6,06 7,58 14,33 8,83
405 , , , , : ,
# 06

Notas: Q: madre; &: padre

En lo que respecta a caracteristicas analizadas, los hibridos #01 y #07 (clUster
1) tienen la mayor longitud de racimo basal y racimo apical, teniendo en los caracteres
restantes valores intermedios a los padres y los otros hibridos; los hibridos #02 y #08
(cltster 2) presentaron las inflorescencias con mayor longitud y mayor nimero de
racimos, y las hojas mas anchas y largas. Los hibridos #05 y #06 junto a los
progenitores (cluster 3) son los que tuvieron las inflorescencias mas cortas y con el
menor namero de racimos(Tabla 6).

En el analisis MANOVA, se corroboraron las diferencias expuestasen el ACP
y el Analisis Claster. Finalmente evaluando su fenotipo completo se logré indicar los
hibridos que difieren estadisticamente entre si y con sus parentales (Tablas7 y 8), y a
su vez, seleccionar aquellos que presentan mejor performance.
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Tabla 7: MANOVA del cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732.

Long Infl N°  Long racimo Long racimo Anchodela Longde la

Individuo (cm)  racimos basal (cm) apical (cm) hoja(mm) hoja(cm)

P. chaseanum 4xS 13,43 9,33 10,93 4,57 8,33 14,07 A

P. rojasii AK 40732 6,03 2,67 11,10 9,20 6,33 8,33 B
#21 15,80 8,00 15,20 11,27 11,17 18,37 CD
#03 15,53 7,67 17,47 12,43 8,33 12,13 C
#04 13,30 6,00 16,50 10,80 8,67 14,10 DE
#32 13,77 5,00 17,27 12,73 6,67 11,73 D
#07 14,53 7,33 13,93 9,37 7,33 12,87 EFG
#02 12,70 5,33 13,27 11,40 10,33 19,60 EFG
#10 14,60 8,67 13,27 9,20 10,33 21,20 E
#30 11,43 4,67 13,07 10,53 6,67 10,17 FG
#08 10,97 5,00 14,40 10,73 7,67 9,23 F
#23 14,17 4,67 15,30 9,63 6,00 9,17 G

Nota: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 8: MANOVA del cruzamiento P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388.

Long Infl ~ N°  Long racimo Long racimo Anchodela Longde la

Individuo (cm)  racimos basal(cm) apical (cm) hoja(mm) hoja(cm)

P. chaseanum 4xS 13,43 9,33 10,93 4,57 8,33 14,07 A

P. plicatulum Hojs388 16,90 8,67 9,80 5,47 7,00 18,00 D
#05 14,17 8,00 10,47 7,20 7,67 13,73 AE
# 01 19,07 11,67 11,97 5,53 7,50 11,03 BCE
#08 20,77 15,33 10,07 4,77 9,33 20,77 BD
# 06 17,40 9,33 10,43 7,00 7,33 11,50 CE
# 07 18,03 8,33 11,50 8,77 5,83 8,90 C
# 02 20,00 13,00 10,70 3,97 9,33 26,13 D

Nota: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Todos los hibridos de P. chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732 mejoraron
respecto a los valores bajos del padre en las 6 variables bajo estudio y 4 hibridos (#02,
#03, #10 y #21) igualaron o superaron a la madre en sus valores de longitud de hoja,
ancho de hoja, nimero de racimos, y longitud de inflorescencia, siendo los hibridos
#03, #10 y #21 seleccionados para continuar con el proceso de mejora, los dos dltimos
por ser los que presentaron mejor performance absoluta de longitud de hoja, ancho de
hoja, nimero de racimos, y longitud de inflorescencia y #03 que a pesar de presentar
valores similares a la madre en estas variables se destacé por mayor longitud de
racimo basal y apical.

