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Resumen

Paspalum unispicatum (Scribn. & Merr.) Nash es una especie nativa de la Provincia
Fitogeografica Chaqueiia, para la que se han reportado citotipos diploides sexuales, triploides
apomicticos y tetraploides apomicticos facultativos. Lo que hace particular a esta especie, es
qgue los triploides se encuentran ampliamente distribuidos y en gran numero, llegando
inclusive a conformar verdaderas poblaciones. El objetivo de esta Tesina es caracterizar y
evaluar la variabilidad genética en poblaciones naturales de Paspalum unispicatum
conformadas por individuos de diferente nivel de ploidia. Se utilizaron 78 plantas de P.
unispicatum previamente colectadas de poblaciones naturales dentro del area de distribucion
de la especie. El nivel de ploidia de cada individuo fue determinado previamente por
citometria de flujo y la variacién genotipica de cada poblacidon se estimé mediante la utilizacion
de marcadores moleculares AFLPs y EST-SSR. Los patrones obtenidos con los marcadores
moleculares fueron analizados con programas estadisticos que nos permitieron obtener
valores de variabilidad genética y genotipica, como asi también la relacién de estas variables
con la distancia geografica. Los resultados revelan que la especie multiploide P. unispicatum
presenta una gran diversidad genética y genotipica asociada a los citotipos y sus sistemas
reproductivos. Las poblaciones diploides de reproduccion sexual presentaron mayores niveles
de variabilidad, mientras que entre las poblaciones poliploides existe un amplio rango de
diversidad: desde poblaciones constituidas por pocos genotipos con alta variabilidad genética,
hasta poblaciones donde la mayoria de los individuos representan genotipos diferentes, pero
que tienen mayores similitudes entre si. La coexistencia de individuos triploides, por un lado
con 2x y, por el otro, con 4x confirmaria la existencia de flujo génico entre diploides y
tetraploides, en donde los triploides actuarian como un puente para la transferencia de genes.
La alta variabilidad encontrada en las poblaciones diploides estaria asociada al tipo de
reproduccion que éstas presentan. Por su parte, para las poblaciones tetraploides, que
también presentaron un alto grado de diversidad, se ha propuesto que la sexualidad residual
seria la principal fuente de variabilidad. Otro factor que tuvo un rol importante en la
variabilidad interpoblacional es la distancia geografica. Es posible decir que existe una estrecha
relacidn entre la distancia genética y la distancia geografica entre poblaciones. El conjunto de
los resultados obtenidos en esta tesina pone en evidencia la gran dindmica existente entre las
poblaciones naturales de la especie Paspalum unispicatum, lo cual estd estrechamente

relacionado con el sistema genético de la especie y su distribucidon geografica. Esta informacion
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podria ser utilizada en programas de mejoramiento genético de forrajeras que involucren

especies nativas.

Introduccion

Se denomina apomixis a la reproduccion asexual por medio de semillas Nogler (1984a). Una
de las caracteristicas de esta forma de reproduccion es que las semillas se producen sin que
ocurra meiosis ni fecundacidn de la ovocélula. Por partenogénesis, la ovocélula desarrolla un
embrién que tiene el mismo genotipo que la planta que lo origind, es decir que la apomixis es
una forma natural de clonacién. La apomixis es un caracter deseable en la agricultura, ya que
garantiza la perpetuacidon de genotipos superiores (es decir, semillas hibridas heteréticas) por
auto-siembra sin pérdida de vigor hibrido (Ortiz et al., 2014).

Por mucho tiempo se ha considerado que la apomixis es responsable de la creacién de
poblaciones genéticamente uniformes. Por ejemplo en estudios realizados en especies de los
géneros Hieracium, Antennaria, Taraxacum, Ranunculus, y Erigeron, se ha observado que las
poblaciones apomicticas se componen generalmente por un solo o unos pocos genotipos, a
excepcion de aquellas poblaciones apomicticas que viven en las proximidades de poblaciones
sexuales de la misma especie o de una especie emparentada (Bayer, 1990; Menken et al.,
1995; Horandl y Paun, 2007). Sin embargo, la sexualidad residual o las mutaciones pueden
ocurrir, aumentando la variabilidad en poblaciones apomicticas aisladas (Houliston y Chapman,
2004). Se ha comprobado que existen especies apomicticas que pueden contener una rica
diversidad, como por ejemplo Ranunculus carpaticola (Paun et al., 2006), Brachiaria
humidicola (Jungmann et al., 2010), Paspalum notatum (Espinoza et al., 2006; Cidade et al.,
2008; Reyno et al., 2012) y Panicum maximun (Sousa et al., 2011).

En general en las gramineas, es mas escasa la informacidn acerca de como se genera
diversidad en las especies apomicticas y cémo la poliploidia y la apomixis contribuyen a la
adaptacion de estas especies a diferentes entornos (Brugnoli et al., 2014). Algunos estudios
han intentado dilucidar cdmo se generan las nuevas poblaciones apomicticas en las gramineas
y como esta diversidad genotipica estd extendida en el drea de distribucidon natural de una
especie. Un caso de estudio importante son las especies del género Paspalum, el cual contiene
especies con diferentes niveles de ploidia, vinculado con caracteristicas reproductivas.

Paspalum es uno de los géneros de gramineas que cuenta con mayor nimero de especies
nativas del continente americano. Ademas de su diversidad especifica, tiene una importancia

especial porque posee representantes en toda la extension de las regiones templadas-calidas
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del continente, muchos de los cuales son utilizados como forrajes en los campos naturales de
dichas regiones (Zuloaga y Morrone, 2005). La diversidad de este género, tanto en sus
aspectos morfolégicos como en su capacidad de adaptarse a diversos ambientes, esta
sustentada en la variedad de sus estrategias reproductivas (Bashaw et al., 1970).

Paspalum se caracteriza por presentar especies diploides de reproduccién sexual y
poliploides sexuales o apomicticas (Quarin, 1992). La poliploidia abarca un amplio rango de
citotipos, desde triploides (3x) (Quarin y Lombardo, 1986) hasta 16-ploides (16x) (Burton,
1940). La poliploidia estd presente en aproximadamente el 80% de las especies, y la mitad de
estos poliploides son tetraploides. A su vez, la mayoria de los poliploides son de reproduccion
apomictica (Quarin, 1992). Es decir que la apomixis, estd estrechamente asociada con la
poliploidia. Diversos estudios experimentales fueron llevados a cabo dentro del género
Paspalum para tratar de dilucidar el/los procesos que dieron origen a los poliploides (Quarin y
Hanna 1980; Quarin et al., 1984; Quarin y Norrmann 1987; Quarin et al., 1989; Quarin et al.,
1996; Quarin et al., 2001). Para este género, Quarin (1992) ha postulado un modelo en el cual
los tetraploides se originan a partir de los diploides por un proceso consistente en dos etapas
consecutivas: inicialmente, en una poblacidn diploide, un individuo produce eventualmente un
gameto femenino no reducido (2n = 2x) que luego, al ser fecundado por un gameto masculino
reducido (n = x) de otro individuo de la misma poblacién, produce un hibrido By, (2n + n), es
decir un individuo triploide (2n = 3x). Una vez que este nuevo citotipo triploide logra
establecerse en la poblaciéon diploide, da origen a un nuevo autotetraploide (3x + x = 4x) por el
mismo mecanismo, es decir a través de la fecundacién de un gameto no reducido del triploide
por un gameto reducido de alguno de los individuos diploides de la poblacién. Del mismo
modo, los poliploides del género de mayor nivel de ploidia pueden originarse por la unién de
gametos reducidos y no reducidos (hibridos Bu). Este hecho puede contribuir tanto a la
adquisicion de nuevas caracteristicas morfoldgicas, genéticas y/o fisioldégicas como también
puede resaltar las habilidades adaptativas de una especie. Como consecuencia, los poliploides
pueden presentar una distribucién diferente o periférica con respecto a los antecesores
diploides (Levin, 2002). Los triploides de los complejos agdmicos de Paspalum son
parcialmente fértiles, lo que indica que el aislamiento reproductivo entre diploides vy
tetraploides no es absoluto, razén por la cual tales triploides son considerados como puentes
para el flujo génico entre ambos niveles de ploidia (Quarin, 1992; Norrmann et al., 1994).

