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Resumen

Resumen

Alrededor del 75 % de unas 350 especies reconocidas para Paspalum (Poaceae) son
poliploides y mayoritariamente estos poliploides son apomicticos. Las especies multiploides
son comunes en el género y la mayoria de ellas tienen citotipos diploides sexuales y
tetraploides apomicticas o de otros niveles de ploidia. En general, se acepta que los
poliploides tienen un tamafio de genoma basico reducido en lugar de valores aditivos con
respecto a sus diploides relacionados. Se han informado cambios en el tamafo del genoma
en correlacion con varias caracteristicas bioldgicas. Mediante citometria de flujo en un
analisis semilla por semilla de 50 especies, incluidas 77 entidades diferentes, abarcando las
diferentes agrupaciones taxonémicas que forman el género, se midié el contenido de ADN
en el embrién y el endospermo. El contenido relativo de ADN del embrién informo el
tamafio del genoma del ejemplar en estudio, mientras que la relacion embrién:endospermo
del contenido de ADN revel6 su modo reproductivo. Los tamafios del genoma (valor 2C)
variaron de 0,5 a 6,5 pg y se midieron por primera vez para 29 especies. No hubo una
diferencia significativa entre los tamafios basicos medios del genoma (valores 1Cx) de 32
entidades sexuales y 45 apomicticas. No hubo patrones claros de cambios en los valores de
1Cx debido a poliploidia o sistemas reproductivos, y las variaciones existentes concuerdan
con la agrupaciéon taxondmica subgenérica. Los valores mas altos de 1Cx se observaron en
las especies del subgénero Anachyris y las del grupo Plicatula, y los valores mas bajos de
1Cx se observaron en las especies de los grupos Dilatata y Notata.

Otro aspecto de este estudio se basé en la confluencia de diferentes hechos
relacionados con la embriogénesis y formacion de semillas de especies apomicticas:
primero, la polinizacidn suele ser un requisito indispensable (pseudogamia); en segundo
lugar, el polen de un genotipo diferente suele ser algo mas eficaz que el propio polen; vy
tercero, que varias especies apomicticas de Paspalum pueden exhibir algin potencial
intrinseco variable, pero generalmente pequefio, para la reproduccién sexual. Asi, surgié el
interrogante de si el proceso embrioldgico de una sola planta apomictica (como planta
madre), portadora de tal potencialidad, puede desarrollar una semilla via apomixis o via

sexual por si misma, o si existe alguna accidn activa dependiendo del polen, introducido en




Resumen

el évulo a través del tubo polinico en el momento de la fecundacién. ¢Puede el tipo de
sistema reproductivo de otro genotipo actuando como polinizador, como una planta de
reproduccién sexual, por ejemplo, cambiar la proporcién de semillas formadas por la misma
planta madre por medio de procesos embriolégicos apomicticos o sexuales? Mediante
cruzamientos controlados se establecio si existia relacion entre los sistemas reproductivos
de los genotipos polinizadores y los procesos embriolégicos especificos realizados hacia la
formacién de semillas via apomixis o sexualidad. Se realizaron diferentes cruzamientos,
todos a nivel tetraploide, entre tres genotipos apomicticos facultativos, Q3664, Q4086 y
Q4023 (como progenitores femeninos) y dos tipos de progenitores masculinos, clasificados
segln sus sistemas reproductivos: por reproduccién sexual los genotipos: C4-4x, Q4205, y
Q4188; y por otro lado por los genotipos apomicticos: Q4012, Q4117, Q3775, Q3838 y
N160. Se observo la influencia del tipo de polinizador en el proceso que conduce a la
formacién de las semillas. Los resultados indicaron que el polen de las plantas que se
reproducen sexualmente conduce total o predominantemente a la produccién de semillas
por via sexual (meiosis + doble fecundacién). La misma madre facultativa produce semillas
por apomixis (aposporia + partenogénesis + pseudogamia) cuando el polen proviene de un
reproductor apomictico. Por tanto, queda demostrado que el modo reproductivo del
polinizador tiene una clara incidencia en el tipo de procesos embrioldgicos que se producen
en los évulos de las plantas apomicticas facultativas, determinando si las semillas se forman

predominantemente por via de apomixis o por via sexual.
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Abstract

About 75 % of around 350 species recognized for Paspalum (Poaceae) are polyploid
and most polyploids are apomictic. Multiploid species are common with most of them
bearing sexual diploid and apomictic tetraploid or other ploidy levels. It is generally
accepted that polyploids have downsized basic genome size rather than additive values with
respect to their related diploids. Changes in genome size have been reported in correlation
with several biological characteristics. DNA content in the embryo and the endosperm was
measured by flow cytometry in a seed-by-seed analysis of 50 species including 77 different
entities. The relative DNA content of the embryo informed the genome size of the accession
while the embryo:endosperm ratio of DNA content revealed its reproductive mode. The
genome sizes (2C-value) varied from 0.5 to 6.5 pg and for 29 species were measured for the
first time. There was no significant difference between the mean basic genome sizes (1Cx-
values) of 32 sexual and 45 apomictic entities. There were no clear patterns of changes in
1Cx-values due to polyploidy or reproductive systems, and the existing variations are in
concordance with subgeneric taxonomical grouping established by botanists mainly
through morphological characteristics. The highest 1Cx-value were observed in species of
subgenus Anachyris and those of Plicatula group, and the lowest 1Cx-values were observed
in species of the Dilatata and the Notata groups.

Another aspect of this study was based on the confluence of different facts related
to embryogenesis and seed formation of apomictic species: first, pollination is usually an
essential requirement (pseudogamy); second, pollen from a different genotype may usually
be somewhat more effective than own pollen; and third, that several apomictic species of
Paspalum may exhibit some variable, but usually small, intrinsic potential for sexual
reproduction. Thus, the question arose as to whether the embryological process of a single
apomictic plant (as mother plant), bearing such potentiality, may develop a seed via
apomixis or via a sexual way by itself, or if there exist some active action depending upon
the sperm cell, brought into the ovule by a pollen tube at the time of reproduction. May the

kind of reproductive system of other genotype acting as pollinator, as a sexual reproducing
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plant for instance, to change the proportion of seeds formed by the same mother plant by
way of apomictic or sexual embryological processes? Through controlled crosses, it was
established if there was a correlation between the reproductive systems of pollinating
genotypes and the specific embryological processes performed toward seed formation via
apomixis or sexuality. Different crosses were made, all at tetraploid level, between three
facultative apomictic genotypes, Q3664, Q4086 and Q4023 (as female parents) and two
types of male parents, sorted out according their reproductive systems: by sexual
reproducing genotypes C4-4x, Q4205, and Q4188; and on the other hand, by apomictic
genotypes Q4012, Q4117, Q3775, Q3838, and N160. It was observed the influence of the
pollinator type on the process that leads the formation of the seeds. The results indicated
that pollen of sexually reproducing plants leads totally or predominantly toward production
of seed by sexual means (meiosis + double fertilization). The same facultative mother
produced seeds via apomixis (apospory + parthenogenesis + pseudogamy) when the pollen
comes from an apomictic reproductive plant. Therefore, the reproductive mode of the
pollinator has a clear incidence on the type of embryological processes occurring in ovules
of facultative apomictic plants, determining whether the seed is formed via apomixis or via

sexual means.
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Introduccidn general

Género Paspalum

El género Paspalum pertenece a la familia de las gramineas (Poaceae = Gramineae)
y posee un importante niumero de especies. Se estima que contiene entre 330 y 400
especies segun diferentes taxdnomos especialistas en el género (Chase, 1929; Zuloaga y

Morrone, 2005, Ortiz et al., 2013).

Salvo muy raras excepciones, las especies de Paspalum son originarias de América,
desde las zonas tropicales hasta superar los 412 de latitud sur en Chile y Argentina, y hacia
el norte hasta la zona central y el noreste de Estados Unidos de América. Existe dentro del
género una gran variacion morfolégica que ha llevado a distribuir a las especies en
subgéneros o en distintos “grupos” taxonédmicos subgenéricos. La organizacién taxonémica
de las especies del género Paspalum esta dividida en tres subgéneros: Anachyris (Nees)
Chase, Ceresia (Pers.) Rchb., y Paspalum propiamente dicho. El subgénero Paspalum
aglomera el mayor nimero de especies y la mds amplia variacién morfoldgica entre ellas.
La amplia diversidad de adaptaciones ecoldgicas exhibidas por este grupo de plantas
(Chase, 1929; Parodi y Nicora, 1966; Parodi, 1969; Zuloaga y Morrone, 2005) esta
sustentada en la variedad de estrategias reproductivas observadas en las distintas especies
de Paspalum (Quarin, 1992) sin dudas, con una gran influencia en el desarrollo evolutivo
del género. El uso de “grupos” como categoria secundaria informal entre los rangos de
género y especies fue establecido por Chase, 1929 y libremente utilizado desde entonces
en la bibliografia taxondmica (ver Articulo 4 de The international Code of Nomenclature for
algae, fungi and plants-Melbourne Code- http://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php
para la aceptacion oficial de rangos secundarios en secuencia descendente de género y
especies y por debajo del rango de especies). Cabe aclarar que, en la bibliografia
taxondmica, desde hace décadas se aceptan, ademds de unos pocos subgéneros

oficialmente descriptos como tales, los agrupamientos subgenéricos de especies por

-
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afinidades morfoldgicas. Se designan como grupos subgenéricos, aunque no han sido nunca
descriptos formalmente como subgéneros (Zuloaga y Morrone, 2005; Rua y Speranza,
2010). A falta de una revision exhaustiva y moderna, la gran mayoria de las especies
incluidas en esos “grupos”, en realidad son mantenidas por conveniencia como

pertenecientes al subgénero Paspalum propiamente dicho (Zuloaga y Morrone, 2005).

