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RESUMEN

La hibridacién natural entre especies es un proceso que ha sido reportado en Paspalum. Al sur de
la provincia del Chaco se colectd una planta pentaploide (5x) identificada como Q4312, la cual es
morfoldégicamente similar a dos especies: Paspalum simplex y P. urvillei. El objetivo del trabajo fue
comprobar el origen hibrido de la planta Q4312 y establecer sus posibles progenitores. Para ello se
analizé la meiosis, el sistema reproductivo y la fertilidad de la planta Q4312. También se realizaron
cruzamientos entre un genotipo 3x apomictico de P. simplex (¥) y genotipos 4x sexuales de P.
urvillei (3). Durante la meiosis se observaron irregularidades en el apareamiento de los
cromosomas, encontrando principalmente univalentes y bivalentes, también trivalentes, y en
menor proporcién tetravalentes. De 103 ovarios analizados, se observaron ovarios con sacos
embrionarios meidticos (22), apospdricos (21), con ambos tipos de sacos (18) y con multiples sacos
(20); también se observaron ovarios con sacos abortados (11) e inmaduros (11). De 5560 granos
de polen analizados, solo 137 resultaron viables (2,46 %). En autopolinizacién la produccién de
semillas fue nula y en polinizacion abierta, resultd sélo del 1,53%. En los cruzamientos forzados se
polinizaron 1023 espiguillas, sin obtencién de semillas viables. Estos resultados indican que la
planta pentaploide Q4312 se habria originado por un raro evento de hibridacién interespecifica. Si
bien el genotipo Q4312 tiene la capacidad de reproducirse por apomixis facultativa, su fertilidad es
muy baja, lo cual es esperable en individuos de niveles de ploidia impares y/o en hibridos
interespecificos. El hecho de no haber obtenido semillas de los cruzamientos controlados indicaria
que la posibilidad de obtener hibridos entre estas especies es muy baja y que seria necesario
realizar un mayor numero de cruzamientos para obtener hibridos. Con estos resultados sin
embargo, no es posible aun confirmar cuales fueron las especies que le dieron origen. Serian
necesarios estudios complementarios que permitieran dilucidar cudles fueron efectivamente las

especies involucradas en el proceso de formacién del hibrido.



INTRODUCCION

El género Paspalum L. comprende cerca de 330 especies distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales a templadas principalmente de América, con unas pocas especies que habitan en el
viejo mundo. Este género se caracteriza por presentar especies diploides de reproduccién sexual y
poliploides sexuales o apomicticas (Quarin, 1992). La poliploidia abarca un amplio rango de
niveles, desde triploides (Quarin y Lombardo, 1986) hasta 16-ploides (Burton, 1940). La poliploidia
estd presente en aproximadamente el 80% de la especies, y la mitad de estos poliploides son
tetraploides. A su vez, la mayoria de los poliploides son de reproducciéon apomictica (Quarin,
1992). Es decir que la apomixis, reproduccién asexual por medio de semillas (Nogler, 1984) esta
estrechamente asociada con la poliploidia. Asi como existe una gran variabilidad de niveles de
ploidia y de sistemas reproductivos entre las especies del género, también dentro de una misma
especie existe variabilidad para niveles de ploidia y para la forma de reproduccién. En efecto, un
porcentaje importante de las especies del género son multiploides. Esto significa que una misma
especie contiene plantas diploides y tetraploides, pero también puede tener triploides,
pentaploides o de otros niveles de ploidia (Quarin, 1992; Ortiz et al., 2013).

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 y
Norrmann, 1987; Quarin et al., 1989; Quarin et al., 1996; Quarin et al., 2001). Algunos autores
consideran que la gran mayoria de los tetraploides apomicticos de Paspalum son de origen
autoploide (Forbes y Burton, 1961; Quarin et al., 1998; Norrmann et al., 1989; Quarin, 1992; Pupilli
et al.,, 1997). Sin embargo dentro del género existen especies alopoliploides de reproduccidn
apomictica tales como el pentaploide Paspalum dilatatum (Burson, 1989), o el tetraploide P.
pauciciliatum (Smith, 1948; P. dilatatum var. pauciciliatum), pero también alopoliploides de
reproduccion sexual como es el caso del tetraploide P. urvillei (Bashaw et al., 1970). Estos
alopoliploides han surgido a través de procesos de hibridacién entre diferentes especies dentro
del género (Vaio et al., 2005).

