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Resumen

La poliploidia en las angiospermas es un proceso evolutivo clave que permite su diversificacion y
adaptacion mediante la duplicacion de genomas completos. A menudo, se asocia con cambios en los
sistemas reproductivos, como la autofertilidad o la apomixis, que brindan ventajas para el establecimiento
de nuevas poblaciones o la expansion de las mismas a través de la reproduccion uniparental. El género
Paspalum se caracteriza por presentar diploides de reproduccion sexual, y poliploides apomicticos.
Paspalum indecorum Mez es una especie de interés forrajero, que incluye citotipos diploides (2n= 2x= 20),
sexuales y autoesteériles, y triploides (2n= 3x= 30) apomicticos facultativos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el rol de los citotipos triploides en la formacién de complejos agamicos poliploides en el género, a
través de la caracterizacion de la microsporogénesis y viabilidad de polen, su capacidad de hibridacion
con citotipos diploides y la obtencion de progenie, identificando su nivel de ploidia y origen reproductivo
mediante el uso de citometria de flujo y pruebas de progenie con marcadores moleculares ISSRs. El
analisis de la microsporogénesis del citotipo triploide mostré que la mayoria de las células madre del polen
(PMCs) presentaron una configuracién cromos6mica de 8l1I+211+2] y 10Ill, confirmando el origen
autopoliploide de este citotipo. Ademas, se observo una alta frecuencia de irregularidades meiéticas tanto
en la meiosis | como 1l (74,1%), sin embargo, la viabilidad del polen fue elevada (93%). Al analizar el
tamafio de los granos de polen para estimar la frecuencia de formacién de gametos no reducidos (2n=3x)
vs. reducidos (n=x 0 n=2x) se observo que un 0,9% de los granos eran no reducidos (2n=3x). Los indices
de hibridacion, germinacion y supervivencia fueron mayores cuando se utiliza al citotipo triploide como
dador de polen en comparacion a cuando actia como parental materno (en promedio). Del analisis por
citometria de los niveles de ploidia de las progenies obtenidas, se observé descendientes con niveles de
ploidia mayores, como tetraploides, pentaploides y hexaploides en muy baja frecuencia. Sin embargo, la
mayor parte de la progenie analizada mediante citometria de flujo y marcadores moleculares ISSRs resulté
diploide y de origen sexual, lo que indica que tanto los gametos femeninos como masculinos euploides
reducidos (n=x) son funcionales y contribuyen a la formacién de nuevos individuos diploides. Ademas, el
andlisis de citometria de flujo de semillas revel6 que algunos gametos femeninos euploides reducidos
(n=2x) del triploide son funcionales, dando lugar a progenie triploide. También se observé en menor
proporcién la formacion de tetraploides, pentaploides y hexaploides, indicando el rol de las gametas no
reducidas (2n=3x) en la formacién progenie de ploidias mayores. En conclusién, se puede indicar que los
triploides de Paspalum indecorum desempefian un rol crucial en la reciente poliploidizacion unilateral de
la especie, ya que mediante el puente triploide, facilitan la formacién de nuevos individuos triploides y
ploidias mayores.

Palabras clave: apomixis, citoembriologia, citometria de flujo, ISSR, poliploidia impar, puente triploide.
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Introduccién

La poliploidia, definida como la duplicacién completa del genoma, es considerada uno de los
mecanismos principales de especiacion en las angiospermas (Jiao et al., 2011; Ren et al., 2018). Se han
descubierto multiples eventos de poliploidizacion durante la historia evolutiva de las angiospermas, y
muchos de ellos ligados a la adquisicién de innovaciones clave que facilitaron la diversificacion (e.g.
semillas y estructuras florales; Jiao et al., 2011; Soltis & Soltis, 2016; Ren et al., 2018). Generalmente, los
poliploides se clasifican en autopoliploides y alopoliploides seguin un criterio taxonémico o sistematico,
dependiendo del origen de los gametos que participan en su formacién (Ramsey & Schemske, 1998; Soltis
etal., 2007). Si estos gametos provienen de individuos de la misma especie se consideran autopoliploides,

y si provienen de especies diferentes se denominan alopoliploides (Soltis et al., 2004; Soltis & Soltis, 2016).

Existen dos mecanismos frecuentes a través de los cuales se pueden originar poliploides, la
poliploidizaciéon sexual bilateral y la unilateral (Ramsey & Schemske, 1998). La formacién inicial de un
neopoliploide dentro de una poblacién diploide por la via unilateral generalmente involucra un puente
triploide, un mecanismo de dos pasos que consiste en fusiones celulares entre gametos frecuentes
(reducidos, n) e infrecuentes (no reducidos, 2n). En este proceso, los diploides generan un individuo
triploide, el cual, mediante retrocruzamiento o autopolinizacién, da origen a un neotetraploide (Ramsey &
Schemske, 1998; Kovalsky et al., 2012; Hojsgaard, 2018). Sin embargo, muchos de los gametos
producidos por autotriploides no son funcionales, porque poseen un numero de cromosomas
desequilibrado (i.e. aneuploides, Ramsey & Schemske, 1998). No obstante, los triploides generan un
pequefio porcentaje de gametos euploides reducidos (n=x y n=2x) (Ramsey & Schemske, 1998) y también
pueden producir gametos 3x por no reduccidon o apomeiosis (2n=3x, Ramsey & Schemske, 1998;
Hojsgaard, 2018). Mediante la poliploidizacion bilateral, los neopoliploides resultan de la unién de dos
gametos no reducidos (2n) de la poblacion diploide parental (al ser diploides los gametos no reducidos son
2n=2x, Ramsey & Schemske, 1998; Kovalsky et al., 2012). Por ende, ambas vias de poliploidizacién
dependen de la frecuencia en la que se forman los gametos no reducidos (2n) en las poblaciones
parentales diploides (2n=2x), y en el caso de la poliploidizacién unilateral, también de los neotriploides
(2n=3x).

La poliploidia esta asociada frecuentemente con cambios en los modos reproductivos, como la
autocompatibilidad (i.e. autofertilidad) o la apomixis (Hojsgaard & Hérandl, 2019; Siopa et al., 2020). Estos
cambios facilitan el establecimiento y perpetuacion de los neopoliploides en las poblaciones diploides
parentales, evitando el bloqueo triploide (i.e. inviabilidad y/o esterilidad de los triploides, que dificulta la
poliploidizacién unilateral, Ramsey & Schemske, 1998) y las desventajas de ser un citotipo minoritario (i.e.
seleccion negativa frecuencia-dependiente por apareamientos ineficaces con progenitores diploides,
Levin, 1975).

La apomixis es un modo de reproduccion que origina progenie genéticamente idéntica a la planta
madre mediante semillas (Asker & Jerling, 1992). Este mecanismo evita la recombinacién en la meiosis y
la fecundacion de la oosfera (Asker & Jerling, 1992). Existen dos tipos de apomixis, esporofitica y
gametofitica (Nogler, 1984). En la apomixis esporofitica, los embriones se desarrollan directamente de

células somaticas (Nogler, 1984). Por otro lado, en la apomixis gametofitica, los sacos embrionarios no
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reducidos dan lugar a embriones mediante partenogénesis (Nogler, 1984). En la apomixis gametofitica, la
formacion de las semillas puede requerir (i.e. pseudogamia) como no (i.e. autobnomo) la fecundacioén de la
célula central del saco embrionario para dar origen al endospermo (Asker & Jerling, 1992). No obstante, la
apomixis y la sexualidad no son procesos mutuamente excluyentes. Pueden ocurrir simultaneamente en
la misma planta e incluso en el mismo évulo, dando origen a individuos apomicticos facultativos o con
sexualidad residual (Nogler, 1984; Reutemann et al., 2022a). Por lo general, las especies apomicticas
mantienen una estrecha relacién con su contraparte sexual, formando un complejo agamico (Stebbins,
1950). En estos complejos, los biotipos sexuales y apomicticos difieren en sus niveles de ploidia (i.e.
subtipo de complejo poliploide, Stebbins, 1950). En la mayoria de los casos, los diploides son sexuales y

los poliploides son apomicticos (Hojsgaard & Pullaiah, 2023).

El género Paspalum L., perteneciente a la familia Poaceae, abarca cerca de 330 especies (Zuloaga
& Morrone, 2005). Estd ampliamente distribuido en las regiones tropicales y subtropicales de América, y
su centro de origen esté en la zona tropical de América del Sur (Chase, 1929; Nicora & Rugolo de Agrasar,
1987; Judziewicz, 1990). Sin embargo, también se han identificado centros secundarios de diversidad en
los cerrados de Brasil y en los campos de Argentina, Uruguay y sur de Brasil (Zuloaga & Morrone, 2005).
La diversidad ecol6gica presente en este género podria estar relacionada con la variedad de estrategias
reproductivas y los diferentes niveles de ploidia observados intra- e inter-especificamente (Quarin, 1992).
El nimero cromosémico basico del género es x=10 y existen desde citotipos diploides hasta
hexadecaploides (Quarin, 1992). La poliploidia es un fenédmeno significativo en Paspalum, estos a menudo
exhiben caracteristicas adaptativas adicionales, como los sistemas reproductivos uniparentales,
autogamia (i.e. autofertilidad) y apomixis. En Paspalum, se pueden encontrar tanto autopoliploides,
derivados normalmente de un proceso de poliploidizacion unilateral mediante un puente triploide, como
alopoliploides derivados de la hibridacion interespecifica (Quarin, 1992). Normalmente, los autopoliploides
son apomicticos facultativos y los alopoliploides son sexuales (Quarin, 1992). En Paspalum existen
diferentes sistemas genéticos, siendo los complejos poliploides agamicos compuestos por diploides
sexuales autoestériles y tetraploides apomicticos facultativos autofértiles los més estudiados hasta la fecha
(Ortiz et al., 2013).