Una revisién rapida de la bibliografia sobre sistemas de reproduccién en Paspalum
indica que muchas de las especies del género son de reproducciéon apomictica. Se han
estudiado en este aspecto cerca de 90 especies y mas de 50 de ellas se reproducen por
apomixis o incluyen citotipos que son apomicticos. Es bastante frecuente que las especies
de este género estén constituidas ademas por distintos citotipos, es decir, que, para una
especie, pueden existir biotipos con distintos nimeros de cromosomas. Generalmente
estas especies son multiploides con citotipos diploides (2x) sexuales y citotipos poliploides
(mayormente tetraploides) apomicticos (Quarin, 1992). Como sucede en la mayoria de las
especies apomicticas de angiospermas, existe una marcada relacion de la apomixis con la

poliploidia.
Sistemas reproductivos

La mayoria de las angiospermas se propagan a través de semillas que surgen de un
proceso de reproduccién sexual. Los gametos se generan por mitosis post meidtica que se
fusionan durante un proceso de doble fecundacion para iniciar el desarrollo del embridny
del endospermo. Sin embargo, cerca de 400 especies de plantas pertenecientes a unas 40
familias distintas, incluyendo tanto dicotiledéneas como monocotileddneas, se reproducen
por medio de apomixis (Grossniklaus, 2001; Tucker y Koltunow, 2009). El proceso
embrioldgico de la reproduccidon apomictica no incluye ni la meiosis ni la fecundacién para
la formacién del embridn y, de esa manera, el nuevo individuo lleva exactamente la misma
informacién genética que la planta que le da origen. Es un sistema de clonacién natural por

medio de semillas.
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Reproduccion sexual

La variacion genética esta asociada a la reproduccién sexual, pero ésta también
implica gasto de tiempo y energia (Asker y Jerling, 1992). La recombinacién genética y la
creacion de nuevos genotipos son una de las principales caracteristicas de la reproduccién

sexual.

El ciclo de vida de las angiospermas se ve alternado por una generacién esporofitica
(2n) y una gametofitica (n). La alternancia de generaciones es una caracteristica con
implicancias importantes en la formacion de los gametos y la embriogénesis (Gifford y
Foster, 1989, Walbot, 1996). Las células madres de las megasporas y las de las microsporas,
mediante un nimero limitado de divisiones mitdticas son responsables de desarrollar el
megagametofito (saco embrionario) y el microgametofito (grano de polen), estructuras que
portaran los gametos femeninos (ovocélula) y masculinos (células espermaticas),

respectivamente.

Las megasporas, células con nimero cromosémico reducido a la mitad (n), se
generan como producto del proceso denominado megagametogénesis (Maheshwari,
1950). Este proceso puede tener algunas particularidades, las que no consideraré aqui por
brevedad o porque no atafie al material en estudio, pero que en general en angiospermas
se inicia a partir de una célula especializada de la nucela del évulo, el megasporocito o célula
madre de las megasporas (CMM), donde ocurre divisién meidtica que genera cuatro células
hijas haploides (n). Generalmente, tres de estas células degeneran y la restante da origen,
mediante tres divisiones mitdticas sucesivas, a un saco embrionario o megagametofito. Por
ser un producto de la meiosis se los denomina saco embrionario meidtico. A los sacos que

se forman a partir de una sola megaspora se los denomina monospéricos (Figura 1).
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Figura 1: Esquema representativo de los diferentes modos reproductivos en Angiospermas

(adaptado de Ozias-Akins y van Dijk, 2007 y Rebozzio, 2009). En celeste se representan las
células de la nucela. a) Reproduccion sexual: La CMM entra en divisidn meidtica formando
4 células haploides, 3 degeneran y la restante da origen a un saco embrionario meiético; la

doble fecundacion origina el embridn y el endospermo. b) Diplosporia: La CMM por un
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proceso meidtico aberrante e incompleto origina 2 células diploides, de las cuales una
degenera y la otra da origen, a través de divisiones mitdticas, a un saco embrionario
diplospdrico. Por partenogénesis la ovocélula origina el embridn, mientras que la
fecundacién de los nucleos polares (pseudogamia) da origen al endospermo. c) Aposporia:
La CMM genera por meiosis 4 células que degeneran. Los sacos embrionarios aposporicos
se desarrollan a partir de una célula somatica de la nucela, que luego de 2 divisiones
mitdticas sucesivas se originan 4 células y 5 nucleos, que forman un saco embrionario. El
embridn se origina por partenogénesis, mientras que la fecundacion de los nucleos polares
(pseudogamia) da origen al endospermo. d) Embrionia adventicia: Dentro del dvulo se
desarrolla un saco embrionario meidtico y a partir de células de la nucela se desarrollan
embriones adventicios que luego invaden el saco embrionario donde se desarrollan. CMM:
célula madre de la megaspora, o: ovocélula, s: sinérgidas, a: antipodas, np: nucleos polares,

e: embridn, en: endospermo, ea: embrién adventicio.

Dentro de los denominados sacos monospéricos podemos encontrarnos con sacos
embrionarios constituidos por 7 células y 8 nucleos: la ovocélula y dos sinérgidas ubicadas
en la regién micropilar, una célula central binucleada y tres antipodas en la region de la
chalaza. A esta clase de saco embrionario se conoce como “tipo Polygonum” por haber sido
descrito originalmente por Strasburger para el género Polygonum (Maheshwari, 1950). El
saco embrionario de tipo Polygonum estd presente en mas del 70% de las plantas con flores
y ocurre de manera exclusiva en el 53% de las familias estudiadas por Carman (1997),
incluyendo familias econdmicamente importantes: Brassicaceae (Arabidopsis, Capsella,
Brassica), Gramineae (maiz, arroz, trigo), Malvaceae (algoddn), Leguminoseae (porotos,
soja) y Solanaceae (pimiento, tabaco, tomate, papa, petunia) (Maheshwari, 1950; Willemse

y Went, 1984; Haig, 1990; Huang y Russell, 1992).

En un nimero muy importante de gramineas, el saco tipo Polygonum tiene la
particularidad de que las antipodas se dividen muchas veces por mitosis formando una

masa de células en lugar de las tres que conforman normalmente el tipico saco Polygonum.




Introduccion general

Si consideramos los eventos que llevan a la formaciéon del embrién, debemos
empezar desde el micro y el megasporangio. El microsporangio esta constituido por los
sacos polinicos, dentro de la antera. En cada célula madre del polen, contenida en dichos
sacos se produce la meiosis que conduce a la formacién de las microsporas (grano de polen)
y oportunamente al gametofito masculino. Similarmente, el megasporangio es
generalmente en gramineas una célula diferenciada de la nucela del évulo. Es alli donde a
partir de la meiosis se forman las megasporas y, a partir de la megaspora funcional, se forma
el gametofito femenino o saco embrionario. Luego de la fecundacién se produce el embrién
y el endospermo, mientras que todo el dvulo con sus estructuras se convertird en la semilla

que originara la proxima generacion (Maheshwari, 1950).

Entonces, la divisién meidtica de las células madres del polen origina 4 microsporas
haploides que formaran los granos de polen. Una primera division mitdtica seiala el final
de estado de microspora e inicia el desarrollo del polen o gametofito masculino. La primera
mitosis origina, dentro del grano de polen, una célula vegetativa y otra generativa. La célula
vegetativa tiene como funcién primera dirigir el desarrollo del tubo polinico a través del
pistilo, durante el proceso de polinizacién-fecundacion. La célula generativa, se divide por
mitosis una vez mas para dar origen a dos gametos masculinos, los cuales llevan a cabo la
doble fecundacion que es caracteristica de la mayoria de las angiospermas (Maheshwari,
1950). En alrededor del 70% de las angiospermas, esta ultima division mitdtica ocurre recién
después de la germinacién del tubo polinico, por lo que en el momento de la dehiscencia
de las anteras el grano de polen se libera en estado bicelular (Brewbaker, 1967; Knox et al.,
1986). Sin embargo, en algunas especies como las gramineas, la célula generativa se divide
precozmente formando un grano de polen maduro, completando de esa manera el
gametdfito masculino o microgametofito, el cual contiene tres células haploides (n): la

vegetativa y dos gametos masculinos (Knox, 1984).

La formacidn de la semilla ocurre después de producida la doble fecundacidn. El
microgametofito deposita dos gametos haploides dentro del megagametofito a través del

tubo polinico que penetra el évulo. Un gameto (n) fecunda la ovocélula (n) y forma el zigoto
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(n+n=2n) a partir del cual se desarrolla el embridn; el otro gameto del tubo polinico (n)
fecunda la célula central binucleada (n+n) y origina el endospermo [(n+n)+n=3n]
(Mascarenhas, 1989). La unién de un gameto femenino con uno masculino para formar el

zigoto, nuevamente implica recombinacion génica en el origen de un nuevo individuo.