En cuanto a la progenie de P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388, como
se menciond en el ACP, no se va encontrar un hibrido superior en todas las variables.
Pero los hibridos #02 y #08 se seleccionan por su superioridad en nimero de racimos,
ancho y longitud de la hoja, a pesar de tener menor longitud de racimo apical que los
parentales; y el hibrido #01 por presentar mayor longitud de inflorescencia y racimo
basal.

En general se observo variacion fenotipica entre los miembros de las
progenies, y de éstos con los padres. Todas las F; presentan alguna caracteristica
paterna querevela su origen hibrido, no solo alguna de las evaluadas sino cualquier
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otra que con una simple observacion visual indique la influencia paterna. Cabe
destacar que este comportamiento es similar a lo evaluado en otros cruzamientos
realizados dentro del grupo Plicatula (Aguilera et al., 2011; Novo, 2016).

Ademas, observamos que de acuerdo a estas caracteristicas morfoldgicas los
padres no son estadisticamente iguales, lo que presupone una posible gran variabilidad
entre la descendencia.

4.3 Analisis de meiosis:

Las asociaciones cromosomicas en diacinesis y metafase | de la meiosis estan
indicadas en la Tabla 9.

Tabla 9: Promedio y rango de asociaciones cromosémicas observadas en diacinesis y metafase | de P. chaseanum 4xS, P.

NWNOAXD— =0 p—o0 =

Individ NO de NO de Promedio y rango () por célula madre del polen
ndividuos plantas células | T 1 v
P. chaseanum 4xS* 1 129  318(0-10) 1643(10-20) 011(0-2) 0,91 (0—4)
Z-}{%&;Sg'zé‘x’* 1 2 1,1(0-5  121(4-18) 01(0-1) 33(0—6)
Hibridos 4 33 230(0-6) 17,82(14-20) 0,00(0-0) 0,52 (0—3)
E'O?ggag“'“m A 1 4 095(0—6) 1884(14-20) 000(0-0) 034(0-2)
Hibridos 2 43 444(0-14) 17,07(12-20) 007(0-1) 0,30 (0-2)

P. plicatulum Hojs388, y en las F;.

Notas: *Novo et. al, 2023.2Novo et. al, 2019. I: univalentes; I1: bivalentes; I11: trivalentes; IV: tetravalentes

Para el parental masculinoP. plicatulum Hojs388 se analizaron 44 CMP(Tabla
9), en las que predominaron las asociaciones cromosémicas del tipo bivalentes; en
promedio se observaron 18,84 11 (92%); 0,34 1V (3,4%) y 0,95 | (2,4%), semejante a
lo estudiado por Nowvo et al. (2019) para este genotipo. Estos resultados sugieren que
es una especie alotetraploide segmentaria o autotetraploide diploidizado.

En la progenie de P. rojasii AK40732 se analizaron un total de 33 CMP
provenientes de 4 hibridos distintos (Tabla 9), observandose un promedio de 17,82
asociaciones Il (89%); 2,3 1 (5,75%) y 0,52 IV (5,2%), siendo clara la superioridad en
bivalentes, lo que coincide en lo observado por Novo et al. (2019) para otros hibridos
con el mismo parental masculino. De acuerdo a las asociaciones cromosomicas
observadas en CMP de P. rojasii AK40732 y en CMP de su progenie, éste parental
tiene un origen autotetraploide.

En la progenie de P. plicatulum Hojs388 se analizaron 43 CMP provenientes
de 2 hibridos diferentes (Tabla 9), observandose un promedio de 17,07 asociaciones Il
(85%); 4,44 1 (11%); 0,3 IV (3%) y 0,07 11l (0,5%) (Fig. 14). La predominancia de
bivalentes y por comparacion de resultados con otros hibridos interespecificos
estudiados por Novo et al. (2019),podemos concluir que P. chaseanum 4xS, P. rojasii
AK40732, y P. plicatulum Hojs388 comparten en gran medida el mismo genoma
basico porque las asociaciones cromosdmicas en los hibridos son semejantes a las
especies parentales. Considerando las asociaciones observadas en las CMP del
progenitor y de la progenie, donde la presencia de IV muestra homologia entre los
cromosomas que se combinan, pero al estar en minima proporcion e incluso por
debajo de los I, se considera como una homologia parcial y se concluye que P.
plicatulum Hojs388 es un alotetraploide segmentario.
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Fig. 14: Asociaciones cromosdmicas en Metafase | de hibridos de P. chaseanum 4xS x P. plicatulum Hojs388.
a. 91 (flecha roja), 141, 1111 (azul). b. 2011. Escala: 5um