Tal como se cita en Brugnoli et al., 2014, Paspalum notatum y P. simplex han sido las
especies mejores caracterizadas del género ya que comparten caracteristicas genéticas y

representan una gran proporcidén de las especies de Paspalum. Estas dos especies tienen
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diferentes niveles de ploidia, incluyendo plantas diploides y poliploides (Urbani et al., 2002;
Gates et al., 2004). El citotipo diploide es sexual y de polinizacidn cruzada, y los poliploides son
apomicticos autofértiles. En cuanto a su distribucién y frecuencia, el citotipo tetraploide es el
gue predomina en ambas especies y el que se encuentra mds ampliamente distribuido,
mientras que el diploide en ambos casos estd restringido a pequefias areas dentro de la
distribucidn natural de cada especie. En relacién a la variabilidad observada en las poblaciones
naturales, las poblaciones tetraploides que viven en las proximidades de las poblaciones
diploides son muy variables y comparten la mayor parte de la variabilidad contenida con las
poblaciones vecinas 2x (Daurelio et al., 2004; Brugnoli et al., 2013). Un patrén de variabilidad
similar ha sido reportado para otras especies multiploides 2x/4x tales como P. denticulatum y
P. rufum (Sartor et al., 2013). Otra situacién comunmente observada en Paspalum es la
presencia de especies para las que solo se conoce el citotipo tetraploide apomictico. En estas
especies seria esperable encontrar una baja variabilidad genética y el predominio de uno o
unos pocos genotipos. Sin embargo, en poblaciones de especies exclusivamente tetraploides
como P. nicorae y P. lividum, se han reportado altos niveles de diversidad genética y
genotipica, probablemente como consecuencia de la generacién de nuevas variantes a través
de la sexualidad residual y las mutaciones (Sartor et al., 2013). Los sistemas genéticos que
involucran citotipos diploides sexuales y tetraploides apomicticos o exclusivamente
tetraploides apomicticos son los mas frecuentes en Paspalum (Ortiz et al., 2013).Sin embargo
existen combinaciones entre niveles de ploidia y sistemas reproductivos que aun no han sido
caracterizadas.

Paspalum unispicatum Scribn. y Merr., pertenece al grupo informal Decumbentes del
género Paspalum y se distribuye desde el Sur de Texas, Estados Unidos hasta América del Sur
en Venezuela, Bolivia, Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay. En la zona de estudio, la Region
Fitogeografica Chaquefia, P. unispicatum forma parte del estrato herbaceo de los bosques
nativos donde predominan el quebracho colorado (Schinopsis balansae), el quebracho blanco
(Aspidosperma quebracho blanco) y los algarrobos (Prosopis sp.) Esta especie de Paspalum es
una de las forrajeras nativas mas consumidas por el ganado en toda la regién, la cual ademas
presenta altos valores nutritivos (Renolfi, 1990; Correa et al., 2002; Navarro, 2002).

Morfolégicamente se caracteriza por incluir plantas con inflorescencias terminales y
axilares presentes en la ultima vaina foliar, con uno o dos racimos por inflorescencia y
espiguillas con gluma inferior dimorfa (Zuloaga y Morrone et al., 2005). Crece en campos,
bordes de caminos y barrancas de rios, sobre suelos modificados (Rosengurtt et al., 1970).

Para esta especie se han reportado citotipos diploides sexuales (2n = 2x = 20), triploides
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apomicticos (2n = 3x = 30) y tetraploides apomicticos facultativos (2n = 4x = 40) (Burson, 1997,
Galdeano et al., 2016). Lo que hace particular a esta especie es el hecho de que los triploides
se encuentran ampliamente distribuidos y en gran nimero, llegando inclusive a conformar
verdaderas poblaciones (Sartor et al.,, 2011). Dentro del género Paspalum, son escasos los
ejemplos de especies en donde la triploidia es la situacion mds frecuentemente observada en
la naturaleza, ya que en la mayoria de las especies, los triploides se encuentran eventualmente
dentro de poblaciones diploides o en zonas de contacto entre poblaciones 2x y 4x. Contar con
informacidn acerca de como estd contenida la variabilidad en estas poblaciones triploides y si
existe un flujo genético entre ploidias, relacionado ademas con su distribucidon geogréfica,
permitiria aumentar el conocimiento de la forma en que se genera, mantiene y moviliza la

variabilidad en este tipo de especies multiploides.
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Objetivos

General

Caracterizar y evaluar la variabilidad genética en poblaciones naturales de Paspalum

unispicatum conformadas por individuos de diferente nivel de ploidia.

Particulares

1. Caracterizar mediante marcadores moleculares, los perfiles genéticos de individuos
qgue representen diferentes niveles de ploidia en distintas poblaciones colectadas
dentro del drea de distribucidn natural de la especie.

2. Evaluar el flujo genético entre las distintas poblaciones estudiadas como asi también
entre diferentes citotipos.

3. Determinar la relacidn entre la distancia genética y la distancia geografica observada

en las poblaciones.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se utilizaron 102 plantas de P. unispicatum previamente colectadas de poblaciones
naturales dentro del drea de distribucidn de la especie (Fig. 1). El lugar de procedencia y el
nivel de ploidia de los individuos analizados para cada poblacion se detallan en la Tabla 1. Las
plantas fueron mantenidas en macetas con sustrato estéril en el invernaculo de la Catedra de
Genética, FCA-UNNE.

El nivel de ploidia de cada individuo fue previamente determinado por citometria de flujo

en el laboratorio de la Catedra de Genética de FCA-UNNE.

Determinacion de la variacién genética
La variacion genotipica de cada poblacién se estimé mediante la utilizacién de marcadores

moleculares AFLPs y EST-SSR.

Microextracciones de ADN
Se cosecharon entre 0,2 y 0,4 gramos de hojas frescas y se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido. Luego fueron molidas en presencia de nitrégeno con mortero y pilén de

porcelana. El polvo obtenido se colectd en tubos Eppendorf de 2 mL y se agregd una mezcla de
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1,3 mL de buffer de extraccidn [Tris-HCl 100 mM (pH 7,5), EDTA 50 mM (pH 8), NaCl 500 mM,
SDS 2% vy polivinilpirrolidona PM 360.000 1%] y 13 ul de B-mercaptoetanol, la cual fue
previamente calentada a 68 2C. Las muestras se incubaron durante 20 minutos a 68 2C. Luego
se agregaron 250 pl de acetato de potasio 5M y se incubaron en hielo entre 1 y 2 horas. Los
tubos se sometieron a 20 minutos de centrifugaciéon a 10000 rpm en centrifuga a 4 °C. Se tomé
1 mL del sobrenadante y se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL limpio, al que se agregd 1
mL de isopropanol frio. Esta mezcla se mantuvo durante toda la noche a -20 2C. Luego, los
tubos se centrifugaron durante 20 minutos a 10000 rpm a 4 °C, se descartaron los
sobrenadantes, se secaron los pellets y se resuspendieron en 250 uL de TE [Tris-HCI 10 mM (pH
8) y EDTA 1 mM (pH 8)]. Los tubos se agitaron durante una hora para disolver los pellets. Luego
se realizd un tratamiento con 1 pL de RNAsa (10mg/mL) durante 20 minutos a temperatura
ambiente con agitacion. Cada muestra se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL, donde
recibieron un tratamiento con fenol/cloroformo, donde se agregaron 125 uL de fenol y 125 uL
de cloroformo. Los tubos fueron agitados por inversién y se centrifugaron a 14000 rpm. Se
transfirieron 150 pL de la fase superior a tubos limpios y se agregé 10 uL de NaCl 5 M y 500 pL
de etanol absoluto. Esta mezcla se mantuvo toda la noche a -20 °C. Luego las muestras fueron
centrifugadas a 14000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante y el pellet
se lavé con 1 mL de etanol 70%. Las muestras nuevamente se centrifugaron 14000 rpm 10
minutos y posteriormente se descarté el sobrenadante. Las muestras se secaron en estufa a 37
°C. Una vez secas se resuspendieron en 25 ulL agua ultrapura estéril.
Concentracion y Calidad de ADN

La calidad y concentraciéon del ADN se evaluaron a través de electroforesis en gel de
agarosa al 1% disuelto en buffer TAE 1X [Tris-acético 40 mM y EDTA 1 mM (pH 8)]. Se sembrd
aproximadamente 1 uL de muestra con 1,5 pL buffer de siembra 1X (azul de bromofenol 0,25
%, xilen-cianol 0,25% y glicerol 30%) y agua ultra pura hasta llegar a un volumen de 10 puL. La
electroforesis se llevd a cabo a 70V durante aproximadamente 2 horas, momento en el cual el
frente de corrida alcanzé las tres cuartas partes del gel. Luego se realizd la tincién
sumergiéndolo en una solucion de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) por 30 minutos
aproximadamente. Se determind la calidad y concentracidn del ADN visualizando el gel en el

transiluminador de luz ultravioleta.

Marcadores moleculares del tipo AFLP
Para llevar a cabo el estudio con AFLP se utilizd la técnica descripta por Vos et al. (1995),

con modificaciones que se detallan a continuacion.
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Digestion

La digestiéon del ADN se realizé utilizando simultdneamente dos enzimas de restriccion:
EcoRl y Msel. Para realizar la digestion se selecciond el buffer OPA 5X [Tris-HCI 10 mM (pH 7,5),
Acetato de Magnesio 10 mM, Acetato de potasio 50 mM], que es compatible para ambas
enzimas y para T4 DNA ligasa.