Dentro del género, en el grupo informal Caespitosa, se encuentra la especie Paspalum indecorum
Mez (Zuloaga & Morrone, 2005). Esta especie se distribuye principalmente en suelos rocosos y basalticos
de la provincia de Misiones, Argentina (Zuloaga & Morrone, 2005; Reutemann et al., 2022a). Es una
especie que posee citotipos diploides (2n= 2x= 20) que son sexuales y autoestériles, y triploides (2n= 3x=
30) apomicticos facultativos autoestériles (Reutemann et al., 2022a). La descripcion del citotipo triploide
es reciente, lo que introduce un aspecto interesante para el estudio de la poliploidizacion unilateral en el
género, y de como la apomixis podria influir en la adaptabilidad y establecimiento de este citotipo, y de
cémo podria influir en la formacién de un nuevo complejo poliploide agamico en el género. Dado que en
Paspalum la presencia de triploides esta asociada a la autopoliploidizacion mediante un puente triploide,
podria esperarse que de este citotipo triploide se generen neotetraploides apomicticos para esta especie.
Sin embargo, los poliploides impares, como los triploides, presentan caracteristicas reproductivas y
meidticas Unicas que generan irregularidades en la meiosis y afectan su capacidad para formar gametos
euploides viables (revisado en Ramsey & Schemske, 2002; Hojsgaard, 2018). A su vez, si estos forman

progenie, estas suelen ser aneuploides o pseudo-euploides en su mayoria, presentando caracteres
7
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fisiolégicos y reproductivos drasticamente alterados (Ramsey & Schemske, 2002). Sin embargo, los
triploides apomicticos evaden la meiosis en la formacion de sus gametos femeninos, ofreciendo una
oportunidad para investigar como la apomixis podria reestablecer la fertilidad en poliploides impares

contribuyendo a la formacién de nuevos poliploides dentro de una poblacion diploide (Hojsgaard, 2018).

Esta tesis tiene como objetivo explorar cdmo la poliploidia impar en Paspalum indecorum influye en
la microsporogénesis, la viabilidad del polen y la formacion de progenie en cruzamientos reciprocos con

diploides de la especie, para entender como la poliploidia combinada con apomixis puede influir en el

establecimiento de nuevos complejos poliploides agamicos en el género.
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Objetivos Generales

Caracterizar citogenética y reproductivamente a poliploides naturales del género Paspalum.

Objetivos Particulares

1. Analizar la microsporogénesis y viabilidad del polen de triploides naturales de Paspalum

indecorum.

2. Analizar la fertilidad de semillas en triploides naturales de Paspalum indecorum obtenidas a partir

de cruzamientos intraespecificos e intercitotipo.

3. Determinar el origen reproductivo de las progenies generadas a partir de las semillas obtenidas

en cruzamientos intraespecificos e intercitotipo de Paspalum indecorum.

Hipotesis de Trabajo

1. Losgenotipos triploides de P. indecorum se comportan como autopoliploides, con meiosis irregular
y formacion de microsporas con diferentes numeros cromosémicos, y, por lo tanto, la viabilidad del polen

es baja.

2. La fertilidad en los genotipos triploides de P. indecorum es similar a sus contrapartes diploides

sexuales.

3. Las progenies que se generan en los cruzamientos intraespecificos e intercitotipo de los triploides

de P. indecorum son de origen apomictico.
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Materiales y métodos

Las accesiones utilizadas como progenitores en este estudio se encuentran en la Tabla 1, junto con
sus numeros cromosémicos, legajo, localidades de coleccién, y el herbario donde se depositaron los
ejemplares. Los nimeros cromosOmicos y la procedencia de las plantas empleadas fueron obtenidos

previamente por Reutemann et al. (2022a).

Tabla 1. Poblaciones de Paspalum indecorum utilizadas como parentales.

Poblacion | 2n Procedencia

H1726 20, 30 A. Mnes. Candelaria, camino a Santa Ana. S 27.403544; W. 55.590077.
MNES

H1701 20 A. Mnes. Candelaria. Bonpland. S 27.465667; W 55.429555. MNES

H1870 20 A. Mnes. Candelaria, Reserva Campo San Juan. S 27.403619; WO
55.651694. MNES

H2058 20 A. Mnes. Cainguas, a 18 km de San Vicente, via a Salto Golondrina. S
27.1285; W 54.489889. MNES

Referencias: H: identificador de la poblacién correspondiente al apellido del colector (Honfi, Ana L.); 2n,
namero somatico de cromosomas; A. Argentina; Mnes: Misiones; MNES: Herbario de la Universidad

Nacional de Misiones.

Se empleé como parental cuatro plantas correspondientes a un genotipo triploide de la poblacion
H1726 (Planta #9 de la poblacion, Figura 1A) identificado previamente con sacos embrionarios meiéticos
y aposporicos, y con autoesterilidad (Reutemann et al., 2022a). Ademas, se utilizaron genotipos diploides
provenientes de las cuatro poblaciones con sacos embrionarios mei6ticos y apospéricos en distintas
proporciones (Reutemann et al., 2022a). Con estos parentales se disefiaron tres ensayos de cruzamientos
(Tabla 2).

Las cuatro plantas triploides se usaron como madre en cuatro cruzamientos intraespecificos con
individuos diploides (¢ triploide x & diploide) y también como dadores de polen en dos cruzamientos con

plantas diploides actuando como madres (% diploide x & triploide) (Tabla 2).

En los parentales masculinos, el polen se recolectd en sobres de papel sulfito durante el dia de la
antesis. Estos sobres se colocaron sobre inflorescencias en antesis de las plantas madres, y se agitaron
delicadamente para forzar la polinizacién. En los parentales maternos, las inflorescencias se ensobraron
la tarde anterior a la antesis. A la mafiana siguiente, se removieron los sobres y se le colocaron los sobres
con polen previamente colectado de los parentales masculinos. Las inflorescencias polinizadas se
ensobraron hasta la mafiana siguiente para repetir el proceso hasta completar la antesis de todas las
espiguillas. En algunos casos, se usaron dos dadores de polen para asegurar la polinizacion completa de
todas las espiguillas (e.g. Familias E y B; Tabla 2). A los 20-30 dias se cosecharon los sobres con las
inflorescencias y se secaron en estufa a 37 °C por al menos 24 h. Se utilizé6 como control negativo a

inflorescencias de los triploides en autopolinizacion, ya que al ser una especie autoestéril (sistema de
10
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autoincompatibilidad gametofitica) no se esperaba produccion de semillas. Como control positivo se realizd
un ensayo de polinizacion abierta a campo de la planta triploide, realizado en el campo experimental de la
FCA-UNNE.

Figura 1. Material vegetal utilizado. A. Una de las plantas parentales correspondientes al genotipo H1729
#9 (citotipo triploide). B. A la izquierda, progenie F1E; a la derecha, progenie F1A. C. Progenie obtenida de
los cruzamientos intercitotipicos post ataque de arafiuela. Las letras encima de las lineas indican a que

familia pertenecen. D. Progenie obtenida de los cruzamientos previo al ataque por arafiuela.

Se analizaron progenies (Figura 1B-C) de cruzamientos intraespecificos heteroploides de Paspalum
indecorum (2n=3x=30) con individuos diploides (2n= 2x=20). Cada cruzamiento fue identificado con una
letra especifica para facilitar su referencia (Tabla 2). Solo se incluyeron aquellos cruzamientos donde se

obtuvieron cariépsides.

Tabla 2. Cruzamientos y familias resultantes en Paspalum indecorum

Cruzamiento Madre ‘ Padre & Familia
Triploide como dador de polen
H1726#8 (2x) H1726#9 (3x) A
H1701#9 (2x) H1726#9 (3x) G
Triploide como madre
H1726#9 (3x) H1726#8 (2x) C
H1726#9 (3x) H1701#9 (2x) D
H1726#9 (3x) H2058#7 (2x) y #8 (2x) E
H1726#9 (3x) H2058#4 (2x) y H1870#7 (2x) B
Polinizacion abierta
H1726#9 3x) |- | F

Referencias: 2x: diploide, 3x: triploide, #: nUmero de identificacién del individuo en la poblacion.
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Las caridpsides obtenidas de estos ensayos de polinizacion cruzada y abierta se utilizaron para
evaluar los niveles de ploidia y el origen reproductivo, ya sea de las semillas o del material vegetal (laminas

foliares o raices) proveniente de las plantas obtenidas de los ensayos de germinacion.

La fertilidad se estim6 como el porcentaje de hibridacién heteroploide de cada cruzamiento. Este
porcentaje se calcul6 como H= (NC/NT)*100, donde NC es el nimero de espiguillas con caridpside

desarrollada y NT es el nimero total de espiguillas polinizadas de la inflorescencia.

De las cariopsides obtenidas, se sembraron un minimo de 30 semillas por cruzamiento, siempre que
el numero de caridpsides lo permitiera. En cruzamientos con menos de 30 caridpsides, se sembraron todas
las semillas disponibles. La siembra se realizd en terrinas con sustrato estéril y las plantulas obtenidas se
cultivaron en maceta bajo invernaculo, hasta obtener hojas suficientes para la extracciéon de ADN. Se
determiné el porcentaje de germinacion como G=NSG/NST*100, donde NSG es el nimero de semillas
germinadas y NST el nimero total de semillas puestas a germinar. Esto se realiz6 en cada combinacion
P3x x 32x y 92x x 43x y en el ensayo de polinizacion abierta de la planta triploide. Una vez obtenidas las
plantulas, se contabiliz6 el nimero de individuos que llegaron a un estado de desarrollo BBCH 3
(alargamiento de macollos, Meier et al., 2009) para estimar la supervivencia de las plantas, esto se
determiné como L=(NPS/NPT)*100, donde NPS es el nimero de plantas que superaron el estadio BBCH

3y NPT el nimero de plantas total obtenidas en el ensayo de germinacion.