El proceso de reproduccidn sexual es un mecanismo orientado a explotar la
variabilidad genética presente en los organismos. Sin embargo, el 0,1% de las especies de
angiospermas exhiben modificaciones durante el desarrollo de la megaspora y del
megagametofito, y en la formacién del embrién y endospermo, que conducen a la
produccién de semillas mediante un proceso asexual denominado apomixis o

agamospermia.

Reproduccion apomictica

En las plantas Angiospermas, la apomixis es el sistema de reproduccién asexual
(agdmica) a través de semillas, que genera progenies maternas cuyos individuos son
normalmente copias genéticamente exactas a la planta madre (Nogler, 1984). El término
apomixis deriva del griego “apo” (falta o ausencia) y “mixis” (unién o mezcla) y equivale a
la antigua palabra “Agamospermia” también derivada del griego que significa: semilla-sin-
gametos. Por lo tanto, apomixis hace referencia a la forma de reproduccion con desarrollo
del embridn sin fecundacién (partenogénesis), y del endospermo sin fecundacion de los
nucleos de la célula central o con fecundacién (pseudogamia). Es decir, no sucede la unién
entre la ovocélula y el nucleo espermatico como es una caracteristica de la reproduccidn
sexual, la consecuencia es el desarrollo del embridn por partenogénesis en la formacién de

la semilla.

Este sistema de reproduccién fue descubierto por primera vez por J. Smith en 1841
en Alchornea ilicifolia (Js. Sm.) Mill. Arg. cuando un ejemplar femenino de esta especie
dioica, llevado desde Asia a los Kew Gardens de Richmond cerca de Londres, se encontraba

creciendo en forma aislada, florecié y produjo semillas en abundancia. De este modo puso
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en evidencia a la apomixis y permitio el estudio de este tipo particular de reproduccién.
Rosenberg (1907) fue quien observé que la aposporia ocurre en angiospermas, a través de

estudios citolégicos en Hieracium.

En la década de 1980, se publicé una muy completa, detallada, y bien ordenada
revision bibliografica mundial de todo lo que hasta alli habian informado destacados
investigadores estudiosos de la apomixis en plantas angiospermas. En esa extraordinaria
revision de Nogler (1984) podemos encontrar informacién basica muy precisa de los
mecanismos citoembrioldgicos y las consecuencias genéticas de la apomixis, incluyendo un
analisis critico de la terminologia, algo dispersa, utilizada desde principios del siglo XX de la

descripcién de este sistema reproductivo.

A continuacidén, se realiza un pequefio compendio de los conocimientos basicos
recopilados, ordenados y comentados por Nogler (1984) para las diferentes formas de
apomixis, y eventualmente enriquecidos por autores posteriores, los que serdn referidos

cuando correspondiere.

Tipos de Apomixis
El proceso apomictico se desarrolla sin reduccién cromosdmica, recombinacidn ni
singamia (Hanna y Bashaw, 1987). De acuerdo a cémo y dénde se forma el embridn, la

Agamospermia puede clasificarse fundamentalmente en dos formas de reproduccién:

apomixis esporofitica (embrionia adventicia) y apomixis gametofitica.

Embrionia adventicia

En la embrionia adventicia, el embridn, nuevo esporofito, proviene directamente de
una célula somatica del o6vulo, usualmente de la nucela (embridn nucelar). Sélo el
endospermo es producido en el saco embrionario. Esta clase puramente esporofitica de

agamospermia es comun que produzca poliembronia. Generalmente se forman embriones
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multiples (esporofiticos) que comparten el ovario junto con el embrién de origen sexual y
utilizan su endospermo para desarrollarse. Las células nucelares destinadas a formar
embriones se diferencian morfolégicamente de las otras células normales por tener un
nucleo grande y el citoplasma denso (Wilms et al.,, 1983; Bruck y Walker, 1985). Se
desconocen los mecanismos especificos por los cuales se forman embriones nucelares de
sélo algunas células nucelares (Koltunow, 1993). La embrionia adventicia existe en algunas
familias de angiospermas, mayormente en Rutdceas, donde es particularmente tipica en

varias especies del género Citrus (Koltunow, 1993).

Apomixis gametofitica
El gametofito femenino se forma a partir de una célula inicial del saco embrionario.

Este es el tipo de apomixis mas frecuente y es el que ocurre en gramineas. Aqui cabe hacer

la distincion entre diplosporia y aposporia.

Diplosporia

Nos referimos a diplosporia cuando un saco embrionario se origina de una célula
generativa (célula arquesporial femenina, célula madre de las megasporas), ya sea porque
se produce un nucleo de restitucién debido una meiosis andmala (tipo Taraxacum vy tipo
Ixeris), o ya sea porque su nucleo se divide directamente por mitosis como sucede en el tipo
Antennaria. Si bien existen algunas variantes, en todos los casos el saco maduro es

semejante a un saco de tipo Polygonum (Asker y Jerling, 1992, Koltunow, 1993).

Aposporia
El saco embrionario apospérico, se origina por megagametogénesis a partir de una

célula somatica del évulo (generalmente de la nucela). En cada évulo se pueden diferenciar
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y desarrollar uno o mas sacos apospoéricos. Existe una gran variabilidad de sacos
embrionarios apospéricos en angiospermas, pero falta en la bibliografia una revisiéon
integral de este tema que permita proponer una terminologia completa para clasificar esa
variabilidad. No obstante, se utilizan ciertos términos que refieren a algunas formas mas
conocidas de sacos apospodricos. Por ejemplo, los sacos apospdricos tipo Panicum que
surgen cuando en una primera mitosis de la megagametogénesis los dos nucleos
permanecen proximos entre si en un extremo del saco en desarrollo (divisién monopolar).
En general, al final de este proceso apospdrico, el saco embrionario no tiene antipodas y
gueda constituido por cuatro células no reducidas (2n): una ovocélula y dos sinérgidas hacia
la micrdépila, y una gran célula central uninucleada (Savidan, 1978). Este saco aposporico de
tipo Panicum es caracteristico de la graminea Panicum maximum Jack.! y de varias especies

de Brachiaria (especies de gramineas que actualmente se incluyen en el género Urochloa).

Otra clase de saco apospérico, mencionado en algunas angiospermas, se produce a
partir de una célula de la nucela del 6vulo, cuando al final de la primera mitosis de una
megagametogénesis bipolar, cada nucleo telofdsico se ubica en polos opuestos separados
por una vacuola central, como sucede en los sacos de “tipo Hieracium” (Rosenberg, 1907;
1930). Asi, la formaciéon del saco apospérico “tipo Hieracium” se produce luego de
completar tres divisiones mitéticas, dando lugar a 8 nucleos distribuidos en siete células: la
ovocélula, dos sinérgidas, la célula central binucleada y tres antipodas, conformando una
estructura similar a los sacos tipo Polygonum en las especies sexuales. La diferencia reside
en que los nucleos son diploides (2n), incluidos los dos de la célula central, mientras que en

los de tipo Polygonum todos son haploides (n).

Sin embargo, ademas de la aposporia con gametofitos femeninos de tipo Hieracium
y Panicum vale mencionar lo que ocurre en muchas gramineas del género Paspalum L.,
género en que se centran los objetivos de la presente tesis. De hecho, el sistema que
involucra en general a la agamospermia, y concretamente a la aposporia, tiene algunas

particularidades caracteristicas en este género. Por ejemplo, la meiosis femenina

! =Megathyrsus maximus (Jacg.) B. K. Simon & S.W. L. Jacobs; = Urochloa maxima (Jacg.) R. Webster.
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generalmente sucede en los évulos de las especies apomicticas de este género, aunque
frecuentemente todos los productos de la meiosis (megasporas) abortan v,
simultaneamente, del esporofito circundante (nucela) se diferencian una o varias células
iniciales de aposporia, las que dan lugar a uno o mas sacos apospdricos. Sin embargo, en la
mayoria de las especies apomicticas de Paspalum, aunque en forma eventual, la meiosis
puede ser funcional y en ese caso, en el mismo évulo puede formarse un saco meidtico, el
cual puede estar solo en ese évulo, o mds frecuentemente coexistir con el o los sacos
aposporicos, dando lugar a un évulo mixto (Quarin et al., 1982). En suma, una especie de
Paspalum, o un genotipo particular de una especie, se considera de reproduccién sexual
cuando en el évulo se desarrolla exclusivamente un saco embrionario meidtico. Las especies
gue potencialmente pueden desarrollar indistintamente dévulos con uno o mdas sacos
aposporicos, o dvulos mixtos, o eventuales évulos con un saco meidtico, se consideran que
son apomicticas. Cuando determinamos que, en una planta, la sumatoria de los évulos con
un saco meidtico mas los dvulos mixtos, es cercana o supera la mitad del total de los évulos

observados, podemos convenir que la misma es apomictica facultativa (Quarin et al., 1982).