La hibridacion natural entre especies ha sido reportada frecuentemente en Paspalum. Por
ejemplo, Urbani y Quarin (1987) han estudiado un hibrido triploide natural (2n=3x=30) y han
demostrado que el origen mds probable fue el cruzamiento espontdneo entre P. brunneum
(2n=2x=20) y P. urvillei (2n=4x=40). Entre otras pruebas experimentales, estos autores realizaron
cruzamientos controlados entre estas especies y obtuvieron hibridos con caracteristicas

morfoldgicas y citoldgicas similares al hibrido natural. Otro hibrido triploide natural (2n=3x=30) ha



sido caracterizado por Acufia et al. (2000). Segun los autores, este hibrido habria surgido a partir
del cruzamiento entre la especie P. lenticulare (2n=2x=20) y alguna de las especies tetraploides del
grupo Plicatula que crecen en las cercanias de la planta diploide.

Entre los antecedentes de hibridacién inter especifica en Paspalum, se han reportado ademas
estudios que han involucrado a la especie P. simplex (Caponio y Quarin, 1987; Espinoza y Quarin,
1998). Paspalum simplex Morong pertenece al subgénero Anachyris y su distribucidon natural
abarca la regidn fitogeografica chaquena, sudeste de Bolivia, oeste de Paraguay y las regiones
centro norte y este de Argentina (Morrone et al., 2000). Esta especie presenta diferentes citotipos
y sistemas reproductivos. El citotipo diploide (2n=2x=20) se reproduce por sexualidad (Espinoza
and Quarin 1997), mientras que el tetraploide (2n=4x=40) se reproduce por apomixis
(reproduccién asexual a través de semillas) (Nath et al., 1970; Caponio y Quarin, 1987; Caceres et
al., 1999). Si bien estos son los citotipos mds comunes para esta especie, se han reportado
también triploides sexuales y apomicticos (2n=3x=30) y hexaploides apomicticos (2n=6x=60)
(Urbani et al., 2002). Otra de las especies para las que se han reportado estudios de hibridacion
inter especifica es Paspalum urvillei Steud. (Urbani y Quarin, 1986; Caponio y Quarin, 1990;
Caponio y Quarin, 1993). Esta especie pertenece al grupo Dilatata del subgénero Paspalum, y si
bien su distribucién natural incluye el sur de Brasil, Paraguay y norte de Argentina, se encuentra
naturalizada en casi todas las regiones subtropicales himedas del mundo (Urbani y Quarin, 1987).
En cuanto a su nivel de ploidia y sistema reproductivo, esta especie ha sido descripta como un
alotetraploide de reproduccién sexual (Bashaw et al., 1970).

Paspalum simplex y P. urvillei comparten parte de su area de distribucion, por lo que es posible
encontrar ambas especies creciendo en un mismo habitat. A 36 km al norte de Villa Angela
(Chaco), se ha coleccionado una poblacién mixta 2x-4x de P. simplex (Urbani et al., 2002), en la
qgue se encontré ademas un individuo triploide de reproduccién apomictica (Urbani et al., 2002).
Del mismo lugar, se colecté una planta (denominada Q4312), que presentaba similitudes
morfoldgicas tanto con P. simplex, como con P. urvillei, especie que también habita la region. A
partir de recuentos cromosémicos en puntas de raices, se pudo establecer que el genotipo Q4312
presentaba 50 cromosomas. Este raro genotipo pentaploide con similitudes morfoldgicas con P.
simplexy P. urvillei podria haber surgido como un hibrido a partir de la fecundacién de un gameto
no reducido de P. simplex triploide (2n=30) por un gameto reducido de P. urvillei tetraploide

(n=20).



HIPOTESIS

La planta pentaploide Q4312 es un hibrido interespecifico natural que se origind mediante el
cruzamiento espontaneo entre una planta triploide apomictica de P. simplex y una planta
tetraploide P. urvillei mediante un raro evento de reproduccidn sexual que suele suceder
especialmente cuando una planta apomictica (en este caso P. simplex) recibe polen de una especie

diferente.

OBIJETIVOS

General

Comprobar el origen hibrido del genotipo pentaploide Q4312 y establecer sus posibles

progenitores.