La meiosis masculina se analiz6 en inflorescencias inmaduras del citotipo triploide fijadas en etanol
absoluto-acido acético glacial (3:1) durante 24 h. Estas inflorescencias se conservaron en etanol 70%
hasta su uso. Para observar las células madre del polen (CMP), se realizaron incisiones transversales en
las anteras, que luego se maceraron en una gota de carmin acético al 2%. Los preparados permanentes
se realizaron utilizando Terpentina de Venecia. Se analizaron mas de 3000 CMPs cubriendo todas las
fases de la meiosis | y Il, y se registraron todas las anormalidades observadas en cada fase siguiendo la
clasificacion de Ziegler et al. (2024). Ademas, se observo el apareamiento de los cromosomas durante la
diacinesis y metafase | en al menos 30 CMPs, para determinar las configuraciones cromosémicas mas
frecuentes. Las observaciones se llevaron a cabo con un microscopio Leica DM RB (Leica Systems GmbH,
Alemania), y las imagenes se obtuvieron con una camara LEICA DMC2900 (Leica Systems GmbH,

Alemania).

La viabilidad del polen se evalué mediante el método de coloracién con carmin glicerina (1:1) en
inflorescencias fijadas en antesis del citotipo triploide en etanol absoluto-acido acético glacial (3:1). Se
contabilizé un minimo de 1000 granos de polen por inflorescencia, para determinar la proporcion de polen
viable (coloreados) y no viable (incoloros). El polen viable se identificd por la presencia de un citoplasma
uniformemente coloreado de un rojo intenso, mientras que el polen viable mostr6 un citoplasma no

coloreado y/o colapsado.
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La estimacién de la ploidia de los granos de polen se realiz6 midiendo su tamafio. Para ello, se
midieron los didmetros a lo ancho y largo de cada grano de polen utilizando el software ImageJ

(https://imagej.net/ij/; Rasband, 1997). Dado que los granos de polen en Paspalum presentan un solo

opérculo y son esféricos, se considerd esta caracteristica para la medicion. Para identificar los granos de
polen euploides no reducidos (2n=3x), se usaron dos técnicas, primero se comparé el tamafio de los
granos de polen de individuos diploides de P. indecorum con el de individuos triploides, utilizando una

prueba T en Infostat (hitps://www.infostat.com.ar/). Para representar las diferencias en tamafio entre los

dos citotipos se represent6 la distribucién de los datos mediante un gréafico de cajas, realizado con Infostat.
Ademas, se construy6 un rango de intervalos para los tamafios de los granos de polen del citotipo triploide,
y se calculé la frecuencia absoluta, relativa y relativa acumulada de cada rango de tamafo. Luego, se
comparé el histograma de frecuencias de los tamafios de los granos de polen del citotipo triploide con la

distribuciéon normal mediante una prueba de Shapiro-Wilks en Infostat.

En la segunda técnica, los granos de polen viables se clasificaron en cuatro categorias segun su
tamafio: pequefios (<n), normales (n), grandes (2n) y jumbo (4n), siguiendo lo descrito por Kovalsky et al.
(2018) y Garcia et al. (2020). El polen normal se consider6 para determinar el diametro promedio del polen
de cada citotipo, donde los granos de polen euploides (nhormales) en diploides son n=x, y los granos de
polen euploides (normales) de los triploides son n=x 0 n=2x. Los granos de polen grandes en los diploides
se corresponden a gametos euploides no reducidos 2n=2x y en los triploides a gametos euploides no
reducidos 2n=3x. Los granos de polen jumbo, en los diploides se consideraron como 4n=4x, y en los
triploides como 4n= 6x. Los granos de polen con un tamafio 0,25 veces menor que el tamafio promedio de
los individuos se consideraron polen pequefio (probablemente aneuploides). El polen no reducido se
detect6 siguiendo a Darlington (1937): los granos de polen que mostraban un tamafio 1,25 veces mayor
que el tamafio promedio de los individuos se consideraron granos grandes 2n (no reducidos, en los
triploides 2n=3x), mientras que los granos profundamente tefiidos que mostraban un tamafio 1,5 veces
mayor que el tamafio promedio de los individuos se consideraron granos grandes 4n (polen jumbo, en

triploides 4n=6x).

La determinacion del nimero cromosémico y el nivel de ploidia de la progenie obtenida se llevo a
cabo en células del meristema radicular. Para ello, los apices radicales se pretrataron con solucién
saturada de a-bromonaftaleno durante 3 h. Posteriormente, se fijaron en una solucién de etanol absoluto:
acido acético (3:1) por al menos 1 h, y se almacenaron en etanol 70% en heladera a 4 °C hasta su
utilizacion. Se realiz6 la tincion convencional de Feulgen (Feulgen & Rossenbeck, 1924). Para ello, las
raicillas se hidrolizaron con acido clorhidrico 1N por 10 min a 60 °C en bafio termostatico, y luego se tifieron
con el reactivo de Schiff. Una vez lograda la tincién, las raicillas se maceraron con orceina acética al 2%,
empleada como coloracion de contraste, y se observaron los preparados en un microscopio optico LEICA
DMRB (Leica Systems GmbH, Alemania). Las fotografias se tomaron con una camara LEICA DMC2900
(Leica Systems GmbH, Alemania). Los conteos cromosomicos mit6ticos se realizaron Unicamente en los

individuos que sobrevivieron al estadio BBHC 3.
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Se analiz6 la ploidia de todos los individuos que superaron el estadio de plantula, mediante medicion
del contenido relativo de ADN por citometria de flujo (Galdeano et al., 2016). Para este procedimiento, se
utilizaron hojas frescas, seleccionandose la porcién media de las laminas foliares. Las muestras se
colocaron en una caja de Petri con 0,5 ml de solucion de extraccion Otto |, y fueron picadas manualmente
con bisturi. Se dejaron reposar en el buffer de extraccién por 1 min, y luego, se filtraron con mallas de 30
um. Al filtrado obtenido se le afiadieron 1,5 ml de solucién de coloracién Otto II. Para la coloracién del ADN
nuclear se utilizé DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) como fluorocromo. El contenido relativo de ADN se
estimé comparativamente utilizando un estandar externo diploide de la especie. Las mediciones se
realizaron con un citémetro Cyflow Space (Sysmex Partec GmbH, Alemania), y los histogramas se
analizaron con el software FloMax Software 2.0 (Quantum Analysis GbmH, Alemania). Se hicieron pools
de hasta cinco individuos por muestra. En aquellos casos en que se detecté mas de un pico, las plantas

se analizaron de forma individual.

La determinacion del origen reproductivo de las progenies mediante citometria de flujo solo se
realizé exclusivamente en las familias B y F, debido al alto nimero de cariépsides disponibles (n>30). Se
analizaron 31 semillas para evaluar el contenido relativo de ADN del embrion y el endospermo de cada
semilla. Para ello, se procesaron manualmente grupos de 2 semillas en 0,5 ml de buffer de extraccién Otto
| utilizando un bisturi. Posteriormente, el material se filtr6 con mallas de nylon de 30 um y se transfirié a un
tubo con 1,5 ml de buffer de tincién Otto Il, dejandolo reposar durante 5 min. El andlisis se realiz6 con un
citometro Cyflow Space (Sysmex Partec GmbH, Alemania) y el software FloMax Software 2.0 (Quantum

Analysis GbmH, Alemania).

Segun las diferencias en el contenido relativo de ADN entre el embrién y el endospermo fue posible
determinar el origen reproductivo de las semillas (sexual o apomictico). Dependiendo de si los sacos
embrionarios que originaron la semilla eran cromosdmicamente reducidos o no, y de si la célula central y/o
la ovocélula fueron fertilizadas (por gametos masculinos reducidos o no), diferentes niveles de ploidia
pueden esperarse en la relacion embrion: endospermo (ver Matzk et al., 2000). Las semillas de origen
sexual tienen embriones 2n (n+n; 2C) y endospermo 3n [(n+n)+n; 3C], provenientes de la doble-
fecundacion, de la ovocélula y los nulcleos polares, respectivamente, por dos gametos masculinos
reducidos. Las semillas de origen apomictico poseen un embrion 2n (2n+0, 2C) proveniente del desarrollo
partenogenético de la ovocélula, y endospermo 5n [(2n+2n)+n, 5C] producto de la fecundacion de los dos
nucleos polares no reducidos por un gameto masculino reducido (pseudogamia). Como estandares

externos, se emplearon un genotipo triploide y uno diploide.