4.4 Determinacién del modo reproductivo:
El modo reproductivo se determind por 2 técnicas: por clarificado de ovarios y

por citometria de flujo en semillas maduras(Fig.15). Se estudiaron a los parentales
masculinos P. rojasii AK40732 y P. plicatulum Hojs388, y a las progenies logradas.

604
30 4C
E
o
B 10
g
i
o
o
E 30
=,
204
10
0 4
b 1] 100 200 300 400
Contenido relative de ADN
&0
30
&
R
‘g
L¥)
=
o
E 30
iz,
20 10C
10
o
d 0 100 200 300 400
Contenido relative de ADN

Fig.15: Andlisis del modo reproductivo. a-Ovulo con saco embrionario mei6tico; b- Histograma de contenido de ADN de
semilla de un hibrido sexual, 4C corresponde al embrién y 6C al endospermo; c-Ovulo con saco embrionario aposporico; d-
Histograma de un hibrido apomictico, 4C corresponde al embrion y 10C al endospermo. A: antipodas, NP: nicleos polares.
Escala: 50pum

En P. rojasii AK40732 se analizaron 125 ovarios y se observd un 73,6% de
6wulos con un saco embrionario meiético (SEM) tipo Polygonum,el que presenta en el
extremo micropilar una o6sfera bien definida y dos sinérgidas generalmente dificiles
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de identificar al momento de la antesis porque ya desaparecen los nucléolos, una gran
célula central con dos nucleos polares y muy vacuolizada, y una masa de células
Ilamadas antipodas en el polo calazal (Fig. 15a). El 7,2% de 6wulos presentaron uno o
varios sacos embrionarios aposporicos (SEA) tipo Paspalum, los que se caracterizan
por presentar una odsfera, dos ndcleos polares, a veces una o dos sinérgidas cerca de
la odsfera y ausencia de antipodas(Fig. 15c). También tenemos un 8,8% de 6wulos
mixtos (SEM+SEA), es decir,contenian un SEM mas uno o més SEA; y el 10,4%
restante contenia sacos anormales (inmaduros o abortados) (SEa/i) (Tabla 10). En el
analisis por citometria de flujo realizado en 10 cariopses, no se observd ningln
embrion de origen sexual, posiblemente por el reducido ndmero de la muestra
analizada (Tabla 10). Para el otro parental masculino, P. plicatulum Hojs388, los
estudios embrioldgicos se realizaron en 115 ovarios; donde se observaron ovarios con
diferentes tipos de sacos embrionarios (Tabla 10). Los analisis de citometria de flujo
revelaron que este parental puede producir embriones por via materna (apomixis) y
por via no materna (origen sexual), indicando que este genotipo también se reproduce
por apomixis facultativa. Si bien el nimero de cariopses analizado es pequefio, estos
resultados coinciden con lo expuesto por Galdeano et al. (2016) y Gongalves (2019).
Analizando los resultados observados por ambas técnicas, ambos parentales se
reproducen por apomixis facultativa.

En la Tabla 10se observa que para la progenie de P. rojasii AK40732 se
estudiaronlos 34 individuos por ambas técnicas. Considerando los resultados del
analisis embrioldgico, 10 hibridos resultaron ser sexuales, aunque solo 2 de ellos (#18
y #22) fueron confirmados como tales por citometria de flujo. Los restantes individuos
no pudieron ser analizados por no contar con semillas. Algunos de los hibridos
clasificados como apomicticos facultativos por embriologia, mostraron un origen
sexual por citometria. Esto puede deberse al reducido nimero de cariopses analizados.