La digestion se llevd a cabo en un volumen final de 25 uL conteniendo la mezcla de reaccidn
que se indica en la Tabla 2.

La reaccion se llevd a cabo a 37 °C durante 4 horas y luego se detuvo colocando los tubos
en bafio maria a 72 °C durante 10 minutos.
Generacion de adaptadores

Los adaptadores utilizados se prepararon utilizando oligonucledtidos de cadena simple
sintetizados por la Universidad de British Columbia. Para obtener adaptadores de doble
cadena se mezclaron en tubos de PCR 10 pg de los oligonucledtidos EcoRl “forward” (5’-CTC
GTG ACT GCG TAC C-3') y “reverse” (5’-AAT TGG TAC GCA GTC-3’) y 10 pg de los
oligonucledtidos Msel “forward” (5’-GAC GAT GAG TCC TGA G-3’) y “reverse” (5’-TAC TCA GGA
CTC ATC-3’). Las mezclas se incubaron durante 5 minutos a 95 °C y luego a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Ambos adaptadores se diluyeron a 50 pM/pL. Los adaptadores

EcoRlI fueron diluidos nuevamente 1:10 para llevarlos a una concentracion final de 5pM/uL.

Adaptador EcoRl: 5'-CTCGTGACTGCGTACC-3’

3’-CTGACGCATGGTTAA-5’

Adaptador Msel: 5'-GACGATGAGTCCTGAG-3’

3’-TACTCAGGACTCAT-5’

Ligacion de adaptadores

La ligacion de los adaptadores EcoRl y Msel se realizé en el mismo tubo donde se llevd a
cabo la reaccidn de digestién. A cada tubo se agregaron 7,5 pL de solucién de ligacién de
adaptadores (ATP 1mM, buffer OPA 1X, DTT 5mM, BSA 50 ng /uL), 5 pMoles de adaptador
EcoRl, 50 pMoles de adaptador Msel y 5 unidades de T4 DNA ligasa. Las muestras se incubaron
a 37°C durante 4 horas. Una vez finalizado el periodo de incubacién las muestras se
conservaron a -20 2C.

Amplificaciones
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Para todas las reacciones de amplificacidon se utilizaron como cebadores oligonucledtidos
sintetizados por la Universidad de British Columbia y la enzima polimerasa GoTaq® DNA

Polymerase de Promega.

Preamplificaciones

Las reacciones de preamplificacion se llevaron a cabo utilizando como templado el
producto de la ligacidn y como cebadores los oligonucleétidos EO1 (5'-GAC TGC GTA CCA ATT
CA-3’) y MO1 (5’'-GAT GAG TCC TGA GTA AA-3’). Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 25 pL con los componentes que se indican en la Tabla 3.

Las reacciones de preamplificacion se llevaron a cabo en un termociclador BIO-RAD
thermocycler programado como se indica en la Tabla 4.

Amplificaciones selectivas

Las amplificaciones selectivas se llevaron a cabo utilizando como templado una dilucién
1:10 del producto de preamplificacion y como cebadores se utilizaron diferentes
combinaciones de cebadores E y M las cuales se indican en la Tabla 5. La reaccién se llevé a
cabo en un volumen final de 10 pL, conteniendo 2 pL de la dilucién 1:10 del producto de
preamplificacion, 1.2 ng/uL de dNTP’s, 30 ng de cada uno de los cebadores E y M, 1 unidad de
DNA polimerasa GoTaq (Promega), 1X del buffer de la enzima GoTagq.

Las amplificaciones selectivas se realizaron en un termociclador BIO-RAD thermocycler,
siguiendo las condiciones indicadas en Vos y colaboradores (1995). El programa de
amplificacion constd de 36 ciclos y se indica en la Tabla 6.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los marcadores moleculares de AFLP se resolvieron en geles de poliacrilamida al 6%
[acrilamida:bisacrilamida (38:2); urea 7M, buffer TBE 0,5X] de 0,4 mm de espesor. Antes de
realizar la siembra se adiciond a cada muestra el buffer de siembra 1X (azul de bromofenol
0,05%, xileno cianol 0,05%, formamida 95% y NaOH 10 mM) y luego fueron desnaturalizadas a
95 °C durante 5 minutos y colocadas inmediatamente en hielo. La electroforesis se realizé en
una cuba electroforética Sequi-Gen GT/PowerPac 3000, 38 x 30 cm de BIO- Rad, utilizando
para el reservorio inferior buffer TBE 1X y en el superior buffer TBE 0,5 X. Antes de realizar la
siembra se realizé una pre-corrida del gel a una potencia constante de 60W por
aproximadamente 1 hora, hasta alcanzar una temperatura de 50 °C. Una vez pre-corrido el gel
se sembrd 6 pL de cada muestra desnaturalizada. Para estimar el peso molecular de las bandas

se utilizé el marcador de peso molecular CienMarker (Biodynamics). La corrida electroforética

0]}
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se llevod a cabo a una potencia constante de 60W por aproximadamente 1 hora y 10 minutos,
utilizando una fuente de poder marca Consort, modelo EV233.

Para visualizar los fragmentos de ADN, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata
siguiendo el protocolo descripto en el manual técnico de Promega “DNA SilverStainingSystem”.
Este protocolo consiste en una fijacion en acido acético al 10% durante 20 minutos, seguida de
3 lavados con agua bidestilada durante 2 minutos y un proceso de tincion con nitrato de plata
al 0,1% y formaldehido 1,5 mL/litro de solucién durante 30 minutos. Luego del paso de la
tincidn se realiza un lavado con agua bidestilada fria durante 5-10 segundos y posteriormente
se revela con una solucidn desarrolladora (carbonato de sodio 3%, 1,5 mL de formaldehido 1,5
mL/litro y 2 mg/litro de tiosulfato de sodio). El gel se sumerge en esta solucién y se agita
lentamente hasta observar la coloracidn deseada. El revelado se detiene con acido acético al
10% y luego se enjuaga el gel con agua bidestilada. Los geles se dejaron secar a temperatura

ambiente.

Marcadores moleculares del tipo EST-SSR

Las condiciones de reaccidon y amplificacién por PCR de los marcadores EST-SSR fueron
realizadas segun lo descripto por Siena et al. (2011). Los reactivos utilizados en las reacciones
de PCR y sus respectivas concentraciones estan detalladas en la Tabla 7. Las condiciones de
amplificacion consistieron de una etapa inicial de desnaturalizacidon de 5 min a 94 °C, seguido
de 10 ciclos con un paso de desnaturalizacién de 1 min a 94 °C, un paso de anillado de 1
minuto a 57,5° y un paso de extensidon de 1 min a 72 °C. Luego se realizaron 35 ciclos de
amplificacion con una temperatura de anillado de 58°C. Por ultimo se realizé6 un ciclo de
elongacién a 72 °C de 10 min. Los productos de amplificacién fueron visualizados utilizando la

técnica de tincidon con bromuro de etidio.

Analisis de datos

Los datos moleculares obtenidos de cada poblaciéon fueron convertidos en una matriz
binaria utilizando el programa Microsoft Excel, donde (1) y (0) indican presencia y ausencia de
bandas respectivamente.

Para obtener informacion acerca de la variabilidad genotipica de cada poblacidn, se
determinaron parametros de variabilidad genética y genotipica intra e interpoblacional
utilizando el programa GENOTYPE/GENODIVE (Meirmans y Van Tienderen, 2004).

Utilizando el programa GenAlEx se determiné el grado de variabilidad genética dentro y

entre poblaciones. Para ello se determind la relacidon genética total entre individuos de una
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misma poblacion y de poblaciones diferentes a partir del analisis de coordenadas principales
(en inglés Principal Coordinates Analysis, PCA). El andlisis se basé en la matriz de distancia
genética y la relacidn entre los individuos se evalué en funcién de las dos primeras
coordenadas principales. Utilizando el mismo programa, se determind el porcentaje de alelos
polimérficos para cada poblacién y el nimero de alelos privados (alelos o marcadores
presentes en un citotipo o poblacidn y ausente en los restantes) para cada poblacién y, en
aquellas poblaciones con mas de un citotipo, para cada citotipo hallado. Ademas, se determiné
el porcentaje de varianza molecular (AMOVA).

Para complementar los resultados obtenidos con el programa GenAlEx, se determind la
similitud genética intra e interpoblacional utilizando el programa PAST. La similitud se
determind mediante el indice de Jaccard y los valores obtenidos fueron representados en un

dendrograma construido por el método UPGMA.
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Resultados

En total, de las 102 plantas con las cuales se inici6 el trabajo experimental, se obtuvieron los
perfiles genéticos de 78 plantas (AFLP) y 102 plantas (EST-SSR) representativas de las 6
poblaciones naturales de P. unispicatum aqui estudiadas. Para obtener dichos perfiles se
utilizaron marcadores moleculares del tipo AFLPs y EST-SSR, realizando inicialmente una

prueba y seleccion de cebadores informativos para cada tipo de marcador.