Ademés del analisis mediante FCSS, se llevd a cabo una prueba de progenie para determinar el
origen apomictico (clonal) o sexual de las plantas obtenidas de cada cruzamiento, analizando los patrones

de bandas de las progenies en comparacién con la planta madre utilizada.
14



e

AN
7

KN

UNIVERSIDAD
* NACIONAL
’ DEL NORDESTE

Aislamiento de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en Reutemann et al. (2024). EI ADN
gendmico total se aisl6 de plantas cultivadas en macetas e invernadero. Aproximadamente 50 mg de hojas
jovenes de cada planta fueron maceradas con ayuda de un taladro de mecha de plastico y 700 pl de buffer
de extraccién 2% CTAB (1 M Tris—HCI pH 7,5, 0,5 M EDTA pH 8, 5 M NaCl, 1% 2-mercaptoetanol) en un
tubo de 1,5 ml. Las muestras se incubaron a 60 °C durante 30 min. Luego, se anadieron 700 ul de
cloroformo y la mezcla se agit6é durante 5 min y se centrifugé durante 10 min. La fase acuosa se recuperé
y se transfirid a otro tubo. Los acidos nucléicos se precipitaron con 500 pl de 2-propanol a -20°C. Luego,
los tubos se mantuvieron en un congelador a -20°C durante un minimo de 24 h. Al otro dia, las muestras
se centrifugaron a 4°C durante 20 min. El sobrenadante se descarté y el pellet se limpié con una solucién
de lavado (etanol 70° y acetato de sodio 0,2 M) y se centrifugd nuevamente durante 5 min. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se descarté y el pellet se suspendié en 25 yL de tampoén TE estéril (Tris-
HClI 1 M pH 8, EDTA 0,5 M pH 8) y se mantuvo en un refrigerador. EI ADN gendmico se cuantifico por
comparacion visual con un patron conocido mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, NaOAc 5 mM, EDTA 0,77 mM, pH 8,0) a 60 V durante 1 h. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio (BrEt, 1 uyg mlt) y el ADN gendémico se visualizo bajo luz ultravioleta (UV) y se
fotografio con el sistema de imagenes GelDoc-It (UVP LLC, Upland, CA, EE. UU.). La calidad de la muestra
se verificd midiendo la integridad del ADN y la ausencia de contaminacion por ARN. Cada muestra de ADN

se ajusto a 20 ng ul! para su uso en amplificacion por PCR.

Amplificacion del ADN gendmico con ISSRs

Para determinar si los descendientes se originaron por la via sexual o por apomixis, se usaron
marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), segln la técnica descrita por Reutemann
et al. (2022b). Cada reaccién conté con un volumen final de 25 ul que contenia: 20 ng de ADN gendmico,
2,5 yl de 10X buffer de reaccion, 1,5 pyl de 25mM MgCl, 1,5 pl de 5uM primer 1,25 yl de 2mM dNTP, 0,2 pl
de 5U ADN Tagq polimerasa (InBio Highway) y agua ultrapura autoclavada para completar. Las reacciones
de amplificacién por PCR se realizaron en un termociclador My-Cycler y/o T100 (BioRad, California, USA),
con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min; 40 ciclos de 94 °C por 1 min,
temperatura de hibridacién del primer por 45 s (Tabla 3), 72 °C por 2 min; y una extension final a 72 °C por
5 min. Los productos de la amplificacién se separaron en geles de agarosa 2% con buffer TAE 1X (400mM
Tris-HCI; 50mM NaOAc; 7,7mM EDTA pH 8,0) a 70 V por 3,5 h, posteriormente fueron tefiidos con BrEt
1ug mlt por 30 min y visualizados con el dispositivo GelDoc It (UVP, California, USA).

Tabla 3. Cebadores utilizados para determinar el origen reproductivo de la progenie.

Cebador T° hibridacién N° de bz_indas
(°C) obtenidas
55 16
55 13
54 10
52 11
52 18
48 15
46 12
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Analisis de los patrones de banda

Aquellos individuos que mostraron el mismo perfil de amplificacion (bandas) que su respectiva planta

madre se consideraron de origen apomictico; mientras que aquellas que mostraron un perfil de bandas

diferentes se consideraron de origen sexual. Para corroborar el origen clonal de la progenie se utilizé el

programa estadistico GENOTYPE y GENODIVE (Meirmans & Van Tienderen, 2004) y se calculé el nimero

efectivo de genotipos (G), utilizando el modelo de alelos infinitos con cinco pasos mutacionales (M=5). Se

establecid este valor de pasos mutacionales, considerdndolo como el margen de error en la interpretacion

de los geles. Ademas, se estimé el nUmero de fragmentos totales (TF), el porcentaje de loci polimorfico

(%PL) y el nimero de bandas privadas (BP) utilizando GenAIEx 6 (Peakall & Smouse, 2006). Se realizé

un andlisis de coordenadas principales (PCoA) para observar la distribucidn de la variabilidad genética

dentro y entre familias.
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Resultados

Se obtuvieron un total de seis familias de los cruzamientos realizados (Familias A-E y G, Tabla 2).
El ensayo de autopolinizacién del genotipo triploide, utilizado como control negativo, no produjo semillas.
El ensayo de polinizacién abierta del genotipo triploide, usado como control positivo, produjo la séptima

familia analizada (Familia F, Tabla 2).

En los cruzamientos donde el citotipo triploide actué como madre (3x x 2x, Familias B-E), la fertilidad
estimada como el indice de hibridacion (H), fue variable presentando valores entre 6,48% y 18,5% (Tabla
4, Figura 2). En los casos donde el triploide actué como padre (2x x 3x, Familias A y G), la fertilidad
estimada con el indice de hibridacion fue la mas baja (0% en la Familia G) y la mas alta (22,8% en la
Familia A; Tabla 4). Por altimo, el control positivo (Familia F) present6 el valor més alto de fertilidad con un
74,6% (Tabla 4), como se esperaba, ya que bajo condiciones a campo este genotipo es capaz de generar
una mayor cantidad de caridpsides viables posiblemente debido a una mayor oportunidad de

polinizaciones por diferentes citotipos del ensayo.

Tabla 4. Fertilidad estimada con el indice de hibridacién (H), germinacién (G) y supervivencia (L) de
la progenie obtenida de cada familia.

Familia NT NC H(%) NST NSG G(%) NPT NPS L(%)

A 70 16 22,8 16 13 81,3 13 2 15,4
G 668 0 0 0 0 0 0 0 0

B 454 36 7,9 30 9 30 9 2 22,2
D 242 16 6,6 16 9 56,3 9 0 0

C 119 22 18,5 21 11 52,4 11 2 18,2
E 664 43 6,5 30 23 76,7 23 1 4,3
F 280 209 74,6 70 65 93 65 7 10,8

Referencias: NT, nimero total de espiguillas polinizadas; NC, niumero de espiguillas con cariépside
desarrollada; NST, nimero total de semillas puestas a germinar; NSG, numero de semillas germinadas;
NPT, nimero de plantas total obtenidas en el ensayo de germinacion; y NPS, nimero de plantas que

superaron el estadio BBCH 3.

En general, los valores de germinacion fueron altos, lo que indica que, a pesar de la baja fertilidad
en algunos cruzamientos, las caridpsides producidas tienen buena capacidad de germinacion. Los
cruzamientos donde el citotipo triploide actu6 como madre (3x x 2x, Familias B-E) presentaron valores de
germinacion que oscilaron entre el 30% y 76,7% (Tabla 4, Figura 2). El Gnico cruzamiento donde el citotipo
triploide actué como padre y produjo cariopses (Familia A), alcanzé un 81,3% de germinacién (Tabla 4).

Por otro lado, la Familia F presenté el valor méas alto de germinacién (Tabla 4).
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Figura 2. Grafico de cajas con los valores observados en los cruzamientos donde el citotipo triploide se
us6 como planta madre. Referencias: las cajas indican el primer (Q1), segundo (Q2) y tercer cuartil (Q3).
El segundo cuartil (Q2) es la Mediana de la muestra. La equis (x) dentro de las cajas indica la media de la

muestra. Los bigotes se corresponden a tres desvios estandar.

La supervivencia de las plantulas tras la germinacion, hasta el estadio BBCH 3, fue baja en todas
las familias, con valores entre 0% y 22,2% (Tabla 4 y Figura 3). Esta baja supervivencia se atribuyé a un
ataque de arafiuelas (Tetranychus spp.: Acari: Tetranychidae) en el invernaculo, indicando que las
progenies obtenidas presentaron una resistencia baja a esta plaga. La Familia D mostro el porcentaje de
supervivencia mas bajo (0%, Tabla 4 y Figura 3), lo que podria indicar que la progenie obtenida fue la méas
afectada por la arafiuela. La familia B fue la que presento el porcentaje de supervivencia mas alto (22,2%,
Tabla 4 y Figura 3).
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A =o=B == D =#=F wge=F

Figura 3. Numero de progenies obtenidas (NPT) y sobrevivientes (NPS) de cada familia al inicio y fin de
cuatro semanas. Referencias: Familia A, triploide como padre; Familias B-E, triploide como madre; Familia
F, control positivo.
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Comparativamente, se obtuvo un mayor porcentaje de H, G y L en los cruzamientos donde el citotipo
triploide actué de dador de polen (si se ignora a la familia G) a comparacion con el promedio de los
cruzamientos donde el triploide actué como madre (Figura 4). Sin embargo, dentro del rango de variacion
del comportamiento del citotipo triploide como planta madre, se observaron valores superiores respecto a

L en las familias B y C (Tabla 4 y Figura 2).

mH (%) BG (%) mL (%)
93,0

81,3

H

74,6

53,9

1

11,2 10,8
triploide como madre triploide como padre polinizacién abierta

Figura 4. Porcentajes de hibridacion intercitotipo (H), germinacion (G) y supervivencia (L) de las progenies
obtenidas en cada cruzamiento realizado y el control positivo. Referencias, se presentan los valores
promedio para el triploide como madre. Para el triploide como padre y polinizacion abierta se presenta el

Unico valor observado.