Particular

Observar la citologia, la embriologia y la fertilidad del genotipo pentaploide Q4312 con el fin de

comprobar su origen hibrido.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para los diferentes estudios, se utilizd la planta original del genotipo Q4312, la cual se encuentra
mantenida a campo en el banco de germoplasma del Instituto de Botdnica del Nordeste, ubicado
en la Facultad de Ciencias Agrarias, Campus Sargento Cabral (UNNE). La planta fue multiplicada
por divisién de mata a fin de tener material en condiciones de campo y también en macetas en el
inverndculo. Se realizé el mismo procedimiento para los ejemplares de P. simplex y P. urvillei que

fueron utilizados como parentales en cruzamientos controlados.



Andlisis de meiosis

Para realizar el estudio de la meiosis se usaron espiguillas tomadas de inflorescencias jévenes,
fijadas en una solucion 3:1 (v/v) de etanol absoluto: acido acético por 24hs. y conservadas en
etanol al 70%. A partir del aplastado de las anteras en carmin acético al 2%, se hicieron preparados
citoldgicos permanentes con una solucion de Terpentina de Venecia, en los que se observaron
células madres del polen (CMP). Los preparados permanentes fueron observados con un
microscopio éptico de luz transmitida y eventualmente con contraste de fases para estudiar las
asociaciones cromosdémicas de las células en las fases de diacinesis y metafase I; en los mismos

preparados también se pudieron observar los resultados de la meiosis.

Estudio del sistema reproductivo

Para estudiar el sistema reproductivo se siguid el protocolo de clarificado de ovarios mediante
Metilsalicilato descripto por Zilli et al. (2015). Se utilizaron inflorescencias en antesis, las que
fueron fijadas en FAA (5 ml de formaldehido, 90 ml de alcohol etilico 70% y 5ml de acido acético
glacial) por 24 horas. Posteriormente, se las conservd en etanol al 70%, también por 24 horas. Los
ovarios fueron luego extraidos de las espiguillas, pasados a etanol al 70%; y tratados con una
solucién de agua oxigenada al 3% por 2 horas. Este Ultimo tratamiento tiene como objetivo reducir
la pigmentacién del tejido para mejorar la visualizacién posterior de las estructuras internas de los
ovarios. Sin embargo, en el caso del genotipo Q4312, el mismo provocd la desintegracién de los
mismos. Ya que naturalmente los ovarios de este genotipo presentan una escasa pigmentacion, se
procedid a continuar con el proceso de clarificado obviando el tratamiento con agua oxigenada.
Seguidamente se colocaron los pistilos en etanol al 50%, luego al 70%, al 95%, y dos veces al 100%,
siempre por 30 minutos. Luego, éstos fueron transferidos a una solucién de Metilsalicilato al 50%
y Etanol al 50% por 30 minutos, luego a una solucién de Metilsalicilato al 75% y Etanol al 25%,
también por 30 minutos y posteriormente a una solucidn de Metilsalicilato al 85% y Etanol al 15%,
también por 30. Finalmente, el material permanecié toda la noche en metilsalicilato al 100%.
Pasado este periodo, los ovarios fueron montados en portaobjetos y observados en microscopio
de contraste por interferencia diferencial (DIC), tratando de identificar las partes del saco
embrionario para diferenciarlos en sacos apospdricos, meidticos, abortados e inmaduros (Zilli et

al., 2015).



El modo de reproduccion se estimd también por citometria de flujo mediante la
determinacién del contenido de ADN en el embridn y el endospermo siguiendo la metodologia
descripta por Matzk et al. (2000), con un citometro Partec PA-Il. El andlisis de semillas por
citometria de flujo permite discriminar aquellas semillas originadas por sexualidad de las que
fueron originadas via apomixis mediante la comparacion del contenido de ADN del embridn con el
ADN del endospermo. Asumiendo que el valor C se refiere al contenido de ADN nuclear de un
complemento cromosémico haploide (n) de una planta y contando con la ventaja que nos
proporciona la citometria de flujo para cuantificar el contenido de ADN de los tejidos del embridn
y del endospermo de semillas maduras, es posible establecer el modo reproductivo de una planta
(en particular de las especies del género Paspalum) determinando el origen de las semillas que
produce esta planta en particular. Las semillas que se originan por sexualidad muestran una
relaciéon embrién/endospermo de 2C:3C, mientras que una relacidén 2C:5C corresponde a aquellas
semillas que se originan por apomixis.