Prueba y seleccion de cebadores AFLP informativos

Se realizé la amplificacion de 8 combinaciones diferentes de cebadores en 6 individuos
representativos de las poblaciones a estudiar y de los 3 niveles de ploidia detectados para la
especie (Tabla 8). El objetivo de este ensayo fue determinar cudles de las combinaciones de
cebadores presentaba mejores patrones de bandas. Se obtuvieron amplificaciones con todas

las combinaciones de cebadores E y M ensayados y para todos los individuos analizados.

De las ocho combinaciones de cebadores probadas, se seleccionaron dos de ellas:
E31M35 (combinacién indicada con la letra G en la Fig. 2) y E33M33 (combinacién indicada con
la letra F en la Fig. 2), ya que permitieron obtener un mayor nimero de marcadores en un

perfil claro y reproducible.

Con estas dos combinaciones de cebadores seleccionadas, se realizaron las
amplificaciones selectivas de los 102 individuos, pertenecientes a 6 poblaciones, las cuales
fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 6%. De los 102 individuos analizados, 78

presentaron patrones de bandas claros y reproducibles.

Prueba y seleccion de cebadores EST-SSR.

Se realizé la amplificacién de 5 cebadores diferentes en 6 individuos representativos de

las poblaciones a estudiar y de los 3 niveles de ploidia detectados para la especie (Tabla9).

El objetivo de este ensayo fue, al igual que para el marcador de tipo AFLP, determinar si
todos los cebadores producian amplificacion y cudles de ellos presentaba un mejor patrén de
bandas. Se obtuvieron amplificaciones con todos los cebadores ensayados y para todos los

individuos analizados.

De los cinco cebadores probados, se seleccionaron dos: 124 y 143, ya que permitieron

obtener un mayor nimero de marcadores en un perfil claro y reproducible (Fig. 3).
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Con estos dos cebadores seleccionados, se realizaron las amplificaciones selectivas de 102
individuos, pertenecientes a 6 poblaciones, las cuales fueron resueltas en geles de agarosa al

2,5%. Todos los individuos analizados, presentaron un perfil de bandas claro y reproducible.

Caracterizacion de la variabilidad genética dentro de las poblaciones
Una vez obtenidos los productos de amplificacién para cada tipo de marcador se realizé el
analisis de la variabilidad genética intra e interpoblacional, cuyos resultados se presentan a

continuacion.

Caracterizacion de la variabilidad genética dentro de las poblaciones con marcadores AFLP

Los productos de amplificacién de las 2 combinaciones de primers seleccionadas permitieron
obtener 134 marcadores informativos (Tabla 10).

En base a los datos de presencia o ausencia de bandas se establecid el perfil genético de
cada individuo en cada una de las poblaciones estudiadas y se hicieron célculos de variabilidad
genotipica y genética en las 6 poblaciones por separado. La variabilidad genotipica se refiere al
numero de genotipos multilocus (definidos por su patrén de bandas en todos los loci
estudiados) que pueden distinguirse en una poblacidn (Ellstrand y Roose, 1987). La variabilidad
genética estd relacionada con el nimero de loci que presentan polimorfismos en la poblacién.
Para todas las poblaciones se determind, el nimero de genotipos multilocus distintos (G), la
proporcion de genotipos distinguibles (G/N), la diversidad de genotipos multilocus (D) y la
uniformidad genotipica (E). Los distintos estimadores son mostrados en la Tabla 11. Las
poblaciones diploides puras (P1 y P3) presentaron un alto indice de diversidad genotipica (D),
con valores de 0,94 y 0,98 respectivamente. En la P1, de los 12 individuos analizados, se
obtuvieron 9 genotipos distintos, de los cuales 7 son distinguibles. En cuanto a la uniformidad
entre estos genotipos, la misma fue alta con un valor de 0,80. Esto significa que los individuos
tienen genotipos similares y que sus diferencias son pequefias pero significativas. La otra
poblacién diploide pura (P3), mostré un comportamiento similar, con 9 genotipos encontrados
en 10 individuos, lo cual se traduce en una diversidad genotipica del 98%. Estos genotipos son
también muy similares entre si, resultando el indice de uniformidad de 0,93.

La poblacién P2, constituida en un 70% por individuos 3x y en un 30% por individuos 2x,
presentd un 50% de genotipos con respecto a la cantidad de individuos analizados, (10
individuos analizados con 5 genotipos). Esto significa que dentro de la poblacion existen
individuos genéticamente iguales entre si (clones). Los tres individuos 2x analizados
presentaron el mismo perfil genético, por lo que los mismos tienen un origen clonal. La

diversidad y uniformidad genotipica en esta poblacién fueron menores que en las poblaciones
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2x puras, con valores de un 0,80 y 0,71 respectivamente para cada indice, indicando una
amplia variabilidad genotipica, con diferencias entre individuos mayores a las de los genotipos
de las poblaciones P1y P3.

En la poblacién triploide P4, el nimero de individuos analizados fue mayor que en las
demas poblaciones. De los 17 individuos analizados, se obtuvieron 10 genotipos distintos, de
los cuales sélo pudieron diferenciarse efectivamente 5. Si bien estos resultados son similares a
los obtenidos en la P2 (también triploide), el indice de diversidad genotipica de P4 fue el mas
bajo (0,84), al igual que el indice de uniformidad (0,47). Esto se traduce en que si bien existe un
menor numero de genotipos en la poblacién P4, las diferencias entre genotipos son mas
marcadas que en las demas poblaciones.

En el analisis de la poblacién P5, compuesta en un 28,6% de individuos 3x y en un 71,4% de
individuos 4x, se pudo observar que el nimero de genotipos distinguibles fue alto, ya que de
14 individuos analizados se identificaron 11 genotipos. Si bien la diversidad genotipica en la
poblacién fue alta (0,98), el indice de uniformidad fue mas bajo que en las otras poblaciones 3x
analizadas (0,91), reflejando una menor diferenciacién entre genotipos.

En la poblacién P6, constituida por 15 individuos tetraploides, se obtuvieron 7 genotipos
distinguibles. Los indices de diversidad y uniformidad genotipicas, de 0,91 y 0,76
respectivamente, nos muestran que estamos ante una poblacién con alto grado de diversidad
genotipica acompafiado de un cierto grado de heterogeneidad.

Para profundizar el estudio de las poblaciones y en complemento al analisis realizado con el
programa GenoType/GenoDive, se realizd el andlisis de coordenadas principales para cada
poblacién basado en las distancias genéticas observadas entre individuos. En la Fig. 4A se
puede observar que la poblacidon diploide P1 presentd un alto nimero de genotipos distintos.

La poblacién diploide P3 también presentd un alto nimero de genotipos, sin embargo, la
mayoria de ellos se agruparon mads préximos entre si con respecto a los diploides de P1,
confirmando la baja diferenciacion genética entre los genotipos de P3 (Fig. 4C). La planta 10
fue la Unica que mostré una diferenciacidn genética mayor con respecto a los demas
individuos. En la poblacion triploide/diploide P2, fue posible identificar 5 genotipos distintos, lo
cual coincide con los resultados obtenidos en el anélisis con el programa GenoType/GenoDive
(Fig.4B). Precisamente, uno de los genotipos correspondio a los tres individuos diploides que
integran esta poblacidon. Los cuatro genotipos restantes correspondieron a genotipos de
individuos triploides, los que a su vez presentaron una baja diferenciacion entre si y con una

mayor distancia genética con respecto a los individuos diploides de esta poblacion.
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Por su parte, la poblacién triploide P4 fue la poblacién que menor indice de uniformidad
habia presentado. Esto se corrobord con el grafico de coordenadas principales que mostré los
distintos genotipos distribuidos en toda el 4rea del grafico (Fig.4D). Estos resultados podrian
estar relacionados con la distribucidon de la poblacidn P4, ya que la coleccién de la misma
abarcé una mayor area geogréfica. En cuanto a la diversidad genotipica, fue posible identificar
un grupo de individuos que presentaron un mismo genotipo, es decir que son clones.

Para la poblacidon triploide/tetraploide P5 se observd que la mayoria de los individuos
presentan genotipos muy similares, independientemente de su nivel de ploidia (Fig. 4E). Sin
embargo algunos pocos individuos presentaron genotipos marcadamente diferentes. De estos
individuos, dos fueron triploides (identificados con los nimeros 9 y 3) y uno fue tetraploide
(individuo 7).

La poblacidn tetraploide P6 también presenté una alta uniformidad entre los distintos
genotipos, con varios individuos presentando el mismo genotipo (Fig. 4F). Esto nos indica que

entre las plantas coleccionadas de la P6 también existen algunas de origen clonal.