Dependiendo de las especies, los sacos apospdricos de Paspalum son muy variables
en cuanto a forma, nimero de células, tamafio, ademas de su ubicacidn, orientacién y
cantidad por 6vulo. Por lo general, son de forma ovalada, con una ovocélula (2n) y una
célula central binucleada muy vacuolizada con los dos nucleos polares (ambos 2n) ubicados
hacia la ovocélula. También pueden tener una o dos células sinérgidas junto a la ovocélula.
En resumen, toda la variacion que existe en los sacos apospoéricos mas comunes en especies
de Paspalum tienen, ademas de la ovocélula, y como caracteristica destacada de todas ellas:
dos nucleos polares 2n en la célula central y carecen totalmente de antipodas. Es lo que se
ha dado en llamar tipo Paspalum (Ortiz et al., 2013). Excepcionalmente se han mencionado
sacos embrionarios apospodricos del tipo Hieracium en dos especies: P. secans Hitchc. &

Chase (Snyder, 1957) y P. simplex Morong (Caponio y Quarin, 1987; Caceres et al., 2001).

Por lo tanto, en Angiospermas, a diferencia de la diplosporia, en las plantas

apospodricas es comun que se desarrollen mas de un saco embrionario apospdrico en un




Introduccion general

mismo évulo. Es mas, pueden coexistir el proceso sexual y el apomictico al mismo tiempo
(Quarin et al., 1980a; Quarin et al., 1982; Grossniklaus et al., 2001; Naumova y Vielle-
Calzada, 2001). Observaciones citoldgicas de diferentes especies que presentan este modo
reproductivo mostraron que las células apospdéricas iniciales pueden diferenciarse de la
nucela préxima a las células madres de las megasporas (CMM) en cualquier estadio de la
megasporogénesis 0 megagametogénesis. Cuanto mas temprano ocurre esta
diferenciacién, es mas probable que el proceso sexual sea inhibido (Nogler, 1984). En una
proporciéon muy alta de especies de Paspalum, se puede observar la coexistencia de un saco
embrionario meidtico de tipo Polygonum con uno o mas sacos apospoéricos en el mismo
ovulo (évulos mixtos), aunque el porcentaje de édvulos mixtos es variable en esas especies
apomicticas y, en general, en la mayoria de ellas suele ser muy baja la incidencia de sacos

meidticos, predominando los évulos con exclusivamente saco/s aposporico/s.

Asi como en la apomixis es importante el hecho que la diplosporia y la aposporia
inhiben o de alguna manera evitan la meiosis, también son igualmente importantes los
mecanismos que impiden la fecundacién de la ovocélula no reducida (salvo rarisimas
excepciones), y mantienen la capacidad de los évulos de desarrollar asexualmente semillas

por partenogénesis.

Mientras que, en una planta sexual, tanto la ovocélula como la célula central deben
ser fecundadas para generar semilla viable, en una planta con apomixis gametofitica sélo
se necesita, en general, la fecundacién de la célula central, no de la ovocélula. Tanto en la
aposporia como en la diplosporia, el gameto femenino no reducido inicia el desarrollo del
embridn directamente por partenogénesis, sin necesidad de que la ovocélula haya sido
fecundada (Savidan, 2000). El endospermo en cambio, puede iniciar su desarrollo sélo luego
de la fecundacién de la célula central (apomixis pseudégama), o prescindiendo de ella
(apomixis auténoma) (Ford y Richards, 1985; Noyes y Rieseberg, 2000). La gran mayoria de

las especies apomicticas de Paspalum son apospdricas y pseuddgamas.

De hecho, el sistema de reproduccién apomictico, con sus variantes, fue reportado

para mas de 500 especies (Nogler 1984; Hanna y Bashaw, 1987, Savidan, 2000), distribuidas
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en 40 familias de plantas y mds cominmente en las familias de Gramineae, Compositae,
Rosaceae, y Rutaceae (Hanna y Bashaw, 1987). Se considera que la apomixis ha
evolucionado como un sistema de reproduccion alternativo a la sexualidad en
angiospermas a través de la reformulacidon de los programas de desarrollo del ovario
(Koltunow, 1993). Este modo reproductivo es especifico del gametofito femenino (Nogler,
1984), aunque existen excepciones (Pichot et al., 2001). Las tres subfamilias de Poaceae con
la mayor proporcion de géneros que combinan modos reproductivos apomicticos y sexuales
(por ejemplo: 13,03% en Panicoideae, 8,27 % en Chloridoideae y 5,29 % en Pooideae),
presentando Paspalum 45 especies apomicticas como minimo, las que representan el 9%
del total de especies de plantas apomicticas conocidas hasta el momento. (Ortiz et al., 2013;

Galdeano et al., 2016).

Esta tesis trata dos temas especificos ligados a Paspalum y los sistemas reproductivos.
En la introduccidn particular a cada tema se establecen las correspondientes hipotesis y
objetivos respectivos.

En el primer capitulo, se abordd el contenido relativo de ADN de un numero
representativo de especies del género, abarcando ampliamente su distribucién, en relacion
a diferentes caracteristicas (ploidia, sistemas reproductivos y caracteristicas morfoldgicas).

En el segundo capitulo, se estudid la implicancia del aporte de los gametos
progenitores en la formacién de semillas en cruzamientos entre genotipos

reproductivamente diferentes en Paspalum notatum.




Objetivos generales

Objetivos generales

Conocer el contenido relativo, y promedio de ADN por cromosoma de varias
especies de Paspalum (aproximadamente el 10% de las que constituyen el género),
considerando los distintos niveles de ploidia en cada especie y abarcando especies

de diferentes grupos subgenéricos.

Conocer cuales son, tanto la relacién de contenido genémico embrién:endospermo

como la relacién materno:paterna en el endospermo.




Cap 1. Introduccién

Capitulo 1

. Introduccion

1.1 Tamaiio del genoma y sus relaciones

La importancia bioldgica y evolutiva de la variacion en el contenido de ADN es aun

un rompecabezas sin resolver en la biologia evolutiva (Johnston et al., 2005).

La terminologia al respecto del contenido de ADN, ha sido propuesta por
Greilhuber et al (2005) y denominan valor C al tamafio de genoma holoploide, refiriéndose
al contenido nuclear de ADN, no replicado, del complemento cromosdmico completo de un
organismo; mientras que el valor Cx se refiere al tamafio del genoma monoploide, es decir,
el contenido de ADN del juego basico de cromosomas al que usualmente llamamos nimero

bdasico de cromosomas y se representa con una x.

Se ha relacionado el tamafio del genoma con varios aspectos de la historia de vida
de una especie y también de un género. Por ejemplo se ha demostrado que el tamafio del
genoma estd relacionado con aspectos taxondmicos de géneros, familias e inclusive
categorias superiores (Ohri, 1998; Ohri y Khoshoo, 1986; Ohri et al., 1998; Chrtek et al.,
2009), evolucién del genoma vy filogenia (Enke et al., 2011), se ha demostrado que las
plantas autégamas suelen tener menor tamafio de genoma que sus parientes aldgamas
(Labani y Elkington, 1987; Albach y Greilhuber, 2004), las especies anuales tienden a tener
un tamano de genoma menor al de las especies perennes relacionadas (Bennett, 1972;
Rejmanek y Richardson, 1996), probablemente debido a que el ciclo de vida de plantas
anuales esta ligado con la autogamia (Albach y Greilhuber, 2004).También se estudiaron la
relacién entre tamafio de genomay factores ecolégicos, (MacGillivray y Grime, 1995; Knight
et al., 2005), resistencia a heladas (MacGillivray y Grime, 1995), fitomejoramiento (Riera-
Lizarazu et al., 1996), conservacion (Rejmanek y Richardson, 1996), fisiologia y desarrollo
vegetal (Butterfass, 1995; Xia, 1995; Bharathan, 1996; Raven, 1999) Otra caracteristica que
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ha sido relacionada con el contenido de ADN y que resulta de especial interés es el modo
de reproduccion. Matzk et al. (2003) demostraron que en el género Hypericum las especies
apomicticas de Ascyreia, tienen genomas con un mayor contenido de ADN que cualquier
otra especie del género. El tamafio del genoma también ha sido relacionado con el nivel de
ploidia. Independientemente de la variacion que pueda existir entre distintos grupos de
angiospermas, sean entre familias, géneros o agrupamientos de especies, se podria esperar
gue el tamano del genoma holoploide representado con el valor C, tomado segun la
definicion de Greilhuber et al. (2005), deberia aumentar dentro de cada grupo en
proporcién directa con el aumento de ploidia. Sin embargo, Leitch y Bennett (2004), en una
revision de mas de 3000 especies de angiospermas examinadas, concluyen que: i) el
promedio del contenido de ADN en su valor 1C no aumenta exactamente en proporcién
directa con el aumento del nivel de ploidia y, ii) la cantidad de ADN del genoma bdasico (Cx)
(calculado a partir de la division del valor 2C por el nivel de ploidia) tiende a decrecer con el
aumento de ploidia; marcandose de esta manera una tendencia general de reduccidon del

tamafio del genoma basico con el incremento de la ploidia.