Para la progenie de P. plicatulum Hojs388 se estudiaron 9 individuos por el
método citoembriolégico, todos se reproducen por apomixis facultativa (Tabla 10).
Los hibridos que se analizaron por citometria de flujo resultaron ser todos apomicticos
facultativos, salvo el hibrido #2 que resultdé ser de origen sexual, probablemente
también sea debido al reducido namero de cariopses analizados. Estos resultados
indican que existe segregacién para en modo reproductivo, observandose una
proporcion de (3,4:1) entre individuos apomicticos y sexuales para el cruzamiento P.
chaseanum 4xS x P. rojasii AK40732. Estos resultados son similares a los observados
para hibridos de otros cruzamientos dentro del grupo Plicatula (Novo et al., 2020).
Esto, por un lado, permitio liberar combinaciones alélicas fijados por la apomixis en
P. rojasii, produciendo nuevos genotipos apomicticos con otras combinaciones
alélicas. Por otro lado, la formacion de hibridos 100% sexuales contribuiria a ampliar
la base genética de la poblacion sexual sintética existente para el grupo Plicatula
(Nowvo et al., 2020). En cambio, en la progenie del cruzamiento P. chaseanum 4xS x
P. plicatulum Hojs388, no se observd la presencia de hibridos 100% sexuales,
resultados que difieren de los observados cuando utilizé como madre a otra planta 4xS
(Novo et al., 2020).
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Tabla 10: Modo reproductivo de P. rojasii AK40732, P. plicatulum Hojs388 y sus progenies. EI modo reproductivo fue determinado por la técnica de clarificado de ovarios y citometria de flujo.

Tipos de sacos embrionarios

Contenido de ADN del Embrion +

Modo reproductivo

Individuos (endospermo)
N° de SEM SEA SEM + SEA SEa N° de 2C+(3C) 2C+(5C) Embriologia Citometria
ovarios (%) (%) (%) (%) semillas (%) (%)
Parentales
P. chaseanum 4xS** 120 89,17 0 0 10,83 n/e n/e nle Sex. n/e
P. rojasii AK40732" 125 73,6 7,2 8,8 10,4 10 0 100 Ap. Fac. Apo.
P. plicatulum Hojs388" 115 66,09 3,48 19,13 11,3 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
Hibridos
H#AK1** 202 63,37 1,98 3,47 31,19 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
HAK2** 229 62,88 0,44 6,99 29,69 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK3* 110 92,73 0,00 0,91 6,36 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK4 116 86,21 0,00 0,00 13,79 n/e n/e n/e Sex. n/e.
#AK5 41 31,71 4,88 46,34 17,07 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK6 136 91,18 0,00 6,62 2,21 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK7 108 52,78 4,63 25,93 16,67 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
H#AKE*** 226 67,26 0,00 0,88 31,86 10 60 40 Ap. Fac. Ap. Fac.
H#AKI*** 207 76,81 0,00 0,97 22,22 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK10 102 73,53 1,96 6,86 17,65 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK11 100 81,00 0,00 0,00 19,00 n/e n/e n/e Sex. n/e
#AK12* 102 82,35 0,00 0,00 17,65 n/e n/e n/e Sex. n/e
#AK13 102 90,20 0,98 0,00 8,82 10 90 10 Ap. Fac. Sex.
#AK14 102 87,25 0,00 0,00 12,75 n/e n/e n/e Sex. n/e
#AK15 105 80,00 0,00 1,90 18,10 10 80 20 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK16 139 89,21 0,00 0,00 10,79 n/e n/e n/e Sex. n/e
HAKL7** 214 62,62 0,47 3,74 33,18 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK18 126 79,37 0,00 0,00 20,63 10 100 0 Sex. Sex.
#AK19 123 82,11 0,00 0,00 17,89 n/e n/e n/e Sex. n/e
#AK20 102 69,61 4,90 6,86 18,63 10 90 10 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK21" 113 65,49 7,96 0,88 25,66 10 50 50 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK22 102 85,29 0,00 0,00 14,71 10 100 0 Sex. Sex.
#AK23* 110 85,45 0,00 0,00 14,55 n/e n/e n/e Sex. n/e.
#AK24 108 68,52 0,00 1,85 29,63 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK25** 215 70,70 0,00 2,33 26,98 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK26 102 64,71 0,00 3,92 31,37 10 100 0 Ap. Fac. Sex.
#AK27 107 73,83 0,93 22,43 2,80 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK28 107 70,09 1,87 26,17 1,87 10 50 50 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK29" 125 76,00 0,00 0,80 23,20 10 80 20 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK30 124 55,65 0,00 44,35 0,00 10 50 50 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK31** 204 73,04 0,00 1,47 25,49 10 90 10 Ap. Fac. Ap. Fac.
#AK32 104 68,27 0,96 1,92 28,85 10 70 30 Ap. Fac. Ap. Fac.
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#AK33
HAK34***
#HL®
#H2*
#H3
#H4
#H5
#H6"
#HHT"
#H8"
#H9"