Caracterizacion de la variabilidad genética dentro de las poblaciones con marcadores EST-SSR

Los productos de amplificacién de los 2 primers seleccionados permitieron obtener 22
fragmentos informativos (Tabla 12).

En base a los datos de presencia o ausencia de bandas se establecid el perfil genético de
cada individuo en cada una de las poblaciones estudiadas y se hicieron célculos de variabilidad
genotipica y genética en las 6 poblaciones por separado. Los distintos estimadores son
mostrados en la Tabla 13.

Las poblaciones P1 y P2 presentaron mayores indices de diversidad y uniformidad
genotipica con respecto a las demas poblaciones analizadas. La poblacién P1, compuesta por
13 individuos diploides, presentd 6 genotipos distinguibles. La diversidad entre estos genotipos
distinguibles es bastante alta, presentando un valor de diversidad genotipica (D) de 0,91. En
cuanto a la uniformidad genotipica (E), esta poblacién presenté el valor mas alto en relaciéon a
las demas poblaciones analizadas con EST-SSR (0,70), lo cual significa que las diferencias entre
los genotipos fueron bajas. Para la poblacidn P2, integrada por 12 individuos en su mayoria
triploides con algunos diploides, el andlisis fue similar al de la poblacién P1, encontrandose
también en este caso individuos con el mismo genotipo. El indice de diversidad genotipica tuvo
un valor de 0,85 y el de uniformidad genotipica, de 0,56. Esto significa que la poblacién P2 es

menos diversa genotipicamente que la poblacidn P1, pero las diferencias entre los genotipos
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distinguibles es mayor, lo cual se traduce en una mayor distancia genética entre los individuos
genotipicamente diferentes.

La poblacién P3, integrada por 15 individuos diploides, mostré 5 genotipos distintos. En
esta poblacién el valor de diversidad genotipica fue bajo (0,48), al igual que el indice de
uniformidad (0,36). Estos valores estarian indicando que, si bien son pocos los individuos
genotipicamente distintos entre si, estas diferencias son bien marcadas.

Para la poblacién P4, 32 individuos triploides fueron analizados. Sobre el total de individuos
se detectaron 12 genotipos distintos, con una muy baja uniformidad genotipica (0,21) y una
diversidad genotipica media de 0,61. Esto quiere decir que, teniendo un 61% de diversidad
genotipica dentro de la poblacién, la distancia genética entre los genotipos detectados es
grande, resultando éstos muy distintos entre si.

La poblacién P5, integrada por 11 individuos triploides y 4 tetraploides, mostré un
comportamiento similar al de la poblacién triploide P4, con un valor medio de diversidad
genotipica (0,57) y un indice de uniformidad genotipica también bajo (0,36).

Cabe destacar que en las poblaciones P3, P4 y P5, ademas de observar individuos con el
mismo genotipo, el nUmero de genotipos efectivos se redujo a solo 2 genotipos distinguibles
en cada poblacidn, lo que ratifica la baja diversidad genotipica detectada en estas poblaciones.

En la poblacion P6, formada exclusivamente por tetraploides, se detectaron 8 genotipos
distintos en una muestra de 15 individuos. Esto significa que mas del 50% de los individuos de
la poblacién son genotipicamente diferentes entre si. El indice de diversidad genotipica
observado para esta poblacidn, con un valor de 0,79, fue mayor que el observado en las demas
poblaciones poliploides analizadas. Por su parte, el indice de uniformidad genotipica mostrd
un valor de 0,48, indicando un valor intermedio de diferenciacion entre genotipos.

Para profundizar el estudio de las poblaciones y en complemento al andlisis realizado con el
programa GenoType/GenoDive, se realizé el analisis de coordenadas principales (PCA) para
cada poblacion utilizando el programa GenAlIEx (Fig. 5).

Para las poblaciones P1, P2, P3 y P5 (Fig.s 5A, B, C y E respectivamente), se pudo observar
que casi todos los individuos presentaron genotipos diferentes, exceptuando algunos pocos
individuos que mostraron el mismo genotipo.

En cuanto a la poblacién P4 (Fig. 5D), los individuos que la integran fueron genéticamente
menos distantes entre si, comparado con los de las demas poblaciones. Se pudo observar que
casi todos los genotipos, estuvieron representados por un solo individuo. Cuatro genotipos, se
encontraron representados en 2 individuos cada uno, mientras que uno de los genotipos se

encontré repetido en 3 individuos.
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Finalmente, la poblacién P6 presenté el mayor porcentaje de variabilidad (Fig. 5F). Se
pueden observar 9 genotipos distintos, de los cuales dos de ellos se encuentran presentes en
mas de un individuo. Uno de estos dos genotipos esta presente en 2 individuos, y el otro, en 6

individuos.

Caracterizacion de la variabilidad genética entre las poblaciones
Para determinar la relacién genética total entre poblaciones se compararon los perfiles
obtenidos con los marcadores de AFLP e EST-SSR entre todos los individuos de las seis

poblaciones estudiadas.

Caracterizacion de la variabilidad genética entre las poblaciones con marcadores AFLP

A través del analisis de Coordenadas Principales fue posible determinar que existe gran
variabilidad entre las poblaciones y que las mismas se agruparon en funcién de su localizacién
geografica (Fig. 6). Por un lado se pudo diferenciar un grupo formado por las poblaciones P1,
P2 y P3 provenientes del Chaco, otro grupo integrado por las poblaciones P4 y P5 provenientes
de Formosa y por ultimo y de forma aislada, la poblacién P6 proveniente de Salta. Estos
mismos agrupamientos se observaron en el dendrograma construido por el método UPGMA
(Fig. 7), basandose ambos métodos en el andlisis de la distancia genética entre individuos y
entre poblaciones. El dendrograma nos permitié observar con detalle cémo se agruparon las
poblaciones y cémo lo hacen los individuos de cada poblacién seguin su nivel de ploidia. En el
primer grupo, representado por las poblaciones provenientes de la Provincia del Chaco
(poblaciones P1, P2 y P3) se puedo observar que los individuos se agruparon también en
funcién de su nivel de ploidia: por un lado los individuos diploides de las poblaciones P1, P3 y
P2, y por otro lado, los individuos triploides de la poblacion P2.

En un segundo agrupamiento, se encontraron las poblaciones originarias de Formosa
(poblaciones P4 y P5). Estas poblaciones estdn compuestas principalmente por individuos
triploides, con la presencia de algunos tetraploides provenientes de la poblacién P5. Los
tetraploides no se agruparon exclusivamente entre si, sino que lo hicieron con algunos
individuos triploides pertenecientes a la misma poblacién.

Un tercer agrupamiento estuvo conformado por la poblacién P6, originaria de Salta y
compuesta exclusivamente por individuos tetraploides. En ella se pudo observar que 4
individuos (#3, #25, #43 y #46) fueron genéticamente iguales, es decir son clones. El resto de

los individuos fueron genotipicamente diferentes.
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Mediante la determinacion del nimero de bandas privadas (alelos o marcadores presentes
en un citotipo o poblacién y ausente en los restantes) y el andlisis de la varianza molecular
(AMOVA), se realizdé ademas un analisis de diferenciacidn entre citotipos y entre poblaciones.
El andlisis del nimero de bandas privadas permitié determinar que, en general, las poblaciones
poseen un alto porcentaje de bandas compartidas (Fig. 8). En el caso de la poblacidn P6, se
observé la presencia de un alto nimero de bandas privadas (22), es decir que esta poblacidn
posee variantes genéticas que no se encuentran en las demds poblaciones. En las poblaciones
restantes se observd un bajo nimero de bandas privadas (entre 1 y 4), lo que indicaria una
baja diferenciacidn genética entre ellas.

Mediante el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) se determind que, al analizar en
conjunto todas las poblaciones, el mayor porcentaje de varianza se encontré entre poblaciones
(70%), mientras que s6lo un 30% de la varianza se debié a la variabilidad encontrada dentro de
las poblaciones (Fig. 9A). Sin embargo, al realizar el analisis excluyendo a la poblacién P6
(proveniente de Salta), se observo que el porcentaje de varianza molecular interpoblacional se
redujo a un 60% (Fig. 9B). Al analizar por separado las poblaciones provenientes del Chaco (P1,
P2y P3) y Formosa (P4 y P5), se observé que la varianza interpoblacional disminuyd a un 34% y
19%, respectivamente (Fig. 9C y 9D), indicando una menor diferenciacién entre poblaciones
originarias de la misma region geografica.