1.2 Relacion entre la poliploidia y los sistemas reproductivos en Paspalum

La particularidad de Paspalum es que la mayoria de las especies son poliploides (80%
segln Quarin, 1992) y la mayor parte de los poliploides son en realidad especies
multiploides. Los citotipos poliploides de las especies multiploides son generalmente
autotetraploides, pero también se ha podido constatar la existencia de series mas
complejas donde pueden intervenir, ademas del citotipo diploide sexual, otros niveles de
autoploidia, como ser: triploides (3x), pentaploides (5x), hexaploides (6x) y heptaploides
(7x). La apomixis en estos poliploides siempre es mayoritaria, aunque en todos ellos la
expresion es muy elevada y la sexualidad es solo eventual (Rebozzio et al., 2011; Sartor et
al., 2011; Hojsgaard et al., 2013). En el género también se han reportado especies
poliploides en cuyo origen seguramente intervino tanto la hibridacién interespecifica como

la poliploidizacidn, es decir, la aloploidia (Burson et al., 1973; Burson 1978, 1983, 1991,
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Rosso et al., 2022). Estas especies son menos frecuentes que los multiploides
(generalmente autopoliploides) en el género. En algunos casos se trata de especies de
reproduccidn sexual como por ejemplo P. boscianum Fliggé, P. flavescens (Rosen., B.R.
Arrill. & lzag.) Speranza & G.H. Rua (4x), P. plurinerve Quarin, Valls & V.C. Rosso (4x), P.
urvillei Steud. (4x), P. regnellii Mez (4x), P. dasypleurum Kunze ex Desv. (4x), P. conspersum
Schrad. (6x), mientras que otros son apomicticos como ser: P. dilatatum Poir. (5x), P.
dilatatum var. chiru Millot ex Speranza & G.H. Rua (6x), P. dilatatum var. uruguaianense |.L.
Barreto ex Valls & G.H. Rua (6x), P. torrense |.L. Barreto ex Valls & V.C. Rosso (6x), P. minus

E. Fourn. (5x), P. pauciciliatum (Parodi) Herter (4x) y otros.

Uno de los hechos destacados de las especies multiploides es que los citotipos
diploides son generalmente alégamos debido a un sistema genético de
autoincompatibilidad, mientras que los poliploides son apomicticos pseuddégamos (el
embrion se desarrolla por partenogénesis, pero el desarrollo del endospermo requiere la
fecundacion de los nucleos polares del saco embrionario por parte de un gameto masculina)
y autofértiles (ver ejemplos en Norrmann et al., 1989). Si bien existen numerosos estudios
enfocados en analizar la relacién de la poliploidia con los sistemas reproductivos en
Paspalum, aun no se ha profundizado en el estudio de la posible relacion entre los sistemas

reproductivos y el tamano del genoma.

1.3 Tamaio del genomay el género Paspalum

Para el género Paspalum, existen algunos antecedentes acerca del estudio del
contenido de ADN en relacién principalmente a la ploidia. Vaio et al. (2007), observaron que
existe una disminucién diferenciada en el tamafio del genoma en la transicién desde la
diploidia hacia la poliploidia. Como estas observaciones han involucrado solo algunas de las
especies del género, es interesante establecer si esta tendencia es aplicable a todas las
especies multiploides de Paspalum, teniendo en cuenta que las especies de Paspalum con

que trabajaron Vaio et al. (2007) son aloploides, mientras que la autoploidia aparece como
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el origen mas probable de las especies de multiploides de Paspalum, las que a su vez son
mayoria en este género (Quarin, 1992). Por otra parte, Jarret et al. (1995) establecieron la
ocurrencia de niveles de variacién significativos del contenido de ADN dentro y entre
especies e indicaron, que la determinacidn del mismo podria ser Util para la caracterizacién
e identificacion de citotipos en este género, permitiendo detectar adaptaciones gendmicas
a variaciones ecoldgicas. Si bien estos estudios constituyen un antecedente del analisis de
la variacién en el tamafio del genoma entre las especies de Paspalum, los mismos no han
evaluado si existe relacion entre el tamafio del genomay los sistemas reproductivos u otras

caracteristicas como ser aspectos taxondmicos dentro del género.
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Il. Hipdtesis

v Enlas especies multiploides de Paspalum, el tamafio del genoma monoploide (Cx) es el

mismo para el citotipo diploide que para los citotipos poliploides.

v El tamafio promedio del genoma monoploide (Cx) de las especies apomicticas de
Paspalum es diferente, independientemente del nivel de ploidia, que el promedio de

las especies sexuales.

v La variacién en el tamafio de los genomas de especies de Paspalum esta relacionada
con caracteristicas morfoldgicas que permiten realizar agrupamientos por aspectos

taxondmicos.
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lll. Objetivos

General

e Conocer el contenido relativo, y promedio de ADN por cromosoma de varias especies
de Paspalum (aproximadamente el 10% de las que constituyen el género),
considerando los distintos niveles de ploidia en cada especie y abarcando especies de

diferentes grupos subgenéricos.

Especificos

e Comparar el contenido relativo de ADN (valor Cx) de los diferentes niveles de ploidia

de una misma especie multiploide.

e Relacionar el contenido relativo de ADN (valor Cx) y los sistemas reproductivos

independientemente del nivel de ploidia.

e Contrastar el contenido relativo de ADN (valor Cx) con la variabilidad morfolégica

(agrupamientos taxonédmicos subgenéricos).
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IV. Materiales y Métodos

4.1 Material Vegetal

En el género Paspalum, por debajo del ordenamiento de especie es posible separar
a las mismas en diferentes categorias: desde subespecies o variedades botdnicas a
diferentes citotipos (organismos que provienen de la misma especie, pero presentan
diferente nivel de ploidia) o también biotipos especiales (por ejemplo hibridos
experimentales, poliploides inducidos con colchicina, o colecciones incluidas en alguna
especie pero que presentan caracteristicas morfolégicas o citoldgicas que difieren de la
especie tipo). Teniendo en cuenta estos criterios se examinaron en total 77 entidades, de
las cuales encontramos: especies (50), variedades botdanicas (4), diferentes citotipos o

biotipos especificos (3) (Tabla 1).

En la mayoria de las entidades se analizé un individuo. Excepcionalmente se analizé
mas de una introduccidén (individuos de la misma especie colectados en diferentes

localidades). En total se analizaron 91 individuos.

Las especies del género Paspalum examinadas, estan asignadas taxondmicamente a
tres subgéneros diferentes (Anachyris, Ceresia y Paspalum): Anachyris (representado en
esta tesis por 3 especies); Ceresia (una especie analizada) y Paspalum (46 especies) (Figura
2). Dentro del subgénero Paspalum 42 de las especies analizadas se encuentran incluidas
en 16 categorias taxonédmicas informales (denominadas grupos), mientras que las especies
P. durifolium Mez, P. equitans Mez, P. redondense Swallen y P. rufum Nees no han sido

asignadas aun a ningun grupo informal.

El uso del término “grupos” como una categoria secundaria informal entre los
rangos de género y especies fue establecido por Chase (1929) y utilizada libremente por la
literatura hasta la actualidad (ver el Articulo 4 de The International Nomenclature for algae,
fungi, and plants-Melbourne Code- https://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php para la
aceptacion oficializada de rangos secundarios en descendencia entre géneros y especies, y

debajo del rango de especies).


https://www.iapt-taxon.org/nomen/main.php
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Las muestras de semillas provinieron de colecciones vivas del invernaculo o del
jardin experimental de Paspalum en el campus de la Facultad de Ciencias Agrarias,
Corrientes, Argentina (FCA-UNNE). En la mayoria de los casos el nombre de las
introducciones esta compuesto por una letra y niumeros; las letras corresponden a la inicial
del colector y los niumeros al numero de ejemplar de herbario de dicha introduccion. La
mayoria de los ejemplares estdn depositados en el herbario de Corrientes (CTES). Los
ejemplares que no estdn conservados en CTES corresponden en su mayoria a aquellas
accesiones cuya identificacion se ve precedida con las letras V o TK, las mismas
corresponden a colecciones de J.F.M. Valls o a T. Killen y los ejemplares estan depositados
en Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Embrapa Cenargen (CEN) o el
Smithsonian Institution (US) herbario respectivamente (para ver el cddigo del herbario ver:
http://sweetgum.nybg.org/science/ih/). Rara vez el nombre de la introduccion refleja el

sitio de coleccion.


http://sweetgum.nybg.org/science/ih/
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Tabla 1: Introducciones vegetales utilizadas para el estudio. Identificadas por entidades,

niveles de ploidias y grupos taxonémicos al que pertenecen (especies, variedades, citotipos,

y morfotipos).

Entidades y niveles de ploidias

(especies, variedades, citotipos, y

morfotipos)

Introducciones

Grupos

infragenéricos o

subgenéricos

P. acuminatum Raddie

P. almum Chase

P. arundinellum Mez

P. atratum Swallen

P. buckleyanum Vasey

P. chaseanum Parodi

. commune Lillo

. conjugatum Bergius

. conspersum Schrader

™ © ©

. cromyorrhizon Trin.