Se analizaron individualmente semillas maduras del genotipo Q4312, las cuales se
encontraban conservadas en el banco de semillas de la Catedra de Genética. Los cariopses fueron
cortados con una hoja de afeitar en 0,5 mL de “buffer” para extraccidn nuclear, y fueron
incubados durante 2 minutos. La solucién fue pasada por un filtro de 30 um y transferida a un
tubo en el cual se adiciond 1,5 mL del “buffer” de tincién fluorescente conteniendo 4a6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los “buffers “de extraccién y tincién son parte de un kit comercial
CyStain UV Precise P Partec, Miinster, Germany. Las suspensiones fueron analizadas pasandolas a
través de un citémetro de flujo, con el detector operando a 355nm y los datos fueron analizados

con el paquete de software de computacién PA-Il Partec FloMax.

Fertilidad
Fertilidad masculina

La fertilidad masculina del genotipo pentaploide Q4312 se estimd en base a la viabilidad de los
granos de polen, evaluando la misma a través del método indirecto de coloracidn de sustancias de
reservas (en este caso para almidén) con Lugol (yodo-yoduro de potasio al 2%). Para ello, se
tomaron inflorescencias al momento dela antesis y se extrajeron las anteras de las espiguillas. Las
anteras fueron luego aplastadas sobre un portaobjetos con una gota de Lugol, removiendo los

restos de tejidos y dejando solamente los granos de polen. Los granos fueron observados con
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microscopio Optico. Se distinguieron granos viables y no viables, porque los primeros fueron

pigmentados tomando un color marrdn oscuro, mientras que los no viables no se colorearon.

Adicionalmente, para analizar la estructura, forma y tamano de los granos de polen, se realizé el
clarificado con Metilsalicilato de anteras, siguiendo el mismo protocolo que el utilizado para el

clarificado de ovarios (Zilli et al., 2015).

Fertilidad femenina

Para determinar la fertilidad femenina se observd la proporcién de espiguillas que formaron
granos en condiciones de autopolinizacién y de polinizacidn libre. La autopolinizacién se realizd
ensobrando inflorescencias del genotipo Q4312 con sobres de papel sulfito un dia antes del inicio
de la antesis, para prevenir el ingreso de polen extrafio y asi obligar a las espiguillas a auto
polinizarse. Estas inflorescencias permanecieron ensobradas hasta la maduracion de las semillas.
En las polinizaciones libres, las inflorescencias fueron ensobradas una vez finalizada la antesis de
todas las espiguillas, permaneciendo en dichas condiciones hasta completar su maduracion;
posteriormente, los sobres fueron colectados. Luego de cosechadas, las semillas fueron secadas a
estufa a 372 C durante 24 horas, y seguidamente las espiguillas fueron separadas manualmente y

clasificadas como llenas o vacias utilizando un soplador de semillas.

Cruzamientos

Adicionalmente, se realizaron cruzamientos inter especificos entre los posibles progenitores,
usando como parental femenino al genotipo triploide apomictico de Paspalum simplex U45, y
como parental masculino diversos genotipos tetraploides sexuales Paspalum urvillei colectados
dentro del drea de distribucién de la especie. Para la realizacién de los cruzamientos, se utilizé una
camara de niebla artificial en donde se procedid a la emasculacion de las espiguillas siguiendo el
método de Burton (1948), con el fin de evitar la autopolinizacidn.

Paspalum simplex se caracteriza por iniciar su antesis antes de las 8:00 horas., por lo que previo
a dicho horario, las inflorescencias de las plantas madre fueron aisladas usando sobres de papel
sulfito para evitar la contaminacién con polen de genotipos extrafios. Por otro lado, durante la
mafiana, se colecté el polen del genotipo masculino en sobres de papel sulfito. Luego de
producirse la antesis de la planta madre, se espolvored el polen sobre los estigmas, y se aisld

nuevamente a la inflorescencia. Este proceso se repitié durante 17 dias, hasta que la planta madre
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completara la antesis de todas las espiguillas de la inflorescencia. Las inflorescencias polinizadas
permanecieron ensobradas durante aproximadamente 30 dias hasta el momento de la cosecha.
Posterior a la cosecha, las inflorescencias fueron secadas en estufa a 37°C durante 24 horas y
luego manualmente se separaron las espiguillas y se clasificaron como vacias o llenas utilizando un

soplador de semillas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de la meiosis

En total se realizaron 16 preparados permanentes en los que se observaron desde células madres
del polen en Profase | temprana hasta microsporas (Fig. 1).