Para verificar la existencia de una relacién entre las distancias geograficas y genéticas
detectadas entre las poblaciones, se realizd un analisis de correlacién, comparando las
matrices de distancias geogréficas y genéticas. El valor de R?, fue de 0,8198, indicando que
existe una alta correlacion positiva entre las variables de distancias genéticas y geograéficas
analizadas, la cual ademas fue significativa con un P=0,004 (Fig.10). Esto significa que a mayor

distancia geografica entre las poblaciones, mayor fue la distancia genética entre ellas.

Caracterizacion de la variabilidad genética entre las poblaciones con marcadores EST-SSR

A través del andlisis de Coordenadas Principales se pudo observar que tanto los individuos
como las poblaciones se encuentran mas dispersos que en el analisis basado en los
marcadores del tipo AFLP (Fig.11). No se pudo identificar agrupamientos tan concretos,
aunque si se observd una tendencia en la que las poblaciones P1 y P2, ocuparon una misma
region del grafico y no se observé una distancia genética muy marcada entre ellas. La
poblacién P3 en cambio, esta mas dispersa en el grafico, por lo que se comporta como un nexo
o puente entre las poblaciones P1 y P2 con las poblaciones P4 y P5. Estas dos ultimas se

encuentran principalmente separadas por la segunda coordenada principal, que explica el
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21,23% de la variabilidad. Sin embargo fue posible observar que algunos individuos de la
poblacién P4 que tienen una mayor similitud genética con los individuos de la P5.

La poblacién P6, cuya distancia genética en el analisis con el marcador molecular AFLP fue
grande con respecto a las demads poblaciones, no presenté el mismo grado de diferenciacién
con el analisis utilizando EST-SSR. Esta poblacidon se agrupé con las poblaciones del Chaco,
presentando una mayor similitud con estas poblaciones que con las poblaciones de Formosa.

Mediante el andlisis de la varianza molecular (AMOVA) se determind que, al analizar en
conjunto todas las poblaciones, el mayor porcentaje de varianza se encontrd dentro de las
poblaciones (70%), mientras que sélo un 30% de la varianza se debe a la variabilidad
interpoblacional (Fig. 12A). Estos valores son opuestos a los obtenidos en el AMOVA calculado
a partir de los datos de AFLP, en donde el mayor porcentaje de variacion se dio entre
poblaciones. Estos resultados estarian indicando que para los marcadores génicos
considerados, las poblaciones son muy similares y conservan caracteristicas génicas comunes.

También se realizaron los andlisis de varianza agrupando las poblaciones en funcién de su
origen geografico. En todos los casos, el valor de varianza siempre fue mayor para la varianza
intrapoblacional. En el andlisis de las poblaciones P1, P2, P3, P4 y P5 los resultados no
cambiaron con respecto al AMOVA considerando las 6 poblaciones (Fig. 12B). Sin embargo, al
analizar por separado las poblaciones provenientes del Chaco (P1, P2 y P3) y Formosa (P4 y
P5), se observd que la varianza intrapoblacional aumentd a un 83% y 75%, respectivamente
(Fig.12C y D), indicando una baja diferenciacién entre poblaciones originarias de la misma
region geografica.

Al analizar el patron de bandas para cada poblaciéon (Fig. 13), se pudo determinar que sélo
algunas de las poblaciones presentan unas pocas bandas privadas (poblaciones P1, P3 y P5).
Esto indicaria que para los genes analizados no existe un alto grado de variacion
interpoblacional. Por otro lado, el mayor nimero de bandas se registrd en las poblaciones

constituidas por individuos triploides.
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Discusion

El principal objetivo de esta tesina fue evaluar la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones de Paspalum unispicatum y su relacidon con la disposicién geografica de las
poblaciones analizadas, teniendo en cuenta los niveles de ploidia y los sistemas reproductivos
gue pueden encontrarse en esta especie multiploide.

Los resultados presentados muestran que existe una gran variabilidad genética, sobre todo
intrapoblacional, entre los individuos de las 6 poblaciones estudiadas de Paspalum
unispicatum. Las poblaciones diploides puras fueron las que presentaron mayores valores de
diversidad genotipica, lo que podria estar relacionado con el modo en que los individuos con
este nivel de ploidia se reproducen, ya que recientemente Galdeano y col. (2016) han
publicado que los diploides se reproducen por sexualidad en condiciones de polinizacién
abierta. Si bien se ha encontrado un gran nimero de genotipos en las poblaciones diploides,
los mismos son genéticamente similares entre si. Esta baja diversidad genética podria deberse
al origen de las poblaciones, ya que las mismas podrian haberse establecido inicialmente a
partir de unos pocos individuos, los que a su vez habrian originado nuevos individuos diploides
para llegar a formar una poblacién mas grande.

Si bien en esta tesina no se ha determinado el sistema reproductivo de los individuos 3x,
Galdeano y col. (2016) establecieron que, la planta 3x identificada como Q4211 (colectada a
10km noroeste de Pozo del Tigre, Formosa), se reproduce por apomixis. También se analizé el
sistema reproductivo de algunos individuos 3x de la poblacién P5 (Sartor, datos no publicados),
los cuales fueron clasificados como apomicticos. Estos antecedentes nos permitirian inferir que
la apomixis seria el principal modo de reproduccién de los triploides de P. unispicatum. En
poblaciones formadas por individuos de reproduccién apomictica es de esperar una baja
diversidad genotipica y una alta uniformidad entre genotipos (H6érandl y Paun, 2007). Sin
embargo, la presencia de un gran numero de genotipos seria esperable en poblaciones
apomicticas antiguas, sobre las cuales es posible observar el efecto de las fuerzas generadoras
de variabilidad, como las mutaciones, los eventos de poliploidizacidn recurrente y la sexualidad
residual (Paun et al., 2006a; Richards, 2003). Los resultados obtenidos para las poblaciones 3x
aqui estudiadas sugieren que las mismas se tratarian de poblaciones antiguas, ya que las tres
presentaron valores altos de diversidad genotipica y variables de diversidad genética, los
cuales podrian ser el resultado de la accion de las fuerzas generadoras de variabilidad.

En el caso de la poblacién P2, donde los triploides coexisten con individuos 2x y se

encuentran proximos a otras poblaciones 2x, la poliploidizacién recurrente podria estar
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formando nuevos triploides a partir de los individuos diploides [2n(2x) + n(x)]. Si bien los
diploides se reproducen por sexualidad, podrian eventualmente formar sacos apospdricos los
cuales podrian ser funcionales bajo determinadas condiciones. Eventos similares se han
registrado en Paspalum rufum, en donde los diploides producen eventualmente sacos
apospdricos no reducidos que pueden ser fecundados cuando la planta es forzada a
autopolinizarse o cuando es polinizada con polen proveniente de individuos con nivel de
ploidia diferente (Siena y col., 2008). Es posible que los individuos diploides de la poblacion P2
sean sexuales y autoincompatibles y que, al no contar con polen de otros genotipos 2x, utilice
el polen propio rompiendo las barreras de autoincompatibilidad a través de polen mentor o
que utilice polen proveniente de los individuos 3x (n=x). Ambos tipos de polen podrian
fecundar un eventual saco apospdrico 2n dando lugar a un nuevo triploide.

Es interesante destacar que la poblacidn P4 (formada exclusivamente por individuos 3x) fue
la que presenté menor uniformidad entre genotipos. Esto podria deberse a que la coleccion de
esta poblacién abarcd un mayor area geografica, a lo largo de la cual podrian haberse
establecido diferentes genotipos triploides los que se multiplicaron luego por la via apomictica.
Las otras dos poblaciones con predominancia de triploides, presentaron individuos con
genotipos muy similares e inclusive, idénticos en algunos casos, indicando la presencia de
clones. Sin embargo, los niveles de diversidad genotipica aun son mayores a los que podrian
esperarse teniendo en cuenta que los triploides de esta poblacion probablemente son
apomicticos.

En el caso de la poblacién P5, se ha encontrado que junto a los individuos 3x coexisten
algunos individuos 4x. Estos 4x podrian haberse originado por poliploidizacién recurrente [2n
(3x) + n(x)] a partir de los triploides, proceso por el cual, segin Quarin (1992) se originan los
tetraploides en las especies de Paspalum. Los tetraploides de la poblacidon P5, al igual que
otros 4x ya caracterizados (Galdeano y col., 2016) podrian estar generando nuevos individuos
4x por la via sexual, gracias a que aun conservan la capacidad de generar progenie por esta via
(sexualidad residual). Este tipo de reproduccién podria explicar el hecho de que dentro de esta
poblacién se hayan encontrado altos valores de variabilidad, ya que cuatro de los individuos
estudiados en esta poblacion fueron 4x y presentaron genotipos diferentes. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos para algunas razas tetraploides naturales de Paspalum notatum,
en las que se pudo determinar, mediante andlisis cito-embriolégicos y moleculares, que
existen genotipos 4x naturales de reproduccidn apomictica que conservan en mayor o menor
grado algln potencial para la reproduccién sexual (Ortiz et al., 1997; Martinez et al., 2001;

Espinoza et al., 2006; Rebozzio et al., 2010).
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El caso de la poblacién P6, resulta diferente a las demas poblaciones. Al tratarse de una
poblacién puramente tetraploide, cuyo sistema reproductivo seria principalmente la apomixis,
seria esperable que presentara una baja variabilidad y un reducido nimero de genotipos. Sin
embargo, P6 presentd un alto grado de diversidad genotipica acompaifiado de un grado de
heterogeneidad también alto. Resultados similares fueron observados en poblaciones de
Paspalum nicorae conformadas por individuos 4x de reproduccidon apomictica facultativa. En el
caso de esta especie, se ha propuesto que la sexualidad residual seria la principal fuente de
variabilidad (Sartor et al., 2013). El hecho de que la poblacién P6 de P. unispicatum presente
caracteristicas similares a las de las poblaciones de P. nicorae, nos permitiria inferir que para
esta poblacion, la sexualidad residual también seria la fuente principal de variabilidad, la que
estaria generando nuevas combinaciones genotipicas dentro de la poblacion.