P. dasypleurum Kunze ex Desv.

P. dedeccae Quarin

P. densum Poir

P. dilatatum Poir

P. dilatatum Poir var. chiru Millot ex
Speranza & G.H. Rua*

P. dilatatum Poir var. uruguaianense
I.L. Barreto ex Valls & G.H. Rua*

P. durifolium Mez

4x
2x
4x
4x
5x
4x
5x
6x
2x
4x
4x
6x
6x
2x
3x
4x
4x
2x
4x
4x
5x
6x

6x

4x
5x

Q4164
Perichén
Q4165
D&H479
Q4154
V9880
Hojs 355
Hojs 354
AK45457
ST13894
IC139
FCA; N185
M.Mboi
Q3635
Q3635nt
Q4039
V12112
V11796
Q3807
Q4298
B20; AH163
Q4081

V12388

Q3947
V12282

Dissecta

Alma

Quadrifaria

Plicatula

Livida

Plicatula

Virgata

Conjugata

Virgata

Notata

Dilatata

Linearia

Quadrifaria

Dilatata

Sin grupo




P.
P.

equitans Mez

erianthum Nees ex Trin.

P. falcatum Nees ex Steud.

P. fimbriatum Kunth

P. flavescens (Rosen.B.R. Arrill & Izag)

Speranza & G.H. Rua*

P.
P.
P.

P.
P.

guenoarum Arechav.
humboldtianum Fliggé

jonanthum Chase

. kempfii Killeen

. lenticulare Kunth

. lividum Trin.
. macedoi Swallen

. malacophyllum Trin.

. mandiocanum Trin.
. millegrana Schrad.

. minus E. Fourn.

. hicorae Parodi

. notatum Fliiggé natural

Hibrido experimental

var. Saurae Parodi

Diploide tratado con colchicina

Tetraploide Inducido con colchicina
oteroi Swallen

ovale Nees ex Steud.

P. palustre Mez

P. plicatulum Michx

6x
2x
8x
2x
2x

4x
8x
4x
8x
4x
2x
4x
6x
4x
4x
2x

4x
5x
4x
5x

4x
4x
4x
2X
2x
4x
4x
8x
4x
2x
4x

Q4056

Q3683

TK1194

AH882A

W37098; W36875
Q3952; Q4209

TK2390
SV2640
Q3726; Q3777
V4294

TK2272

N188

TK2417; U57; V11724

us4

Hojs 365
TK2323

V14855; V14411

Q4080; Q4112; V11813; TK2449

V12010
Q4297
V14573

Sartor 10
Q4117
Q4188
Q4084
C4-2x
C4-4x
Q4095
Q4083
Bord 110
Honfi 14
Hojs 388
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Sin grupo
Eriantha
Falcata

(Fimbriata)

Dilatata

Plicatula
Subgénero Ceresia

Notata

(Plicatula)

(Plicatula)

(Livida)
(Plicatula)
Subgénero

Anachyris

Corcovadensia
(Quadrifaria)

Notata

Plicatula

Notata

(Plicatula)
Linearia
Plicatula

Plicatula




var. intumescens
P. plurinerve Quarin, Valls & V.C.
Rosso*

P. procurrens Quarin

P. redondense Swallen
P. regnellii Mez
P. rojasii Hackel

P. rufum Nees

P. simplex Morong

P. torrense |.L. Barreto ex Valls & V.C.
Rosso*
P. umbrosum Trin.

P. unispicatum (Scribn.& Merr.) Nash

P. urvillei Steud.
P. sp.nov. (P.urvillei x P.
mandiocanum?)

P. virgatum L.

4x
4x

4x

2x
4x
4x
2x
4x
2x

3x
3x
4x
6x

2x
2x
3x
4x
4x
5x

4x
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Q4087
Q2960

Q4094

V11370R

V10121; V4040; V11900; AH130
AK40732

Q3754

Q3785

Q4109

u3e
u45
Q4126
Q4259

V11828
u1s
Q4211
Q4265
Q4111
V8009

BAA23248

Dilatata

Subgénero
Anachyris
Sin grupo
Virgata
(Plicatula)

Sin grupo

Subgénero

Anachyris

Dilatata

Paniculata

Decumbentes

Dilatata

(Dilatata)

Virgata
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Figura 2: Especies de Paspalum examinadas, representantes de los diferentes grupos
taxondmicos y detalles de sus inflorescencias. A y B) Especies pertenecientes al grupo
Notata. A) P. cromyorrhizon, Q3665, en el detalle se observan la inflorescencia: a la
izquierda Q3635 (2x) y a la derecha Q4039 (4x). B) P. notatum, N160 C) Subgénero Anachyris
P. malacophyllum TK2449, D) Grupo Dilatata P. dilatatum var. chiru Q4081 vy E) Sin grupo P.

rufum. Q3785.
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5.2 Nivel de ploidia

Los niveles de ploidia para muchas de las introducciones fueron determinados con
anterioridad y reportados en diferentes publicaciones por el grupo de investigadores de
Paspalum de la FCA-UNNE. Para el resto de las accesiones el nUmero cromosdmico se

determind en puntas de raices con la técnica descripta por Norrmann et al. (1994).

4.2 Determinacion de sistema reproductivo

Para el analisis de las semillas por la técnica de citometria de flujo (FCSS), se
utilizaron los siguientes citdmetros de Flujo: Partec Flow Cytometer CA, perteneciente al

IPK, Gatersleben, Alemania y Partec PA Il del Instituto de Botdnica del Nordeste, Corrientes,

Argentina. Se utilizo el kit CyStain UV Precise P ®(05-5002) de Partec.

La preparacidon de las muestras y la interpretacién de los histogramas se realizd
siguiendo las técnicas descritas por Matzk et al. (2000). Una vez escarificadas las semillas,
los cariopses fueron colocados en una caja de Petri, en la cual se adiciond 0,5 ml del buffer
de extraccion y se triturd finamente el material con una hoja de afeitar. Dejando reposar en
el buffer de extraccidon por 1 minuto aproximadamente, luego la muestra fue filtrada a
través de una malla de 30 um y pasada a un tubo para su medicién, al cual se le adicioné
1,5 ml de buffer de tincién con DAPI (4, 6-diamidino-2-fenolindol). Esta mezcla fue
incubada durante 1 minuto en frio y oscuridad, y luego analizada a través del citdbmetro de
flujo con el detector operando a 350 nm. Las mediciones de intensidad de fluorescencia de
los nucleos tenidos se realizaron en escala linear, se examinaron aproximadamente 3000

nucleos por muestray un CV< 8%.

Se examinaron aproximadamente entre 15-25 semillas por cada entidad, con la
intencién de analizar el modo reproductivo y de establecer el contenido relativo de ADN
correspondiente a cada entidad. El protocolo propuesto por (Matzk et al., 2000) permite el

andlisis de semillas en grupos (“bulks”) o semillas individuales. Para este trabajo se

Wi

(37)
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analizaron las semillas de forma individual, procedimiento que permitié revelar mas
claramente la existencia de apomixis facultativa que si el analisis se hubiese realizado en

“bulks”.

4.3 Modo Reproductivo

En el FCSS se siguid la forma presentada por Matzk et al. (2000), el cual permite
discriminar aquellas semillas originadas por sexualidad de las que fueron originadas por via
apomixis mediante la comparacion del contenido de ADN del embrién con el contenido de
ADN del endospermo. Por ello (en particular en las especies de género Paspalum) la férmula
2C+3C corresponde a semillas que se originan por sexualidad, mientras que una relacién

2C+5C corresponde a aquellas semillas que se originan por apomixis.

4.4 Contenido relativo de ADN

Para el calculo de contenido relativo de ADN, algunas mediciones se analizaron en
el IPK (Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research) Gatersleben, Alemania;
el contenido relativo de ADN se realizé con mediciones con DAPI, usando como patrén
interno Hypericum maculatum subsp. maculatum (1C relativo = 2,0 pg; (Matzk et al., 2000
y 2003). En Argentina las mediciones las realicé en el Instituto de Botdnica del Nordeste
(IBONE) utilizando al diploide de Paspalum notatum var. saurae como patrén interno (1C
relativo = 1,2 en comparacién con Hypericum maculatum subsp. maculatum). El contenido

relativo de ADN (2C) se calculé a través de la siguiente formula:

(Promedio del pico de la muestra

Promedio del pico del patran )1 2C contenido relativo de ADN del patrén (pg.)

En ambas instituciones se utilizé un citémetro de Partec PA Il y el programa

utilizado para analizar los histogramas fue Flo Max 2.4d.



Cap 1. Materiales y Métodos

4.5 Analisis estadistico

Se realizo el test de Tukey para el analisis de comparacion de pares (ANOVA) para

ello se utilizé el programa InfoStat versién 2014 (Di Rienzo et al., 2014).

El paquete “tidyverse” (Wickham et al., 2019) fue utilizado para la construccién y

analisis de los modelos lineales generalizados, y la construccién de los graficos.
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V. Resultados y discusion

5.1 Nivel de ploidia y contenido relativo de ADN

Los niumeros cromosémicos de las 47 especies utilizadas en esta tesis varian desde
2n= 12 en el citotipo diploide de P. almum Chase hasta 2n= 80 en el citotipo octoploide de
P. erianthum Nees ex Trin., P. humboldtianum Fliggé, P. ionanthum Chase y P. ovale Nees
ex Steud.. Se realizaron recuentos cromosomicos en 32 introducciones (Tabla 2), mientras
que los recuentos de las introducciones restantes fueron realizados en trabajos previos. Tal
como se puede observar en la tabla 2 todas las especies demostraron un juego bdsico de

cromosomas (monoploide) x = 10 a excepcién de P. almum cuyo nimero basico es x = 6.