Para analizar el tipo de asociaciones cromosdmicas y su relacion con el grado de homologia
entre genomas, se realizd el andlisis de células en Diacinesis (Profase I). En un total de 10 células
analizadas, se observaron desde asociaciones univalentes hasta tetravalentes (Tabla 1, Fig. 1A). En
promedio, se observd una mayor frecuencia de asociaciones bivalentes y univalentes (9,1 y 6,4
respectivamente). Por célula, se observaron entre 4 y 12 bivalentes, mientras que en el caso de los
univalentes se observaron entre 1 y 11. Asociaciones trivalentes y tetravalentes fueron
encontradas en una menor frecuencia (4,2 y 3, 2 respectivamente), con un rango de 1 a 7
trivalentes y de 1 a 4 tetravalentes por célula.

Durante la Metafase |, se observé que la mayoria de los cromosomas se ubicaron en el plano
ecuatorial. Sin embargo algunos permanecieron fuera de este plano (Fig. 1B). En la Anafase |, se
observé un comportamiento generalmente regular en donde parte de los cromosomas se
desplazaban hacia los polos de la célula, permaneciendo en el plano ecuatorial un grupo de
cromosomas rezagados (Fig. 1C). Al final de la Telofase | se observd que inclusive aquellos
cromosomas rezagados completaban su desplazamiento hacia alguno de los polos (Fig. 1D, 1E). Se
observé ademas la presencia de micronucleos en las diadas formadas. Finalizada la segunda etapa
de la meiosis, se observaron microsporas en nimero y tamafo variable, desde diadas hasta
péntadas e inclusive héxadas (Fig. 1F-1L).

La irregularidad observada durante la meiosis del genotipo Q4312, y las anormalidades
encontradas en las microsporas producidas, sugieren un origen hibrido para esta planta.

Resultados similares fueron observados en otros hibridos interespecificos naturales y artificiales



en Paspalum. Por ejemplo, un comportamiento meidtico similar fue observado en hibridos entre
P. intermedium x P. urvillei y P. dilatatum x P. paniculatum (Burson, 1979) y en un posible hibrido
natural entre especies del grupo Plicatula (Acufia et al., 2000).

La hipdtesis planteada en esta tesina sugiere ademas que, segln sus caracteristicas
morfoldgicas, el genotipo Q4312 podria haberse originado de la hibridacidon natural entre una
planta autotriploide apomictica de P. simplex y una planta alotetraploide sexual de P. urvillei.
Estudios previos han demostrado que en el genotipo triploide U45 de P. simplex, los cromosomas
se asocian formando preferentemente trivalentes (Urbani comunicacién personal) mientras que
en diferentes genotipos tetraploides de P urvillei se ha observado que los cromosomas se asocian
formando 20 bivalentes, ya que se trata de un alotetraploide, cuya féormula gendmica es IlJJ
(Bashaw et al., 1970; Burson, 1979) Seria de esperar entonces, que durante la meiosis del
supuesto hibrido, los cromosomas se asociaran formando 20 univalentes correspondientes a los
cromosomas aportados por P. urvillei y hasta 10 trivalentes correspondientes a los cromosomas
aportados por P. simplex. Sin embargo, los datos obtenidos en esta tesina indican que el hibrido
presenta mayormente asociaciones bivalentes entre cromosomas durante la meiosis. Existen
diferentes hipdtesis que explicarian este comportamiento. Una de ellas seria la existencia de cierto
grado de homeologia entre algunos cromosomas de los genomas | y J que habria aportado P.
urvillei. Esta hipotesis fue propuesta por Caponio y Quarin (1987) al estudiar un hibrido
interespecifico entre P. simplex tetraploide y P. dilatatum pentaploide. Esta Ultima especie
también contiene los genomas | y J y en el hibrido, también se observé la presencia de un mayor
numero de bivalentes con respecto a lo esperado. Sin embargo, Pitman et al. (1984) han
propuesto que el apareamiento entre cromosomas no- homoélogos podria estar influenciado
genéticamente por los cromosomas del progenitor autopoliploide. Los resultados aqui obtenidos
no permiten confirmar una u otra hipdtesis. Seria necesario por un lado, analizar un mayor
numero de CMP y por el otro, realizar estudios complementarios que permitieran definir cual de
las explicaciones seria la mds acertada.