104
204
126
119
128
111
144
114
113
113
113

83,65
74,02
46,03
47,06
31,25
42,34
46,53
63,16
63,72
35,40
45,13

0,00
0,00
3,97
9,24
18,75
17,12
3,47
7,02
0,88
12,39
4,42

1,92
1,47
37,30
35,29
34,38
31,53
46,53
17,54
32,74
40,71
41,59

14,42
24,51
12,70
8,40
15,63
9,01
3,47
12,28
2,65
11,50
8,85

10
10
10
10
10
n/e
10
10
10
10
10

100
30
30

100
60
n/e
70
70
50
10
60

40

. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
. Fac.
p. Fac.

Sex.

Ap. Fac.
Ap. Fac.

Sex.

Ap. Fac.

n/e

Ap. Fac.
Ap. Fac.
Ap. Fac.
Ap. Fac.
Ap. Fac.

Notas: *Novo et al., 2023. **Hibridos evaluados dos afios consecutivos (2022, 2023) por alto % de SEa. ™ Hibridos evaluados para fertilidad durante dos afios consecutivos (2022, 2023)

Prefijo #AK: progenie de P. rojasii AK40732; #H: progenie de P. plicatulum Hojs388.SEM: sacos embrionarios mei6ticos; SEA: sacos embrionarios aposporicos; SEM+SEA: sacos embrionarios mixtos; SEa:
sacos embrionarios anormales; n/e: no evaluado; Ap. Fac.: apomicticos facultativos; Apo.: apomicticos; Sex.: sexuales. Los hibridos en color rojo son sexuales por ambas técnicas, y en azul estan los apomicticos

facultativos. Los hibridos resaltados son los preseleccionados segun observacién morfolégica.
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4.5 Andlisis de fertilidad:

La produccion de semillas en autopolinizacion y polinizacion libre de los
parentales y de los hibridos seleccionados estan indicadas en la Tabla 11. El
progenitor femenino (P. chaseanum) se comportd como autoincompatible,
resultado similar a lo observado por Novo et al., (2023). Esto ha facilitado los
cruzamientos evitando la emasculacion de la planta madre. Si bien los parentales
masculinos son autofértiles, se observo una baja proporcion de semillas llenas en P.
rojasii AK40732 en ambas condiciones de polinizacion. Sin embargo, en algunos
hibridos se observé un incremento sustancial en el llenado de semillas, sobretodo
en polinizacién libre donde alcanzé al 15%. Esto indica que este caracter es posible
de mejorar por seleccion de aquellos hibridos mas fértiles. En los hibridos del
cruzamiento P. chaseanum x P. plicatulum Hojs388 la produccion de semillas en
autopolinizacion oscil6 entre el 0,05 y 6,5% y en polinizacién libre entre el 0,4 y
15,5%, mostrando en todos los casos un menor porcentaje de llenado que el
parental masculino. Estos resultados son esperables ya que se trata de hibridos
interespecificos. A pesar de esto, la obtencion de hibridos fértiles permite liberar
alelos fijados en los parentales apomicticos y obtener nuevas combinaciones
génicas que pueden ser utilizadas luego en esquemas de mejora genética de la
especie. Estos resultados concuerdan con lo observado en otros cruzamientos intra
e interespecificos realizados en el grupo Plicatula (Novo et al., 2020; Novo et al.,
2023).