Tabla 2: Niveles de ploidia y entidades en las cuales los recuentos cromosémicos se

reportan por primera vez.

Entidades y niveles de ploidias

Introducciones 2n
(especies, variedades, citotipos, y morfotipos)

P. accuminatum 4x Q4164 40
P. almum 2x Perichén 12
4x Q4165 24

P. arundinellum 4x D&H479 40
5x Q4154 50

P. atratum 4x V9880 40
P. buckleyanum 5x Hojs 355 50
6x Hojs 354 60

P. chaseanum 2x AKA45457 20
4x ST13894 40

P. dedeccae 2x V11796 20
P. densum 4x Q4298 40
P. durifolium 5x V12282 50
P. fimbriatum 2X W37098,; 20

W36875 20
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P. lenticulare 4x TK2417; 40
us7; 40

V11724 40

6x us4 60

P. millegrana 4x Q4297 40
P. minus 5x V14573 50
P. oteroi 4x Q4095 40
P. ovale 8x Q4083 80
P. palustre 4x Bord 110 40
P. redondense 2x V11370R 20
P. regnellii 4x V10121; 40
V4040; 40

V11900; 40

AH130 40

P. rojasii 4x AK40732 40
P. umbrosum 2x V11828 20
P. sp.nov. (P. urvillei x P. mandiocanum?) 5x V8009 50

El valor 2C de los embriones varia desde 0,5 pg. en el diploide P. fimbriatum Kunth
hasta 6,5 pg en el octoploide de P. erianthum Nees ex Trin.. El contenido relativo de ADN
promedio por cromosoma observado en las especies que presentan x = 10 varia de 0,026
pg en P. fimbriatum (valor 1Cx = 0,257 pg) a 0,100 pg en el citotipo diploide de P.
malacophyllum Trin. y en P. simplex Morong (valor 1Cx = 1,000 pg); mientras que el citotipo
diploide de P. almum Chase presentd un promedio de 0,125 pgy el tetraploide 0,129 pg por
cromosoma con valores de 1Cx de 0,750 y 0,775 pg respectivamente. Esta especie es
interesante ya que presenta un nimero bdsico de cromosomas x=6 y tiene un contenido de

ADN por cromosoma mayor que cualquiera de las otras especies que tienen x= 10.

Los valores obtenidos en el tamafio del genoma son nuevos para 29 de las 50
especies analizadas. Veinte de las 29 especies estan representadas en esta tesis por un
citotipo, cinco por dos citotipos y cuatro incluyen tres niveles de ploidia (ver Tabla 3), las 18
especies restantes fueron reportadas con anterioridad por Jarret et al.,, 1995 y Bennett y

Leitch, 2010. Los valores de tamafio de genoma de 35 especies de Paspalum publicados por
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Jarret et al. (1995) son comparables con los que obtuve en esta tesis ya que en ambos casos
se utilizd DAPI como fluorocromo. Si bien en el trabajo de Jarret et al. (1995) no estan
indicados los nimeros cromosdmicos de las especies e introducciones con que trabajo, es
posible extrapolar los niveles de ploidias, ya que la presencia de aneuploides no es
frecuente en especies de Paspalum. De todos modos, el rango de variacion en los valores
de contenido de ADN observados entre las accesiones de las mismas especies hace que sea
incierta cualquier inferencia acerca del verdadero nivel de ploidia de algunas

introducciones.




Tabla 3: Numeros cromosémicos, contenido relativo de ADN en el nucleo del embrién (valores en pg de 2C y 1Cx), relacion observada

de valores 1C entre los nucleos de embridn y endospermo, sistema reproductivo determinado a través de FCSS y reportes de estudios

embrioldgicos previos para 50 especies de Paspalum incluyendo 77 entidades con un total de 91 introducciones.

Entidades (especies, variedades, Nivel de Introducciones 2n Contenido relativo de ADN Valores C observados embrién + Modos de reproduccién Grupos o
citotipos y morfotipos) ploidia del embrion? (endospermo) Esta Tesis Estudios previos® Referencias Subgéneros
2C (ES) 1Cx FCCS® taxonémicos
infragenéricos(@
P. acuminatum Raddie 4x Q4164 40 2,2+0,065 0,550 2C+(3C) sexf - - Dissecta
P. almum Chase 2x Perichon 12 1,5+0,054 0,750 2C+(3C) sex sex Quarin y Hanna 1980a sub P. Alma
hexastachyum
4x Q4165 24 3,1+0,077 0,775 ap ap Bashaw et al., 1970
P. arundinellum Mez® ax D&H479 40 2,6+0,063 0,650 2C+(6C); 4C+(6C) ap+umg; By +umg ap Bashaw et al., 1970 Quadrifaria
5x Q4154 50 3,140,074 0,620 2C+(6C) ap+umg - -
P. atratum Swallen® ax V9880 40 3,240,057 0,800 2C+(5C) ap ap Quarin et al., 1997 Plicatula
P. buckleyanum Vasey® 5x Hoj355 50 2,4+0,085 0,480 2C+(5C); 2C+(3C) fap ap Burson 1997; Sartor et al., 2011 Livida
6x Hoj354 60 3,0+0,083 0,500 2C+(5C); 2C+(3C) fap ap Sartor et al., 2011
P. chaseanum Parodi® 2x AK45457 20 1,840,062 0,900 2C+(3C) sex sex Espinoza y Quarin 1997 Plicatula
4x ST13894 40 3,7+0,072 0,920 2C+(5C) ap ap Novo et al., 2013 9
©
P. commune Lillo 4x 1C139 40 2,410,067 0,600 2C+(5C) apf - - Virgata =
P
P. conjugatum Bergius 6x FCA 60 60 3,2+0,057 0,530 2C+(5C) apf - - Conjugata 8
N185 c
—+
[«]
Q.
P. conspersum Schrad. 6x M.Mboi 60 3,940,058 0,650 2C+(3C) sex sex Quarin y Hanna 1980b Virgata 8
<
P. cromyorrhizon Trin. 2x Q3635 20 1,410,054 0,700 2C+(3C) sex sex+res apy Quarin et al., 1982 Notata o
(@]
[
3x Q3635nt 30 2,0£0,063 0,667 2C+(~5C); ~2.6C+(~5C); fap (ap+vmg; By+vmg; fap Quarin et al., 1984 g
1.3C+(2C) to 2C+(3C); sex+vfg+vmg =]

3\
A



P. dasypleurum Kunze ex Desv.

P. dedeccae Quarin®

P. densum Poir.®

P. dilatatum Poir

P. dilatatum var. chiru Millot ex

Speranza & G.H. Rua

P. dilatatum var. uruguaianense |.L.

Barreto ex Valls & G.H. Rua

P. durifolium Mez®

P. equitans Mez®

P. erianthum Nees ex Trin.®

P. falcatum Nees ex Steud.©

P. fimbriatum Kunthe

P. flavescens (Rosen., B.R. Arrill. & Izag.)

Speranza & G.H. Rua

P. guenoarum Arechav.

P. humboldtianum Fliiggé

4x

4x

2x
4x

4x

5x

6x

6x

4x

5%

6x

2x

8x

2x

2x

4x

8x

Q4039

V12112

V11796
Q3807

Q4298

B20
AH163

Q4081

V12388

Q3947

V12282

Q4056

Q3683

TK1194

AH882A

W37098
W36875
Q3952
Q4209

TK2390

SV2640

40

40

20
40

40

50
50

60

60

40

50

60

20

80

20

2020

40

40

40

80

2,7+0,075

1,9+0,076

1,5+0,057
3,0£0,079

2,6+0,076

2,6+0,056

3,410,057

3,410,075

2,940,067
3,410,054

4,2+0,064

1,440,054

6,5£0,053

1,6+0,074

0,5+0,063

2,1+0,075

3,6+0,054

3,8%0,057

0,675

0,475

0,750
0,750

0,650

0,520

0,567

0,567

0,725
0,680

0,700

0,700

0,812

0,800

0,257

0,520

0,900

0,475

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(3C)

2C+(3C)
2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(3C)

2C+(~5C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(~5C); 3C+(5C)

2C+(30)

>2C+(~3C); 2C+(~5C)

2C+(5C)

2C+(3C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(3C)

2C+(3C)

2C+(5C)

2C+(4C)

fap

sex

sexf

fap

sexf

ap

fap

ap+vmg; By

sex
fap (sex+vfg+vmg; ap+
vmg)f

ap

fapf
sex’

sex’

ap

aapf

fap

sex

ap

ap

fap

ap

sex+res apy

ap

sex+res apy

ap

Quarin et al., 1982

Quarin y Caponio 1995

Quarin y Burson 1991

Smith 1948; Hayman 1956; Bashaw
y Holt 1958

Burson et al., 1991

Burson et al., 1991

Quarin 1994

Burson 1985

Quarin y Norrmann 1987

Bashaw y Holt 1958

Burson y Bennett 1971a; Espinoza

etal., 2001

Dilatata

Linearia

Quadrifaria

Dilatata

Sin grupo

Sin grupo

Eriantha

Falcata

(Fimbriata)

Dilatata

Plicatula

Subg. Ceresia

p A sopelnsay ‘T de)
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P.

P.

P.

P.