Anadlisis de la microsporogénesis

Se analizaron 3212 células madre del polen (CMPs) en distintas fases de la meiosis del citotipo
triploide usado en los cruzamientos. El comportamiento meiético del triploide fue irregular, con un 74,1%
de CMPs con anormalidades meiédticas (Tabla 5). Este alto porcentaje es caracteristico de los citotipos
triploides, donde la meiosis irregular suele ser el resultado de una segregacion cromosémica
desequilibrada, debido a la complejidad de las configuraciones cromosémicas tipicas de los autotriploides.
Ademas, estas irregularidades meiéticas podrian ser una de las explicaciones en la variacion observada
en los porcentajes de hibridacién de los cruzamientos donde actué como parental masculino (0-22%, Tabla
4).

Tabla 5. Porcentaje de Anormalidades observadas por fase meiética en las 3212 células madre del

polen (CMPs) analizadas.

Fase meidtica E\(l;)) de CMPs Normales N° de CMPs anormales (%)
Profase | 358 (11,1) 3(0,1)

Metafase | 61 (1,9) 113 (3,5)

Anafase | 22 (0,7) 374 (11,6)

Telofase | 66 (2,1) 430 (13,4)

Profase |l 216 (6,7) 681 (21,2)
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Metafase Il 50 (1,6) 120 (3,7)
Anafase I 1(0,03) 207 (6,5)
Telofase I 12 (0,4) 173 (5,4
Tétradas 46 (1,4) 279 (8,7)
Total 832 (25,9) 2380 (74,1)

Referencias: los porcentajes estan calculados tomando el valor total de CMPs (N=3212).

Profase | Metafase | Anafase | Telofase |
CMPs
Normales
BCMPs
Anormales
Profase | Metafase I Anafase Il Telofase || Tétradas

¢6 000

Figura 5. Porcentajes de células madres del polen (CMPs) normales y anormales en cada fase de la

meiosis de Paspalum indecorum triploide.

Todas las fases meidticas analizadas presentaron porcentajes altos de anormalidades (AF>60%,
Tabla 6) a excepcion de la Profase | (Figura 5). Con respecto a la Meiosis |, en Paquiteno (Profase 1), la
mayoria de las células fueron normales, observandose solo tres células binucleadas con presencia de dos
nucléolos (TAF-Tabla 6, Figura 6A). En Diacinesis (Profase I) no se observaron anomalias (Tabla 6).
Cuando se analizaron las configuraciones cromosémicas, la mayoria de las células presentd 8ll1+211+2|
(Figura 7), seguidas por la configuracion 10Ill. EI promedio y rango de cada configuracion cromosomica
(I, 11 & 1) puede observarse en la Tabla 7. Esta alta frecuencia de trivalentes (lll) confirmaria el origen
autopoliploide de este citotipo. Esta alta frecuencia de trivalentes afecta tanto a la segregacion de los
cromosomas como a la posterior formacién de gametos viables, lo que sugiere que, aunque algunos
gametos puedan formarse correctamente, una gran proporcion estara afectada por aneuploidias u otras

irregularidades que comprometen su funcionalidad reproductiva.

Tabla 6. Anormalidades meidticas observadas en cada fase de la microsporogénesis.

Fase meidtica CE AF (%) Tipo de Anormalidades TAF (%)
por fase
Paquiteno 147 3(2,0) Células Normales 144 (98)
Cel. Binucleadas 32
Diacinesis 214 0 (0) Células normales 214 (100)
Metafase | 174 113 (64,9) Células normales 61 (35,1)
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) N
:ljtcl); :scromatlcos 10 (5.7)
Migracién precoz 103 (59,2)
Anafase | 396 374 (94,4) Células normales 22 (5,6)
Cromosomas rezagados 160 (40,4)
r|;|]LLJ]_thi)I:|eilcromat|cos 1(03)
Segregacion irregular 81 (20,5)
Puente anafésico 91 (23,0)
Cromosomas pegajosos 41 (10,4)
Telofase | 496 430 (86,7) | Células normales 66 (13,3)
Binucleadas 5(1,0)
Microndcleos 102 (20,6)
Citocinesis anormal 48 (9,7)
Cromosomas rezagados 258 (52,0)
Cromosomas pegajosos 17 (3,4)
Profase Il 897 681 (75,9) | Células normales 216 (24,1)
Micronucleos 602 (67,1)
Cromosomas pegajosos 79 (8,8)
Metafase I 170 120 (70,6) | Células normales 50 (29,4)
Migracién precoz 117 (68,8)
H romati
Anafase Il 208 207 (99,5) | Células normales 1(0,5)
Cromosomas rezagados 58 (27,9)
Segregacion irregular 103 (49,5)
Puente anafasico 45 (21,6)
I:i;tci);eeslcromatmos 1(05)
Telofase Il 185 173 (93,5) | Células normales 12 (6,5)
Cromosomas pegajosos 2(1,1)
Micronucleos 168 (90,8)
citocinesis anormal 3(1,6)
Tétradas 325 279 (85,8) Células normales 46 (14,2)
Cromosomas rezagados 43 (13,2)
Microndcleos 75 (23,1)
Triadas 5(1,5)
Citocinesis anormal 84 (25,8)
Micrésporas binucleadas 72 (22,2)

Referencias: CF, numero total de células observadas por fase; AF, nimero de células anormales por cada

fase; TAF, nimero de células observadas de cada tipo de anormalidad dentro de cada fase meidtica.

En Metafase |, la anomalia mas frecuente fue la migracion precoz de los cromosomas hacia los
polos (59,2%, TAF-Tabla 6; Figura 6B). En Anafase I, las anomalias més observadas fueron cromosomas
rezagados (40,4%), la segregacion irregular de los cromosomas (20,5%) y la presencia de puentes
anafasicos (23%, TAF-Tabla 6; Figura 6C-E). En Telofase | se observaron cromosomas rezagados (52%)

y la presencia de micronucleos (20,6%, TAF-Tabla 6; Figura 6F) como las anormalidades mas frecuentes.
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Respecto a la Meiosis Il, la anormalidad mas frecuente de la Profase Il fueron los micronudcleos
(67,1%, Tabla 6). En Metafase Il, la anormalidad mas predominante fue la migracién precoz de los
cromosomas a los polos opuestos (68,8%) (TAF-Tabla 6 y Figura 6G). La segregacion irregular de los
cromosomas (49,5%), la presencia de cromosomas rezagados (27,9%) y puentes anafasicos (21,6%)
también fueron las irregularidades mas comunes en Anafase Il (TAF-Tabla 6). En Telofase Il, la presencia
de micronucleos (90,8%, TAF-Tabla 6 y Figura 6H) fue la irregularidad meiética mas frecuente. Por ultimo,
en las Tétradas, se observaron en mayor frecuencia la presencia de micronicleos (23,1%), citocinesis

anormal (25,8%), y micrésporas binucleadas (22,2%, TAF-Tabla 6 y Figura 61-J).

C D E

Figura 6. Observaciones de anormalidades meidticas en diferentes fases en el citotipo triploide. A.
Paquiteno, célula madre del polen con dos nucléolos. B. Metafase | con migracién precoz de cromosomas.
C-E. Anafase |, destacando cromosomas rezagados (C), cromosomas pegajosos (D), y un puente
anafasico con cromosomas pegajosos (E). F-H. Profase Il (F) y Telofase Il (H) presentan micronicleos y
cromosomas pegajosos. En Metafase Il (G) se muestra migracion precoz de cromosomas. |-J. Tétradas
con citocinesis anormal, microndcleos y cromosomas rezagados (l). Referencias: los puntos rojos indican
la presencia de microntcleos, mientras que los puntos azules marcan cromosomas rezagados. Escala: 10

pm.

Tabla 7. Configuraciones cromosémicas en la meiosis masculina Paspalum indecorum triploide.

. L N° de CMPs Promedio y Rango de configuraciones meidticas
Especie Accesion .
analizadas observadas
I Il 1
P indecorum H1726 #9 35 4,82+3,39 2,77+£1,91 6,54+2,03
’ (3x) (0-15) (0-7) (3-10)

CMPs: Células Madres del Polen
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Figura 7. Configuracién cromosémica observada durante la profase | en Paspalum indecorum, donde se
observan 8 trivalentes (lll), 2 bivalentes (l1), y 2 univalentes (). Referencias: Las flechas indican la posicion
de los univalentes. Escala: 10 um

Viabilidad del polen y estimacién de su ploidia

El andlisis de la viabilidad del polen del citotipo triploide mostré un valor del 92,7%. En la Figura 8

se pueden observar granos de polen viables de diferentes tamafios y granos de polen no viables.

®

Figura 8. Granos de polen viables (coloreados) y no viables (flecha negra). Escala: 25 pm.
Analisis del tamafio de los granos de polen

El tamafio de los granos de polen del citotipo triploide mostr6 una gran variabilidad. En un total de
110 granos de polen medidos, el menor tamafio observado fue 12,8 um, mientras que el de mayor tamafio
fue de 22,1 um (Tabla 8, Figura 9). La mayor frecuencia de granos de polen (29%) se encontré en el rango

de 16,4 -17,5 um (Tabla 9, Figura 10).

Tabla 8. Medidas de Resumen del diametro de los granos de polen de Paspalum indecorum.

Citotipo n Media | D. E. Minimo Maximo Mediana | Q1 Q3
Diploide 128 16 2,0 12,2 21,6 15,5 14,8 16,6
Triploide | 110 16,9 15 12,8 22,1 16,7 15,9 17,8

Referencias, n: tamafio muestral; D.E., desvio estandar; Q1: primer cuartil; Q3: tercer cuartil.
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Figura 9. Diferencias de tamafio entre los granos de polen del citotipo triploide de P. indecorum. A. El

diametro del grano de polen es 12,9 um. B. El diametro del grano de polen es 18,5 um. Escala: 10 pum.