La presencia de asociaciones multiples tri y tetravalentes podrian estar indicando un cierto
grado de homologia entre los genomas aportados por ambos parentales. Sin embargo, seria
necesario confirmar con certeza cudles fueron las especies que dieron origen a este hibrido para

poder analizar las relaciones gendmicas entre especies.
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Sistema reproductivo

Andlisis de sistema reproductivo por clarificado de ovarios

En total se analizaron 103 ovarios, en los cuales pudo observase una diversidad de tipos de sacos
embrionarios. El 41,74% de los ovarios analizados presentd un Unico saco embrionario. De éstos,
la mitad fueron clasificados como sacos embrionarios meidticos y la otra mitad como sacos
aposporicos (Fig. 3A y 3B). Un 36,89% de los ovarios presentdé mas de un saco embrionario,
portando en general un saco meidtico y uno a mas sacos apospoéricos (Fig. 3C y 3D). El 21,35%
restante de los ovarios presentd sacos inmaduros o abortados. Estos resultados indican que Q4312
posee la capacidad de producir semillas por apomixis facultativa, es decir que puede producir

semillas por apomixis pero también por sexualidad.

Andlisis de sistema reproductivo por citometria de flujo

Se analizaron un total de 17 semillas individuales. Sin embargo, sélo pudo determinarse la relaciéon
del contenido relativo de ADN del embrién y del endospermo en 11 semillas (Tabla 3). De las
semillas analizadas, 8 presentaron una relacidon de contenido de ADN embrién: endospermo 2C:3C
(embridon 5x: endospermo 7x), lo cual indica que estas semillas se originaron a partir de un saco
embrionario meidtico por sexualidad. Las 3 semillas restantes presentaron una relacién 2C:5C
(embridon 5x: endospermo 12x), indicando que las mismas se originaron por apomixis a partir de

un saco embrionario apospérico.

El andlisis de clarificado por un lado, nos permitié determinar el o los tipos de sacos
embrionarios que produce el genotipo Q4312, mientras que el andlisis de citometria de flujo nos
permitié analizar cudl de esos sacos embrionarios pudo efectivamente originar una semilla. En
base a los resultados, fue posible inferir que la planta Q4312 se reproduce por apomixis
facultativa, ya que se han encontrado ovarios con uno o varios sacos apospadricos, pero también se
han observado ovarios portando sacos embrionarios meidticos. Por otra parte, el hecho de haber
determinado que el 72% de las semillas analizadas por citometria tienen un origen sexual y el 28%
restante tiene un origen apomictico, indicaria que ambas formas de reproduccidn estarian
funcionando para producir descendencia.

Si tenemos en cuenta ambos tipos de andlisis del sistema reproductivo, podemos observar
que, utilizando la técnica de clarificado, el nimero de ovarios que contienen sacos apospdricos es

mucho mayor al nimero de ovarios que contienen sacos meidticos. Sin embargo, esta relacion se
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invirtio cuando se analizaron semillas maduras. Probablemente esta diferencia se haya dado
debido al bajo nimero de semillas analizadas (11), en comparacion con el nUmero de ovarios
estudiados (103). Para poder realizar una comparacién mas acertada, seria necesario aumentar el

numero de semillas analizadas por citometria de flujo.

Fertilidad masculina
Para poder extraer el polen de las anteras fue necesario cortarlas con un bisturi, ya que no se
produjo la dehiscencia de las mismas. Este comportamiento ha sido reportado para otros casos de
hibridacidn interespecifica en Paspalum, como es el caso de un hibrido triploide natural estudiado
por Urbani y Quarin (1986), el cual se habria formado por cruzamiento entre P. brunneum y P.
urvillei y de un hibrido natural también triploide estudiado por Acuia y Quarin (2000) el cual se
habria originado por cruzamiento entre P. lenticulare y alguna de las especies del grupo Plicatula.
En total se observaron 5.560 granos de polen, de los cuales solo 137 fueron viables (2,46%)
(Fig. 4). En cuanto al tamafio, los granos de polen presentaron variaciones, lo cual fue coincidente
con los resultados observados en el andlisis de la meiosis, en donde se observd variacién en el
tamanfo de las microsporas. La mayoria de los granos que presentaron coloracion (es decir que
eran viables) tenian entre 25um y 30um de didmetro. Sin embargo, los granos mas pequefios (de
aproximadamente 15um) no presentaron coloracion (Fig. 4B; 4C). Al analizar los granos de polen
por clarificado, los resultados fueron similares (Fig. 4D). Estas observaciones estarian indicando
que los granos de polen poseen diferentes nimeros cromosémicos, producto de una meiosis