Al analizar la variabilidad interpoblacional y el flujo genético entre poblaciones se pudo
establecer que existe, en funcién a las distancias genéticas observadas entre individuos, un
agrupamiento de las poblaciones en funcién del origen geografico: aquellas provenientes del
Chaco (Poblaciones P1, P2 y P3), las originarias de Formosa (Poblaciones P4 y P5) y la poblacion
coleccionada en Salta (Poblacion P6).

El primer grupo (proveniente del Chaco) estd compuesto por dos poblaciones diploides
puras (P1y P3) y una poblacidn mixta integrada por individuos en su mayoria triploides y unos
pocos diploides (P2). La similitud entre los genotipos de las tres poblaciones fue bastante alta,
lo que indicaria que las mismas no se encuentran aisladas, sino que existe un flujo genético
entre los individuos de estas poblaciones. El hecho de que los triploides sean genéticamente
similares a los diploides podria estar sugiriendo que las plantas 3x estarian siendo generadas a
partir de la fecundacion de gametos no reducidos producidos por individuos 2x (2n=2x + n=x).
A su vez estos 3x podrian estar aumentando el nimero de individuos 3x por apomixis.

Una situacién similar de base genética compartida fue observada entre las poblaciones
provenientes de Formosa (P4 y P5). Entre estas poblaciones, la variabilidad genética
interpoblacional fue menor aun que entre las poblaciones del Chaco. Este hecho podria estar
relacionado con el citotipo que predomina en Formosa. El hecho de que casi todos los
individuos sean triploides (entre los que predominaria la reproduccién apomictica), sugiere
que estas poblaciones podrian haberse establecido a partir de algunos individuos 3x, los cuales
a través de la reproduccién apomictica, aumentaron el tamafo poblacional y lograron
colonizar gran parte de la region.

Es interesante destacar que las poblaciones del Chaco y Formosa son genéticamente mas

similares entre si, en comparacion con la poblacidn proveniente de Salta. Teniendo en cuenta
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que las poblaciones P1 y P3 estdan compuestas por diploides, es posible sugerir que éstos
podrian haber originado triploides a través de la fecundacidén de gametos no reducidos (2n=2x
+ n=x), los que lograron establecer las poblaciones de Formosa. En Paspalum, los citotipos
triploides generalmente forman parte de los complejos agdmicos y se encuentran en una muy
baja frecuencia en las poblaciones naturales, actuando como puente de transferencia de genes
desde los diploides sexuales coespecificos a sus contrapartes tetraploides (Quarin 1992). El
hecho de haber encontrado individuos 4x en una de las poblaciones 3x de Formosa y que estos
3x presenten similitudes genéticas con los diploides del Chaco sugiere que existe un flujo
genético entre 2x y 4x, en el que los 3x actlan como un puente que conecta ambos niveles de
ploidia. Sin embargo en el caso de P. unispicatum, los triploides no sélo estarian actuando
como puente para transferir genes entre diploides y tetraploides, sino que en combinacién con
la apomixis constituirian un sistema mds exitoso para competir y adaptarse en los habitat
disponibles, en donde tendrian la posibilidad de establecerse formando poblaciones. Este tipo
de triploides apomicticos exitosos se ha observado también en P. quadrifarium, en donde los
triploides constituyen el citotipo mds comunmente encontrado, con una amplia distribucién
geografica (Quarin y Lombardo, 1986).

En el caso del tercer grupo, los individuos provenientes de Salta (Poblacion P6), se
encontrarian genéticamente diferenciados de los individuos de las poblaciones de Chaco y
Formosa. El hecho de que exista una mayor separacion geografica entre las poblaciones de
Chaco y Formosa con respecto a la poblacién de Salta, podria estar indicando la presencia de
barreras geograficas que impedirian el flujo genético entre estas poblaciones. Ademas, se
observaron bandas privadas en la poblacién 4x de Salta, lo cual reafirmaria la hipdtesis de una
barrera geografica entre poblaciones, la que mantendria aislada la variabilidad contenida en
esta poblacién. Los resultados obtenidos del andlisis de variabilidad interpoblacional sugieren
que entre las poblaciones estudiadas, existe una relacidn entre distancias genéticas y
distancias geograficas. Esta relacidon fue corroborada mediante un analisis de correlacion, la
cual resultd ser positiva y altamente significativa. Esto quiere decir que a mayor distancia

geografica, mayor es la distancia genética entre poblaciones.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesina indican que tanto los marcadores
moleculares del tipo AFLP como los del tipo EST-SSR son herramientas eficaces para
caracterizar los perfiles genéticos de individuos de diferentes niveles ploidia de poblaciones
naturales de Paspalum unispicatum. Debido a la naturaleza de los marcadores mencionados,
se observé que los datos obtenidos a partir de los marcadores de AFLP son mas confiables el
analisis de variabilidad genética, ya que se obtiene un perfil genético con una mayor cantidad
de bandas y se reduce el error experimental.

En cuanto al estudio de la variabilidad genética de las poblaciones, los resultados revelan
que la especie multiploide P. unispicatum presenta una gran diversidad genética y genotipica
asociada a los citotipos y sus sistemas reproductivos. Las poblaciones diploides de
reproduccidon sexual presentaron mayores niveles de variabilidad, mientras que entre las
poblaciones con citotipos poliploides y apomicticos existe un amplio rango de diversidad:
desde poblaciones constituidas por pocos genotipos con alta variabilidad genética, hasta
poblaciones donde la mayoria de los individuos representan genotipos diferentes, pero que
tienen mayores similitudes entre si. Esta diversidad encontrada entre las poblaciones es el
reflejo de la variedad de sistemas genéticos que presenta P. unispicatum y su interaccidén con
los mecanismos que generan variabilidad en las poblaciones naturales.

La coexistencia de individuos triploides, por un lado con diploides y, por el otro, con
individuos tetraploides, confirmaria la existencia de flujo génico entre diploides y tetraploides,
en donde los triploides actuarian como un puente para la transferencia de genes. También es
posible decir que estos citotipos estarian formando una unidad evolutiva cohesiva en la cual el
conjunto de genes es compartido por las razas que conforman el complejo agamico. Por otra
parte, es posible decir que existe una estrecha relacién entre la distancia genética y la distancia
geografica entre poblaciones.

El conjunto de los resultados obtenidos en esta tesina pone en evidencia la gran dindmica
existente entre las poblaciones naturales de la especie Paspalum unispicatum, lo cual esta
estrechamente relacionado con el sistema genético de la especie y su distribucién geogrifica.
Esta tesina provee informacién valiosa desde el punto de vista de la conservacién de los
recursos naturales, ya que P. unispicatum es una de las especies de mayor valor forrajero
dentro del estrato herbdaceo de los bosques nativos de la Regidn Fitogeografica Chaquefia. Esta
informacidn podria ser utilizada en programas de mejoramiento genético de forrajeras que

involucren especies nativas.
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Tablas

Tabla 1. Origen y nivel de ploidia de las plantas analizadas, pertenecientes a seis
poblaciones naturales de Paspalum unispicatum, colectadas en Argentina.