Tabla 9. Variaciones del tamafio de los granos de polen del citotipo triploide, y su frecuencia

absoluta, relativa y acumulada.

s . . Frecuencia
Variacion del Frecuencia Frecuencia .
tamafio (um) absoluta relativa (%) Relativa

Acumulada (%)

12,8 -13,96 1 0,9 1

13,96 — 15,13 11 10 11
15,13 - 16,29 29 26,4 37
16,29 — 17,46 32 29,1 66
17,46 — 18,62 26 23,6 90
18,62 — 19,78 7 6,4 96
19,78 — 20,95 3 2,7 99
20,95 -22,12 1 0,9 100

Tabla 10. Variaciones del tamafio de los granos de polen del citotipo diploide, y su frecuencia

absoluta, relativa y acumulada.

o . . Frecuencia
Variacion del Frecuencia Frecuencia :
tamafio (um) absoluta relativa (%) Relativa

Acumulada (%)

12,23 - 13,40 6 4,7 4,7

13,40 - 14,57 22 17,2 21,9
14,57 - 15,74 46 35,9 57,8
15,74 - 16,91 24 18,8 76,6
16,91 - 18,08 10 7,8 84,4
18,08 - 19,25 3 2,3 86,7
19,25 - 20,42 12 9,4 96,1
20,42 - 21,57 4 3,1 99,2
21,58 - 22,75 1 0,8 100,0
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Figura 10. Distribucion de frecuencias absolutas y porcentaje acumulado del tamafio de granos de polen
del citotipo triploide.

50 - - 100%
45 - 90%
40 - - 80%
35 F 70%
30 - 60%
25 - 50% .
== Frecuencia
20 4 - 40% =f—% acumulado
15 - 30%
10 - 20%
5 1 - 10%
0 - 0%

12,8 140 152 163 175 187 198 210 222

Diametro de granos de polen del citotipo diploide (um)

Figura 11. Distribucion de frecuencias absolutas y porcentaje acumulado del tamafio de granos de polen

del citotipo diploide.

No se observaron granos de polen pequefios ni jumbo en el citotipo diploide ni en el triploide. Los
granos de polen no reducidos (2n=2x) en el citotipo diploide fueron aquellos con diametros mayores a 20
pum, y representaron el 6,98% del total (Tabla 10 y Figura 11). Por su parte, los granos de polen no
reducidos (2n=3x) del citotipo triploide, fueron aquellos con diametros superiores a 21 um, y mostraron

una frecuencia del 0,9% (Tabla 9 y Figura 10).

Se compararon los tamafios de los granos de polen entre el citotipo triploide y diploide de Paspalum
indecorum (Tabla 8). Las diferencias de tamafio fueron estadisticamente significativas (T=-3,73, g.l.= 235,
p-valor=0,0002, Figura 12). La prueba de Shapiro-Wilks confirmé que la distribucion estadistica del tamafio

de los granos de polen del citotipo triploide sigue una distribucién normal (W=0,99, p- valor= 0,8224).
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Figura 12. Grafico de cajas indicando la distribucion del tamafio de los granos de polen de los citotipos
diploide vy triploide de P. indecorum. Referencias: las cajas indican el primer (Q1), segundo (Q2) y tercer
cuartil (Q3). El segundo cuartil (Q2) es la Mediana de la muestra. El cuadrado dentro de las cajas indica la
media de la muestra. Los bigotes se corresponden a tres desvios estandar. Los circulos fuera de los
bigotes indican valores extremos (outliers).

Determinacion de niveles de ploidia de la progenie
Conteos cromosomicos

Con las plantas supervivientes del ataque de arafiuela, se realizaron los conteos cromosémicos
clasicos. Todos los individuos sobrevivientes de las Familias A-E fueron diploides, con 2n=2x=20 (Tabla
11). En la Familia F, se observé un individuo aneuploide con 2n= 17, mientras que el resto fueron diploides
(2n=2x=20) (Tabla 11).

Tabla 11. Niameros cromosOmicos observados en las progenies sobrevivientes dentro de cada

Familia.
Familia Supervivientes Ndimeros Cromosomicos
A F1#2 2n=2x=20
F1#11 2n=2x=20
B F1#11 2n=2x=20
C F1#8 2n=2x=20
F1 #10 -
F1#11 -
E F1 #6 2n=2x=20
F1 #7 2n=2x=20
F F1 #28 2n=2x=20
F1 #46 -
F1 #49 2n=17
F1 #57 2n=2x=20
F1 #58 2n=2x=20
F1 #59 2n=2x=20
F1 #60 2n=2x=20

Referencias, #: indica el nimero de identificacién del individuo.
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Citometria de Flujo para estimacion de contenido de ADN

Se analizaron un total de 113 plantulas (Tabla 12). En la familia A, el 72,7% de las progenies fueron
diploides y 27,3% fueron tetraploides (Tabla 12). Las familias B y D solo dieron origen a progenie diploide
(Tabla 12). En la familia C, el 70% de las progenies fueron diploides, 20% fueron triploides y 10% fueron
hexaploides. En la Familia E, el 4,3% de las progenies fueron tetraploides (Figura 13C), y 4,3%
pentaploides (Figura 13D y Tabla 12). El 91,4% restante de la progenie fueron diploides (Tabla 12). Por
ultimo, la progenie de la familia F fueron 90% diploides (Figura 13A), 4% triploides (Figura 13B), 4%
tetraploides y 2% hexaploides (Figura 13E y Tabla 12)

Tabla 12. Estimacién de los niveles de ploidia de las progenies por citometria de flujo.

N° de Ploidias
Familia progenies Diploide  Triploide Tetraploide Pentaploide Hexaploide
analizadas (2x) (3x) (4x) (5x) (6x)
A 11 8 - 3 - -
B 9 9 - - -
C 10 7 2 - - 1
D 9 9 - - - -
E 23 21 - 1 1 -
F 51 46 2 2 - 1
Total 113 100 4 5 1 2
A B C
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Figura 13. Histograma del contenido relativo de ADN obtenido por citometria de flujo para determinar los
niveles de ploidia en progenies de Paspalum indecorum. A. Histograma correspondiente a progenie
diploide (2n= 2x) de la Familia F. B. Histograma correspondiente a progenies triploides (2n= 3x) de la
Familia F. C. Histograma correspondiente a progenie tetraploide (2n= 4x) de la Familia E. D. Histograma
correspondiente a progenie pentaploide (2n=5x) de la Familia E. E. Histograma correspondiente a progenie

hexaploide (2n=6x) de la Familia F.
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Este andlisis se realizé exclusivamente en las Familias B y F, porque en estas familias se obtuvieron
un mayor nimero de cariopsides (n>30). En las otras familias, las pocas caridpsides obtenidas se usaron
para determinar los indices de germinacion y supervivencia, y en la obtencion de plantulas para el analisis
con ISSRs. En la familia B, se analizaron nueve semillas, donde el 66,7% (6/9) presentaron embriones
diploides (2x, n+n) con un endospermo triploide (3x, [n+n]+n), indicando un origen sexual (meiotico), ya
que la relacién de contenido relativo de ADN embridon; endospermo 2: 3 corresponde al mecanismo de
doble fecundacion de gametos reducidos (n=x). El 33,3% (3/9) restante presentd embriones triploides (3x)
con un endospermo pentaploide (5x), lo que también indica un origen sexual mediante la fecundacion de
gametos reducidos (n=2x). En este caso, el embridn triploide (3x) resultaria de la unién de un gameto
femenino reducido pero diploide (n= 2x) con un gameto reducido haploide (n=x), y el endospermo
pentaploide (5x) de la unién de los dos nucleos polares reducidos diploides [n=2x+n=2x] y un gameto

reducido haploide (n=x). Por lo tanto, el 100% de las semillas analizadas fueron de origen sexual.

En la familia F, se analizaron un total de 30 semillas, donde el 96,7% (29/30) presenté embrion
diploide (2%, n+n) y endospermo triploide (3x, [n+n]+n), lo que indica un origen sexual. El 3,3% (1/30) de
las semillas tuvieron un embrion triploide (3x) con un endospermo pentaploide (5x), similar al observado

en la familia B. Por lo tanto, las semillas analizadas para esta familia también fueron de origen sexual.

La presencia de semillas con un contenido de ADN relativo embrion: endosperma 3:5, tanto en la
familia B como F, indicaria que aquellos gametos del individuo triploide que llevan 20 cromosomas (n=2x)

son viables y pueden participar en la formaciéon de nuevos individuos triploides.

Se analizé un total de 14 progenies con sus respectivos parentales maternos. Para este andlisis se
conformaron dos grupos teniendo en cuenta al parental materno utilizado en cada familia. La familia A (dos
progenies sobrevivientes) junto a su progenitor materno (H1726 #8) conformaron el grupo 11 (N=3). Las
familias B, C, E y F junto a su progenitor materno (H1726 #9), conformaron el grupo I12. En el grupo 12, se

analizaron 12 progenies (N=13, con el parental materno incluido).

Se amplificaron un total de 108 bandas ISSRs (TF=108), con un promedio de loci polimorficos (%LP)
de 62%. En el grupo 11 se observé 45,4%LP y en el grupo 12 79%LP. Se identificaron un total de 18 bandas
privadas (BP) en el grupo 11 y 45 BP en el grupo 12. El 100% de la progenie mostré un genotipo diferente

al materno en ambos grupos (11: G=3; 12: G=13).