irregular, lo que estaria afectando su viabilidad.

Fertilidad femenina

Produccidon de semillas en condiciones de autopolinizacion

Para evaluar la produccién de semillas por autopolinizacion se ensobraron tres inflorescencias de
la planta Q4312. En total se contabilizaron 6.008 espiguillas, de las cuales el 100% resultaron
vacias.

Produccion de semillas en condiciones de polinizacidn libre

Al analizar la capacidad de la planta Q4312 para producir semillas en polinizacion libre, se observé

que de 3.659 espiguillas contabilizadas, solamente 56 estaban llenas (1,53%).
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Estos resultados indicarian que el genotipo Q4312 presenta una fertilidad muy reducida en
polinizacién libre, siendo nula cuando se la somete a autopolinizacion. La reduccién drastica y/o
ausencia de fertilidad es una caracteristica que ha sido encontrada también en otros hibridos
interespecificos de Paspalum que han sido estudiados (Urbani y Quarin, 1986; Caponio y Quarin,
1987; Acuifia y Quarin, 2000). Por otra parte se ha determinado que, al igual que el genotipo
Q4312, algunos de estos hibridos poseen la capacidad de producir sacos embrionarios apospéricos
(Caponio y Quarin, 1987; Acuia y Quarin, 2000). Esto indicaria que, a pesar de tener la posibilidad
de dejar descendencia sin la necesidad de la fertilizacidon para formar el embrién, estos hibridos no
pueden escapar a la esterilidad.

A partir del estudio de un hibrido triploide natural entre P. brunneumy P. urvillei, y en base a
otros antecedentes, Urbani y Quarin (1986) han propuesto que P. urvillei es una especie que se
hibrida facilmente con otras especies del género, pero que los hibridos que se forman son total o
casi totalmente estériles. Si consideramos que el genotipo Q4312 también presenta una fertilidad
muy reducida y caracteristicas morfolédgicas que lo asemejan a P. urvillei, la participacion de esta

especie en la formacién del hibrido parece ser una alternativa posible.

Cruzamientos

En total se polinizaron 1.023 espiguillas del genotipo triploide apomictico U45 de Paspalum
simplex con polen proveniente de plantas tetraploides de P. urvillei. A pesar de haber realizado
varios intentos, no se logré obtener semillas a partir de dicho cruzamiento. Existen antecedentes
de cruzamientos controlados entre diferentes especies se Paspalum, en los que también se han
reportado valores muy bajos de obtencidn de plantas hibridas. Por ejemplo en un cruzamiento
controlado entre Paspalum durifolium (2x) y P. intermedium (4x), solo se obtuvo un 0,46% de
semillas llenas y de éstas, solo una planta 3x sobrevivié (Quarin, 1994). En otro cruzamiento entre
P. brunneum y P. urvillei también la efectividad del cruzamiento fue muy baja (1, 15%) (Urbani y
Quarin, 1987).

Los resultados obtenidos en esta tesina podrian estar indicando que el genotipo pentaploide
Q4312 se habria originado por un raro evento de hibridacién interespecifica, y que la posibilidad
de obtener hibridos entre P. simplex y P. urvillei seria muy baja. Un aspecto que habria

comprometido también la posibilidad de obtener semillas del cruzamiento controlado es el hecho
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de que, al realizar las emasculaciones, aumentan las chances de dafar las flores y se reduce aun
mas la posibilidad de obtener semillas.

Por otro lado, no es posible confirmar que estas dos especies hayan sido efectivamente las
gue participaron en el cruzamiento. Para ello seria necesario realizar mas cruzamientos para tratar

de obtener hibridos artificiales, los que luego podrian ser comparados con el hibrido natural.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesina nos permiten concluir que la planta pentaploide Q4312 es
un hibrido interespecifico. Este hibrido tiene una muy baja fertilidad y posee la capacidad de
reproducirse por apomixis facultativa.