.. . N2 -
Poblacion Origen Individuos Ploidia
P1 Avia Terai, Chaco 13 2X
P2 o 2%
Colonia José Marmol, Chaco 3x
P3 El Boquerdn, Chaco 15 2x
P4 Ibarreta, Formosa 32 3x
P5 boro del Tiere. F 11 3x
ozo de re, Formosa
g & 4 4x
P6 Metan, Salta 15 4x
Tabla 2. Componentes de mezcla de digestidon EcoRI-Msel.
Componentes Concentracion final
Buffer OPA 1X
DTT 5mM
EcoRl 5 unidades
Msel 5 unidades
ADN 1lug
Tabla 3. Componentes de mezcla de preamplificacion.
Componentes Concentracion final
Producto de ligacidn 2 ul
dNTP’s 1.2 ng/ul
Cebador EO1 30 ng
Cebador M01 30 ng
GoTaq 1 unidad
Buffer 1X
Tabla 4. Esquema de ciclado de preamplificaciones.
N° de ciclos Temperatura Tiempo (segundos)
1 ciclo 94 °C 60 s
20 cicl 94 @ 30s
ciclos 560 60 s
72 C 60 s
1 ciclo 72° 120s
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Tabla 5. Combinaciones de cebadores E y M ensayadas para las amplificaciones
selectivas de AFLP. Las combinaciones de primers fueron denominadas de la siguiente
manera: A (E31M31), B (E33 M31), C (E31M32), D (E33M32), E (E31M33), F (E33M33), G
(E31M35) y H (E33M35).

Combinacion de

Nomenclatura Secuencia de cebadores
cebadores
E31 5’ -GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
A M31 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA A-3’

E33 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’
B M31 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA A-3’

E31 5" -GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
C M32 5-GAT GAG TCC TGA GTA AAAC-3’

E33 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’
D M32 5-GAT GAG TCCTGA GTA AAAC-3’

E31 5" -GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
E M33 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA G-3’

E33 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’

F M33 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAA G-3’

G E31 5" -GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
M35 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAC A-3’

H E33 5’-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’

M35 5’-GAT GAG TCC TGA GTA AAC A-3’
Tabla 6. Programa de ciclado utilizado en las amplificaciones selectivas.

Ne¢ de ciclos Temperatura Tiempo
(segundos)
94 ¢C 30s
1a13 65 °C 30s
729C 60s
94 2C 30s
14a24 56 2C 30s
72 2C 60s
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Tabla 7. Protocolo de amplificacion EST-SSR.

Componentes Concentracion final*
H.0

Buffer con Cl.Mg 5X

dNTP’s 5mM
Cebador Forward 5uM
Cebador Reverse 5uM

GoTaq 5U/ul

ADN 10ng/ul

*Para un volumen final de 25pl

Tabla 8. Individuos utilizados en la amplificacion de prueba de cebadores de
AFLP, detallando su nivel de ploidia.

Individuo Poblacion a la que Nivel de ploidia
pertenece
#73 P1 2X
#5 P3 2X
#27 P4 3x
#12 P2 3x
#1 P5 4x
#7 P5 4x

Tabla 9. Individuos utilizados en la amplificacion de prueba de cebadores de
EST-SSR, detallando su nivel de ploidia.

Individuo Poblacidn a la que Nivel de ploidia
pertenece
#1 P2 2x
#3 P2 2x
#3 P3 3x
#15 P3 3x
#5 P5 4x
#6 P5 4x
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Tabla 10. Numero de marcadores obtenidos con dos combinaciones de primers de AFLP

en seis poblaciones naturales de Paspalum unispicatum.

Numero de bandas observadas

Primers Primers
E31M35 E33M33
N2 bandas monomoérficas 8 2
N2 bandas polimaérficas 42 82
Subtotal 50 84
Total 134

Tabla 11. indices de diversidad clonal obtenidos a partir de marcadores moleculares del tipo AFLP.

indices de diversidad clonal

Numero de , Proporcion de Diversidad  Uniformidad
Poblacion  individuos Numfero de genotipos genotipica genotipica
(N) genotipos (G) ; vinguibles (G/N) (D) (E)
P1 12 9 7 0,94 0,8
P2 10 5 4 0,8 0,71
P3 10 9 8 0,98 0,93
P4 17 10 5 0,84 0,47
P5 14 12 11 0,98 0,91
P6 15 9 7 0,91 0,76

Tabla 12. Numero de bandas observadas de dos primers de EST-SSR en seis poblaciones naturales de
Paspalum unispicatum.

Numero de bandas observadas
Primer 124 Primer 143
8 14

Tabla 13. indices de diversidad clonal obtenidos a partir de marcadores moleculares del tipo EST-SSR.

indices de diversidad clonal

Di . iformi
Numero de Numero de Proporcion de genotipos ISR SlETnlbE:

Reblassg individuos (N)  genotipos (G) distinguibles (G/N) geno(a;i)pica genc(;I:;pica
P1 13 9 6 0,91 0,70
P2 12 8 5 0,85 0,56
P3 15 5 2 0,48 0,36
P4 32 12 2 0,61 0,21
P5 15 6 2 0,57 0,36
P6 15 8 4 0,79 0,48
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Figuras
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Fig. 1. A. Localizacion geografica de las 6 poblaciones de P. unispicatum estudiadas. B — G. Detalle de
la distribucién de los individuos en las poblaciones. Los diferentes niveles de ploidia se indican
con colores.
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Fig. 2. Amplificacion de 8 combinaciones diferentes de cebadores en 6 individuos
representativos. Las combinaciones de cebadores se simbolizan desde la A hasta la H: A
(E31 M31), B (E33 M31), C (E31 M32), D (E33 M32), E (E31 M33), F (E33 M33), G (E31 M35)
y H (E33 M35). Las estrellas indican los cebadores seleccionados por presentar mayor
numero de marcadores en un perfil claro y reproducible.
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Fig. 3. Amplificacion de 5 cebadores diferentes de EST-SSR en 6 individuos representativos. Las
estrellas indican los cebadores seleccionados por presentar mayor numero de marcadores en un perfil
claro y reproducible. Los individuos analizados fueron: P,1, P,3, P33, P315, Ps5 y Ps6.
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Fig. 4. Relacidn genética total entre individuos de la misma poblacion,
evaluada a partir del andlisis de coordenadas principales (en inglés
Principal Coordinates Analysis, PCA) a partir de marcadores
moleculares del tipo AFLP: A) Poblacién P1; B) Poblacion P2; C)
Poblacion P3; D) Poblacion P4; E) Poblacidn P5 y F) Poblacién P6.
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Fig. 5. Relacidn genética total entre individuos de la misma poblacion,
evaluada a partir del analisis de coordenadas principales (en inglés
Principal Coordinates Analysis, PCA) a partir de marcadores
moleculares del tipo EST-SSR: A) Poblacién P1; B) Poblacién P2; C)
Poblacién P3; D) Poblacién P4; E) Poblacién P5 y F) Poblacién Pé6.
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Fig. 6. Relacidon genética total entre poblaciones, evaluada a partir del
analisis de coordenadas principales (en inglés Principal Coordinates Analysis,
PCA) a partir de marcadores moleculares del tipo AFLP.
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Dendrograma de similitud genética entre individuos
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Figura 7: Grafico de similitud genética intra e interpoblacional, construido por el método UPGMA.

Con azul se indican los individuos diploides (2x), con verde, los triploides (3x) y con rojo, los

individuos tetraploides (4x). Las llaves referencian el lugar de origen de cada grupo de individuos.
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Patron de bandas para cada poblacién
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Fig. 8. Patron de bandas para cada poblacidon obtenido a partir de marcadores
moleculares del tipo AFLP.

A . N B Porcentaje de Varianza Molecular
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Fig. 9. Andlisis del porcentaje de varianza molecular (AMOVA) entre
poblaciones, en base a marcadores moleculares AFLP: A) Entre todas las
poblaciones; B) Entre poblaciones P1, P2, P3, P4 y P5; C) Entre poblaciones P1,
P2y P3; D) Entre poblaciones P4 y P5.
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Fig. 10. Analisis de correlacién entre la distancia genética y la distancia geografica de las
poblaciones analizadas, en base a marcadores moleculares AFLP.

Coordenadas Principales (EST-SSR)

) 4 * O
X ) 4
me O
— x xX X A * u o, Pl
S X, x 4 EE o6
2 x X %‘ A mP2
o~ X X A ‘.'o_'. AP3
T A Do P4
2 @
o A XP5
®r6

Coord. 1(38,78%)

Fig. 11. Relacion genética total entre poblaciones, evaluada a partir del andlisis de coordenadas
principales (en inglés Principal Coordinates Analysis, PCA) a partir de marcadores moleculares del tipo
EST-SSR.
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A Porcentaje de Varianza Molecular B Porcentaje de Varianza Molecular
(Todas las poblaciones) (Poblaciones P1, P2, P3 P4 y P5)

C  Porcentaje de Varianza Molecular D Porcentaje de Varianza Molecular
(Poblaciones P1, P2y P3) (Poblaciones P4y P5)

Fig. 12. Andlisis del porcentaje de varianza molecular (AMOVA)
entre poblaciones, en base a marcadores moleculares EST-SSR: A)
Entre todas las poblaciones; B) Entre poblaciones P1, P2, P3, P4y
P5; C) Entre poblaciones P1, P2 y P3; D) Entre poblaciones P4 y P5.
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Fig. 13. Patron de bandas para cada poblacion a partir de marcadores moleculares del
tipo EST-SSR.
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