En el Andlisis de Coordenadas Principales (PcoA), la primera coordenada explicé el 36,5% de la
variacion genética, mientras que la segunda coordenada explicé un 25,1%, acumulando un 61,6% de la
variacion genética (Figura 14). Se observé que, a excepcion de la progenie #46 de la Familia F, todos los
individuos comparten el mismo rango de variacion sobre la primera coordenada. Sobre la coordenada 2,
se puede observar la separacion entre la Familia A, obtenida usando al citotipo triploide como dador de

polen (Grupo I1) y las familias donde actué como parental materno (Grupo 12).
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Figura 14. Analisis de Coordenadas Principales (PcoA) de las Familias obtenidas de los cruzamientos
heteroploides de P. indecorum. Referencias: |11, familia A, donde el citotipo triploide actu6 como dador de
polen. 12, Familias B, C, E y F, donde el citotipo triploide actu6 como planta madre. Las letras indican a
que familia pertenecen las progenies. Las plantas P8 y P9 son los parentales maternos H1726 #8 (2x) y
H1726 #9 (3x), respectivamente.
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Discusién

En la historia evolutiva de los complejos poliploides, las etapas mas criticas son su formacion y
establecimiento (Harlan & de Wet, 1975; Ramsey & Schemske, 1998). En la poliploidizacién unilateral,
comunmente mediada por un “puente triploide”, se genera un neopoliploide mediante un mecanismo de
dos pasos de fusiones de gametos reducidos (n) y no reducidos (2n) (Ramsey & Schemske, 1998). Durante
el primer paso, un gameto haploide reducido (n) se fusiona con un gameto diploide no reducido (2n) para
formar un individuo triploide. Luego, el triploide primario sirve como un “puente” entre los diploides
parentales y produce un tetraploide derivado que, a su vez, debe producir nuevos individuos poliploides
de segunda generacién a través de una variedad de vias para establecer un grupo de parejas de
apareamiento homoploides (ver Ramsey & Schemske, 1998; De Storme & Geelen, 2013; Hojsgaard,
2018).

En la naturaleza, la fase de establecimiento demogréafico de los triploides, es decir, la formacién de
los primeros poliploides a partir de ancestros diploides, es poco documentada y esta sujeta a multiples
restricciones reproductivas y demogréficas (Husband, 2004; Arrigo & Barker, 2012). Los principales
factores que influyen en el establecimiento de neopoliploides incluyen la frecuencia de gametos no
reducidos, los mecanismos que atendan las desventajas de los citotipos minoritarios, el tamafio efectivo
de la poblaciéon y cambios ambientales que modulan estos procesos (Arrigo & Barker, 2012; Hojsgaard,
2018). En este contexto, la eficiencia del puente triploide depende fundamentalmente de la fertilidad de los
triploides y de su capacidad para producir gametos cromosémicamente equilibrados (e.g. Ramsey &
Schemske, 1998; Husband, 2004; Arrigo & Barker, 2012).

El puente triploide es probablemente el mecanismo mas influyente en el establecimiento
demografico local de poliploides secundarios. La eficiencia del puente triploide depende de la fertilidad de
los triploides, que esta impulsada principalmente por la formacién de gametos cromosOmicamente
equilibrados y por el aislamiento reproductivo interploide (Khush, 1973; Ramsey & Schemske, 1998). En
general, para que cualquier mecanismo aumente la eficiencia del puente triploide, debe mejorar la tasa de
formacién de nuevos individuos eupoliploides en el corto plazo, ya sea a partir de retrocruzas con diploides

parentales o de neopoliploides secundarios.

Actualmente, se sugiere que las frecuencias de gametos 2n pueden explicar la heterogeneidad de
niveles de ploidia observada en la naturaleza (e.g. Husband, 2004; Oswald & Nuismer, 2011; Suda &
Herben, 2013). Se han descrito humerosos mecanismos citolégicos responsables de la formacién de
gametos no reducidos (2n) (e.g. restitucion meiodtica de la primera division —FDR- o segunda division
meidtica —SDR-, apomeiosis, Kovalsky et al., 2014; revisado en Hojsgaard, 2018). En el andlisis de la
formacién de gametos (microsporogénesis y microgametogénesis) del citotipo triploide de Paspalum
indecorum se observé una alta frecuencia de irregularidades meiéticas en general (74,1%), y todas las
fases analizadas presentaron altos porcentajes de CMPs anormales, a excepcion de la profase |. Estas
anomalias meidticas suelen estar asociadas a la segregacion irregular de cromosomas, resultante de la
alta frecuencia de univalentes, o irregularidades en la terminalizacion de los quiasmas en cromosomas
pareados (e.g. Il o lll) (Pagliarini et al., 2001; De Souza-Kaneshima et al., 2010; Ziegler et al., 2024). En
Paspalum, se ha informado de una alta frecuencia de anomalias meidticas en autotriploides (Quarin et al.,

1984), como en alotriploides (Burson & Bennett, 1972; Burson, 1979; Ziegler et al., 2024).
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Si bien las anormalidades observadas podrian afectar la viabilidad de los gametos, los resultados
muestran que una alta proporcion (= 93%) de granos de polen del citotipo triploide son viables. Reportes
previos en el género, han descrito tasas de viabilidad del polen menores en autotriploides (0,8-9,3%,
Quarin etal., 1984) y en alotriploides (0-10,5%, Burson & Bennett, 1972; Burson, 1979; Ziegler et al., 2024).
Respecto a la via femenina y la formaciéon de sacos embrionarios en este citotipo de P. indecorum,
Reutemann et al. (2022a) describieron una alta tasa de sacos embrionarios meiéticos (65%) y apospéricos
(19%), y una tasa de 15% de sacos no desarrollados. Estos resultados son similares a los observados en
autotriploides de Paspalum cromyorhizon Trin. Ex D&ll (Quarin et al., 1984), pero la mayoria de los
autotriploides como alotriploides del género presentan altas tasas de sacos abortados o no desarrollados
(65-91%, Burson & Bennett, 1972; Burson, 1979; Quarin et al., 1984; Ziegler et al., 2024). Esto demostraria
que, aunque el proceso meidtico del citotipo triploide es irregular, aun puede generar gametos viables en
proporciones comparables a las de poliploides pares (ver como ejemplo, Quarin et al., 1982; Norrmann et
al., 1989; Quarin & Burson, 1991).

Las anomalias observadas durante la meiosis también generan una variacién en el tamafio de las
micrésporas, y por ende afectan el tamafio de los granos de polen. La variabilidad en el tamafio de los
granos de polen observada en el citotipo triploide podria deberse a diferencias en el contenido
cromosomico final en los gametos, debido a la segregacion irregular observada durante las Anafases | y
Il, afectando el volumen celular de los gametos. Esta variacion de tamafio podria estar indicando la
formacién de granos de polen reducidos (n) y no reducidos (2n). Los granos de polen no reducidos tienden
a ser mas grandes, manifestando el efecto gigas (Ramsey & Schemske, 1998). Estos granos de polen 2n
pueden afectar la fertilidad al producir gametos con un nimero cromosémico elevado, influyendo en la
produccion de progenie viable y poliploide (Ramsey & Schemske, 1998). Diferentes estudios han
demostrado que las tasas de produccion de gametos 2n son variables, generalmente bajas (<0,5%, pero
véase Ramsey & Schemske, 1998), e influenciadas por factores ambientales (Harlan & de Wet, 1975;
Ramsey & Schemske, 1998; Mason et al., 2011; Kovalsky et al., 2012; De Storme & Geelen, 2013; Kreiner
et al., 2017). Teniendo en cuenta que los gametos reducidos de un triploide pueden ser n=x 0 n=2x y que
los gametos no reducidos son 2n=3x, se observé en el citotipo triploide que el 0,9% de granos de polen
puede clasificarse como gametos 2n=3x, y en el citotipo diploide un 6,98% de los granos de polen serian
no reducidos 2n=2x. En un estudio de poliploides pares de Paspalum, Pagliarini et al. (1999), encontraron
frecuencias de 0-8,4% diadas (dos gametos no reducidos 2n) y 0-15,8% triadas (al menos un gameto no
reducido 2n) en 19 especies provenientes de Brasil. Sin embargo, no existen estudios de la variacién del
tamafio del grano de polen en triploides del genero Paspalum, pero estudios similares en otros géneros
han mostrado gque esta variacion en tamafio podria indicar diferencias en el nivel de ploidia (revisado en
Bretagnolle & Thompson, 1995; Dewitte et al., 2012; Kovalsky et al., 2018). Por ejemplo, en los andlisis de
triploides de Turnera sidoides L., la frecuencia de granos de polen 2n y 4n fueron de 0,07 y 0,02%
respectivamente (Kovalsky et al., 2018); mientras que en hibridos interespecificos de dos especies
diploides silvestres de Arachis L. se observ6 la formacion de 0,02-1,35% gametos 2n y de 0-0,25%
gametos 4n (Garcia et al., 2020). En el andlisis de diploides de Ipomoea trifida G. Don, se observo hasta
un 20% de gametos 2n (Orjeda et al., 1990), mientras que en diploides de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen y P. tuberosa (Spreng.) Hicken se observé entre 1,4-18,9% de gametos 2n (Taschetto &

Pagliarini, 2003). Por otra parte, la evidencia indirecta de los cruces experimentales en Achillea borealis
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Bong. mostré que la variacion en la tasa de produccion de polen no reducido no tuvo un impacto estadistico
en el nivel de ploidia de la progenie (Ramsey, 2007), y la progenie triploide en Dioscorea alata L. solo se
produjo en casos en los que el saco embrionario no estaba reducido (Nemorin et al., 2013). Sin embargo,
en Turnera sidoides se observo progenie triploide originada por gametas no reducidas de la via materna
como paterna (Kovalsky & Solis Neffa, 2016). Estos hallazgos son particularmente notables debido a la
fuerte influencia que se cree que tienen los triploides en la formacién de linajes autopoliploides, ya que
estos suelen tener una fertilidad reducida (Kohler et al., 2010), pero con frecuencia producen altas
proporciones de gametos no reducidos que pueden aumentar la probabilidad de formar nuevos tetraploides
(Ramsey & Schemske, 1998). Si bien la frecuencia observada de gametos no reducidos en el citotipo
diploide y triploide de P. indecorum fue baja, la existencia de estos gametos 2n podria indicar que estarian

involucrados en la formacion de nuevos individuos poliploides en el género.