Con estos resultados sin embargo, no es posible aun confirmar cudles fueron las especies
gue le dieron origen. Serian necesarios estudios complementarios que permitieran dilucidar cudles
fueron efectivamente las especies involucradas en el proceso de formacién del hibrido. Estos
estudios deberian incluir nuevos intentos de cruzamiento entre las posibles especies parentales y
posterior comparacion de las caracteristicas morfoldgicas de los hibridos obtenidos con el hibrido
natural. Ademas seria conveniente aumentar el nimero de células analizadas en diacinesis para
corroborar las asociaciones de los cromosomas durante la meiosis, tanto del hibrido natural como

de los hibridos sintéticos.
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TABLAS

Tabla 1: Asociaciones cromosdmicas observadas en diacinesis y metafase | de la meiosis del genotipo Q4312. I:
univalentes; Il: bivalentes; lll: trivalentes; IV: tetravalentes.
Configuraciéon cromosémica por célula madre del polen

CMP (CMP)
analizadas Promedio por CMP Rango por CMP
Genotipo n (n2) I Il 1] v I Il i v
Q4312 50 10 6,4 91 42 3,2 (1-11) (4-12) (1-7) (1-5)

Tabla 2: observacién de sacos embrionarios del genotipo Q4312. SEM: Sacos embrionarios meidticos; SEA: Sacos
embrionarios aposporicos.

Genotipo
Q4312 N2 de ovarios portando
N° total de S.E.M. S.E.A. S.E.M.+ Abortados Inmaduros Sacos
ovarios analizados S.E.A. multiples
103 22 21 18 11 11 20

Tabla 3: Modo reproductivo del genotipo Q4312 inferido a partir del analisis por citometria de flujo en semillas maduras,
de la relacién de contenido de ADN del embrién y el endospermo.

Genotipo Relacion contenido de ADN Origen de las semillas
Q4312 embrién + endospermo
N° de Semillas
8 2C+3C Sexual
3 2C+5C Apomictico

Tabla 4: Produccién de semillas en autopolinizacién y polinizacidn libre del Genotipo Q4312.

Genotipo %Produccion de semillas

Q4312 Autopolinizacién  Polinizacion libre
Vacias 2319 3603

Llenas 0 56
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FIGURAS

Figura 1. Meiosis del genotipo Q4312. A: Profase |; B: Metafase [; C: inicio de anafase |; D y E:
Telofase I.F: Profase Il; G: Profase-Metafase Il; H: Metafase- y Anafase Il -;l:Anafase-Telofase Il; J:
Triada; K: Tétrada y péntada; L: Poliada.
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Figura 2. Andlisis citoembriolégico del genotipo Q4312. A) Ovario con un saco embrionario
meiotico; B) Ovario con un saco embrionario apospérico; C) Ovario con dos sacos embrionarios
aposporicos; D) Ovario con multiples sacos embrionarios.
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Figura 3. Histogramas de citometria de flujo en semillas individuales mostrando diferentes
relaciones de contenido de ADN entre el embrién y endospermo. A) Histograma de una semilla
mostrando una relacion embriéon 2C (5x): endospermo 3C (7x) originada a partir de la doble
fertilizacion de un saco embrionario meiodtico; B) Histograma de una semilla mostrando una
relacion embrion 2C (5x): endospermo 5C (12x) originada a partir de un saco embrionario
apospdrico que por partenogénesis de la ovocélula forma un embrién y por fecundacién de la
célula central binucleada forma el endospermo. Los picos indicados como 4C corresponden a los
nucleos de las células del embridon que se encuentran en fase G2 después de la replicacién del

ADN.
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Figura 4. Analisis de viabilidad de polen del genotipo Q4312 con la técnica de tincidon con Lugol y
por clarificado con Metilsalicilato. A) Anteras completas indehiscentes en donde se observan
algunos pocos granos de polen coloreados; B) Granos de polen sin colorear y de diferentes
tamafios; C) Granos de polen pequefios sin colorear y un grano de polen de mayor tamafio
coloreado; D) Granos de polen clarificados en donde se observan granos en su mayoria vacios y de
diferentes tamanios.

22