Tabla 11: Valores promedios de fertilidaden P. chaseanum 4xS, P. rojasii AK40732, P. plicatulum Hojs388 y en
14 hibridos, determinada por la produccién de semillas en condiciones de autopolinizacién y polinizacién libre
durante 2 afios consecutivos (2022, 2023).

Autopolinizacion Polinizacion libre

Individuo Espiguillas Espiguillas Espiguillas Espiguillas
analizadas (n°) llenas (%0) analizadas (n°) llenas (%0)

Parentales
Paspalum chaseanum 4xS 2797,00 0,00 2009,00 4,00
Paspalum rojasii AK40732 2530,00 3,50 2926,00 4,50
Paspalum plicatulum Hojs388 1899,00 18,50 3450,00 25,00

Hibridos

#AK3 5016,00 1,50 2992,00 9,00
#AK8 2534,00 0,54 2171,00 5,00
#AK9 3036,00 1,00 3326,00 4,00
#AK12 3461,00 6,50 2241,00 10,00
#AK21 5581,00 12,00 3468,00 14,00
#AK23 1167,00 0,10 1031,00 8,50
#AK29 4227,00 4,50 2577,00 15,00
#AK34 3104,00 1,00 2920,00 3,00
#H1 6019,00 0,20 5179,00 0,40
#H2 2097,00 0,50 4625,00 4,00
#H6 2716,00 6,50 4614,00 15,50
#H7 6169,00 6,50 5550,00 11,50
#H8 2127,00 0,05 2586,00 0,55
#H9 2770,00 0,60 3080,00 11,50

Notas: Prefijo #AK: progenie de P. rojasii AK40732; #H: progenie de P. plicatulum Hojs388. Los hibridos resaltados
son los preseleccionados segun observacion morfoldgica.
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5. Conclusiones:

e Los cruzamientos interespecificos entre P. chaseanum 4xS y P. rojasii AK40732
4xA; y P. chaseanum 4xS y P. plicatulum Hojs388 4xA son factibles y es posible
la obtencion de hibridos.

e Se lograron 43 progenies de hibridos por cruzamientos interespecificos, con
fertilidad variable y segregaron para el modo de reproduccion.

e EI citotipo tetraploide sexual experimental de P. chaseanumes factibleutilizar
como madre sin necesidad de castrar debido a su autoincompatibilidad en
cruzamientos con citotipos tetraploides apomicticos silvestres.

e EI citotipo tetraploide apomictico silvestre de P. rojasii AK40732 es de origen
autotetraploide, mientras que P. plicatulum Hojs388 es de origen alotetraploide
segmentario.

e Las especies P. chaseanum 4xS, P. rojasii 4xA, y P. plicatulum 4xA comparten
en gran medida el mismo genoma basico.

e Se seleccionaron 2 hibridos (#18 y #22) de P. rojasii, para ser incorporados a la
poblacion sintéticatetraploide sexual del grupo Plicatula del IBONE.

e Se pudo preseleccionar 3 hibridos apomicticos facultativos para cada progenie en
base a caracteres morfoldgicos vegetativos y reproductivos, quienes superaron a
los padres en la mayoria de los caracteres estudiados, lo que posibilita su posterior
uso en planes de mejoramiento.
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