Una vez que el triploide primario ha superado las restricciones reproductivas causadas por su
condicién genética/cromosémica, debe superar las restricciones demograficas. Dado que un neotriploide
primario necesariamente estara inserto en una poblacion parental diploide que carece de otros poliploides,
sufrird una fuerte seleccion negativa dependiente de la frecuencia a través de apareamientos ineficaces
con diploides (Levin, 1975). Mientras que los diploides circundantes producen abundantes gametos
haploides (n=x), los triploides producen un menor nimero de gametos, en su mayoria aneuploides, que
exhiben una variedad de combinaciones cromosdmicas (e.g. de n=1x-2x a 2n= 3x) (Ramsey & Schemske,
1998; Henry et al., 2005; Martinez et al., 2007; Duszynska et al., 2013). Ademas, una proporcion de dos
genomas maternos por un genoma paterno (2m: 1p) es un impedimento para el desarrollo normal del
endospermo, lo que asigna una fuerte seleccion contra los gametos aneuploides a favor de los gametos
euploides (Ramsey & Schemske, 1998; 2002; Henry et al., 2005; Lafon-Placette & Kdhler, 2016). Por lo
tanto, la formacion exitosa de semillas generalmente ocurre cuando ambos gametos coinciden con sus
numeros de cromosomas. En el analisis del origen reproductivo por citometria de flujo de semillas se
observé que los gametos euploides reducidos n=x como los n=2x del triploide son funcionales, dando
origen a nuevos individuos triploides (n=2x + n=x; 3,3-33,3%) y diploides (h=x + n=x; 66,7-96,7%),

respectivamente.

En la naturaleza, la seleccion de descendencia euploide ocurre durante las primeras generaciones
después de la formacién de triploides vy, por lo tanto, debe ser concurrente con el estado de shock
genomico observado después de eventos de poliploidizacion y/o hibridacién (Hojsgaard, 2018). Dicho
estado se refiere a inestabilidades gendmicas causadas por reordenamientos cromosémicos, pérdida de
genes y alteraciones epigenéticas que conllevan a inestabilidades fenotipicas (e.g. Comai et al., 2000;
Adams & Wendel, 2005; Stupar et al., 2007; Madlung & Wendel, 2013). Durante este periodo, el éxito del
nuevo poliploide se ve obstaculizado por la letalidad de la planta o la esterilidad reproductiva (Mayrose et
al., 2011; De Storme & Mason, 2014). En este trabajo se pudo observar que los cruzamientos entre
citotipos diploides y triploides de P. indecorum mostraron diferencias en la fertilidad, dependiendo del rol
gue cumple el citotipo triploide (parental femenino vs parental masculino). Cuando el citotipo triploide actlia
como dador de polen, el indice de hibridacion (H), germinacion (G) y supervivencia (L) fueron mas altos al
valor promedio de H, G y L cuando actia como planta madre en los cruzamientos controlados. Diferentes
estudios experimentales muestran altos niveles de apareamientos ineficaces en cruzamientos 2x x 3x que

disminuyen la aptitud y fertilidad triploide (e.g. Henry et al., 2007; Martinez et al., 2007; Rounsaville et al.,
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2011). Los resultados obtenidos en cuanto al numero de hibridos heteroploides obtenidos podria indicar

que los gametos masculinos y femeninos son exitosos a la hora de formar cigotos viables.

Por otro lado, Reutemann et al. (2022a) observé la presencia de gametos femeninos apomicticos
(i.e. presencia de sacos embrionarios apospoéricos) en el citotipo triploide estudiado en este trabajo. La
presencia de estos sacos embrionarios aposporicos confiere una mayor estabilidad cromosémica ya que
eluden la meiosis. Se ha observado que en ciertas condiciones los sacos embrionarios apomicticos en
Paspalum pueden ser fecundados (no hay desarrollo partenogenético) dando origen a progenie del tipo
BIIl, lo que conlleva un aumento del nivel de ploidia en la progenie, y en ciertos casos una estabilizacién
cromosomica al restituir la poliploidia par (Martinez et al., 1994; Espinoza et al., 2000; 2002). Esto se pudo
observar en el andlisis por citometria de los niveles de ploidia de la progenie donde el citotipo triploide
actu6 como madre, donde se identificaron individuos tetraploides, pentaploides y hexaploides en baja
frecuencia. Sin embargo, se observé que la mayor parte de la progenie obtenida (independientemente de
si el citotipo triploide actu6 como madre o padre) es de origen sexual, lo que refuerza la idea de que los
gametos femeninos y masculinos euploides reducidos (n=x o n=2x) del triploide son funcionales y
participan en la reproduccion sexual. En la naturaleza, solo se conocen tres casos de especies triploides
sexuales y semifértiles. En esos triploides, existen mecanismos meiéticos inusuales que permiten
mantener una poliploidia impar permanente a través de segregaciones cromosdmicas y gendmicas
asimétricas en gametos femeninos y masculinos [Leucopogon juniperinus R. Br. (Smith-White, 1948);
Cardamine x insueta Urbanska-Worytkiewicz (Urbanska-Worytkiewicz, 1977; Grant, 1981); y Andropogon
ternatus (Spreng.) Nees (Norrmann & Quarin, 1987)]. Todos los demas triploides conocidos mantienen su
fertilidad saltandose la meiosis y reproduciéndose a través de la apomixis, un mecanismo que produce
gametos femeninos no reducidos (2n) y embriones sin requerir una contribucién masculina [e.g. Erigeron
annuus Pers. (Noyes, 2000); Eupatorium sessilifolium L. (Sullivan, 1976; Grubbs et al., 2009); Hieracium
alpinum L. (Mréaz et al., 2009); Paspalum quadrifarium Lam. (Quarin & Lombardo, 1986); y Taraxacum
officinale F. H. Wigg. (van Dijk, 2003)]. La principal ventaja adaptativa de la apomixis es la restauracion de
la fertilidad en individuos sexualmente estériles (Hojsgaard, 2018). La aparicion de mecanismos que evitan
las anomalias meidticas e imponen barreras interploides a las parejas diploides masculinas circundantes
mantiene la fertilidad y tiene fuertes consecuencias en el rendimiento funcional de las plantas triploides.
En el caso del citotipo triploide de P. indecorum, pareceria que la via sexual es mas efectiva que la

apomictica a la hora de originar descendencia.

Por Gltimo, la supervivencia de las plantulas mostré una disminucién significativa después de la
infestacion por arafiuelas (Tetranychus spp.). Esto podria indicar el rol del factor ambiental en la
determinacion del éxito evolutivo de la progenie de poliploides impares, ya que, aunque la viabilidad inicial
es alta, las plantulas podrian enfrentar dificultades en ambientes con alta presion, limitando su
establecimiento en poblaciones naturales (Hojsgaard, 2018). Sin embargo, deberian realizarse
experimentos controlados para determinar fehacientemente el rol del ambiente en el establecimiento de

los triploides y ploidias mayores en P. indecorum.
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Conclusiones

Esta tesis tuvo como objetivo caracterizar citogenéticamente y reproductivamente a los citotipos

triploides naturales del género Paspalum, y como especie modelo, se us6 a Paspalum indecorum.

Se observé que el citotipo triploide de P. indecorum es autopoliploide, con una alta frecuencia de
formacion de trivalentes (3-101ll por PMC). Ademas, este citotipo presentd anomalias en la
microsporogénesis produciendo micrésporas de diferentes tamafios, sin embargo, la viabilidad del polen
fue alta (92,7%). Esto podria indicar, que a pesar de las irregularidades meiéticas observadas en el citotipo

triploide, la viabilidad de los gametos masculinos no se ve comprometida.

En cuanto a la fertilidad, germinacion y supervivencia, los resultados mostraron que el citotipo
triploide actu6 con mayor éxito reproductivo cuando fue utilizado como parental paterno que cuando actuo
como parental materno (en promedio). Sin embargo, en algunas familias donde actio como parental
materno el indice de supervivencia fue comparativamente mas alto que el observado en la familia donde

actu6 de dador de polen.

Por ultimo, el andlisis por citometria de flujo de las semillas y la prueba de progenie con ISSRs revel6
que la reproduccion sexual fue predominante en el citotipo triploide, a pesar de haber reportes previos de
presentar sacos embrionarios aposporicos. No obstante, en el andlisis de la ploidia de la progenie se
identificaron algunos individuos con niveles de ploidia mayores al triploide (tetraploides a hexaploides), lo
que indicaria que los gametos no reducidos (2n=3x) o reducidos (n=2x) del citotipo triploide podrian actuar

en la via de formacion de neopoliploides mayores en el género.

Estos resultados amplian el conocimiento sobre la biologia reproductiva de los citotipos triploides en
Paspalum y destacan su importancia en la evolucion adaptativa de los complejos poliploides agamicos del

género, destacando la importancia de los citotipos triploides en el proceso de poliploidizacion unilateral.
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