P.

P.

o

R

o

R

R

ionanthum Chase

kempfii Killeen®

lenticulare Kunth®

lividum Trin.

macedoi Swallen®

malacophyllum Trin.

mandiocanum Trin,

millegrana Schrad.®

minus E. Fourn.®

nicorae Parodi

notatum Fluggé var. notatum

Experimental hybrid

4x

8x

4x

2x

4x

6x

4x

4x

2x

4x

5x

4x

5x

4x

4x
4x

Q3726
Q3777
V4294
TK2272
N188
TK2417
us7

V11724
us4

Hoj365

TK2323

V14855
V14411
Q4080
Q4112
V11813
TK2449

V12010

Q4297

V14573

Sartor 10

Q4117
Q4188

40

40

80

40

20

40

40

40
60

40

40

20
20
40
40
40
40

50

40

50

40

40
40

2,740,068

5,2+0,066

3,940,064

1,5+0,078

3,0£0,74

4,5+0,069

2,7+0,084

3,140,076

2,0+0,078

3,410,075

2,6+0,075

3,1+0,057

3,240,078

3,3+0,055

2,240,056
2,140,057

0,675

0,650

0,975

0,750

0,750

0,750

0,675

0,775

1,000

0,850

0,520

0,775

0,640

0,825

0,550
0,525

2C+(3C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(5C)

2C+(3C)

2C+(5C); 3C+(5C)

2C+(5C); 2C+(3C); 3C+(5C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(5C)

2C+(3C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(6C); 4C+(6C)

2C+(3C)

2C+(6C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(5C)
2C+(3C)

sex

fap

apf

sex

ap, By

fap, By

fap

apf

sex

fap

ap+umg; By+umgf
sexf
ap+umg

fap

ap

sex+res apy

ap

sex

ap; fap

fap

sex+res apy

fap

ap (dy+apy)

ap

ap; fap

Quarin y Norrmann 1987; Burson y
Bennett 1970b sub P. guaraniticum

Burson y Bennett 1970b

Espinoza et al., 2001 sub P.
limbatum Henr.

Espinoza et al., 2001

Burson y Bennett 1971a; Sartor et
al., 2011

Hojsgaard et al., 2008

Burson y Hussey 1998; Hojsgaard et
al., 2008

Bonilla y Quarin 1997

Burson y Bennett 1970a; Sartor et
al., 2011

Burton 1948; Martinez et al., 2001
Martinez et al., 2001,

Notata

(Plicatula)

(Plicatula)

(Livida)

(Plicatula)

Subg. Anachyris

Corcovadensia

(Quadrifaria)

Notata

Plicatula

Notata

p A sopejnsay ‘T de)
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var. saurae Parodi
Colchicine-treated diploid

Colchicine-induced tetraploid

P. oteroi Swallen®

P. ovale Nees ex Steud.®

P. palustre Mez®

P. plicatulum Michx.

var. intumescens Dol

P. plurinerve Quarin, Valls & V.C. Rosso

P. procurrens Quarin®

P. redondense Swallen®

P. regnellii Mez®

P. rojasii Hackel®

P. rufum Nees®

P. simplex Morong®

P. torrense |.L. Barreto ex Valls & V.C.

Rosso

2x
2x
4x

4x

8x

4ax

2x

4x

4x

4x

4x

2x
4x

4x

2x
4x

2x
3x
3x
4x

6x

Q4084
C4-2x
C4-4x

Q4095

Q4083

Bord 110

Honfi 14

Hoj388

Q4087

Q2960

Q4094

V11370R
V10121
V4040
V11900
AH130

AK40732

Q3754
Q3785

Q4109
U3e
u4s
Q4126

Q4259

20
20
40

40

80

40

20

40

40

40

40

20
40
40
40
40

40

20
40

20
30
30
40

60

1,240,082
1,240,075
2,4+0,069

3,0+0,067

5,50,058

2,4+0,075

2,0+0,078

2,8+0,075

3,4+0,074

2,1+0,073

3,210,064

1,240,054
2,5+0,063

3,5+0,078

1,5+0,068
3,0£0,084

1,5+0,081
2,5+0,067
2,6+0,082
3,0£0,072

3,0+0,065

0,600
0,600
0,600

0,750

0,687

0,600

1,000

0,700

0,850
0,520

0,600
0,625

0,875

0,750
0,750

0,750
0,833
0,867
0,750

0,500

2C+(3C)
2C+(3C)
2C+(3C)

2C+(5C)
2C+(5C)
2C+(5C)
2C+(3C)
2C+(5C)
2C+(5C); 2C+(3C)
2C+(3C)
2C+(5C)

2C+(3C)
2C+(3C)

2C+(5C)

2C+(3C)
2C+(5C)

2C+(3C)

1.3C+(2C) to 2C+(3C)
2C+(~5C)

2C+(5C); 2C+(3C)

2C+(6x); 2C+(~5C)

sex

sex

fapf

ap

sex’

sex

ap

sex

ap

sex
sex+vfg+vmg
ap+vmg

fap

ap+umg or vmg

sex

sex

sex

ap

sex

fap

sex

ap

sex+res apy

ap; fap

sex
sex
ap
ap

ap

Burton 1948
Quarin et al., 2001
Quarin et al., 2001,

Espinoza y Quarin 1997
Pritchard 1970; Bashaw et al., 1970;
Burson y Bennett 1971b

Caponio y Quarin 1987

Hojsgaard et al., 2008

Norrmann 1981

Bashaw et al., 1970 Burson y
Bennett 1971b

Norrmann et al., 1989
Burson 1975

Norrmann et al., 1989

Espinoza y Quarin 1997
Urbani et al., 2002
Urbani et al., 2002

Caponio y Quarin 1987

Burson et al., 1991

(Plicatula)

Linearia

Plicatula

Plicatula

Dilatata

Subg. Anachyris

Sin grupo
Virgata

(Plicatula)

Sin grupo

Subg. Anachyris

Dilatata

p A sopelnsay ‘1 de)
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P. umbrosum Trin.®

P. unispicatum (Scribn. & Merr.) Nash

P. urvillei Steud.

P. sp.nov. (P. urvillei x P.

mandiocanum?)e

P. virgatum L.

2x

2x
3x
4x

4x

5x

4x

V11828

u1s
Q4211
Q4265

Q4111

V8009

BAA23248

20

20
30
40

40

50

1,0+0,063

1,1+0,076
1,7+0,075
2,3+0,052

2,1+0,054

2,5+0,064

2,3+0,072

0,500

0,550
0,567
0,575

0,525

0,500

0,575

2C+(3C) sex
2C+(3C) sexf
2C+(5C) apf
2C+(5C) ap
2C+(3C) sex

2C+(6x); 4C+(6C) ap+umg; By +umg'

2C+(3C) sex

sex

Bashaw et al., 1970

Burson 1997

Brown y Emery 1958

Burson y Quarin 1982

Paniculata

Decumbentes

Dilatata

(Dilatata)

Virgata

3 Contenido relativo de ADN referido al ADN de Hypericum maculatum ssp. maculatum o del diploide de Paspalum notatum var. saurae.

Valor de H. maculatum 2x=2,0 pg, y P. notatum var. saurae 2x=1,2 pg (patrones internos).

b) Abreviaciones relacionadas con los arreglos observados en los sistemas reproductivos por FCSS: aap: apomixis auténoma

(partenogénesis del embrién y desarrollo auténomo del endospermo); ap: apomictica con contenidos de ADN exclusivamente 2C+(5C)

en la relacién embrién+(endospermo); Bui: algunas semillas con relacién embrién:endospermo 3C+(5C) o 4C+(6C) debido a la doble

fertilizacion de un saco embrionario apomictico (apospdrico o diplospérico) con un gameto masculino reducido o no reducido,

respectivamente; fap: apomictica facultativa donde la relacién de contenido de ADN que predomina es 2C+(5C), aunque también

puede ser 2C+(3C); sex: sexual con una relacion 2C+(3C) embrién+(endospermo); umg: gameto masculina no reducido con un valor de

contenido 2C en especies en las cuales falld el apareamiento de los cromosomas durante la division meiédtica seguido por la formacién

de nucleos de restitucidn en todos los meiocitos; vfg: gametos femeninos con nimero cromosdmico variable con ganancia o pérdida

de contenido de ADN en el valor C debido a meiosis irregular en poliploides sexuales con niveles de ploidias impares; vmg: gametos

masculinos con nimero cromosdmico variable debido a meiosis irregular en algunos poliploides sexuales o apomicticos.

ESN

P

Nl
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7

uoIsnasl



.

L |

e

) Abreviaciones adicionales acerca de procesos reproductivos acorde con la literatura sobre reproduccién: apy: aposporia; dy:
diplosporia; res apy: aposporia residual (habilidad de especies usualmente sexuales que ocasionalmente desarrollan un saco
embrionario apospérico al lado del saco sexual regular).

9 De acuerdo con la revision taxondmica del género para Sudamérica austral (Zuloaga and Morrone, 2005). Las especies que no han
sido consideradas en dicha revision, fueron asignadas al grupo correspondiente por C.L. Quarin y se encuentran entre paréntesis. El
grupo Linearia ha sido considerado siguiendo el criterio original propuesta por Chase (1929, 1939).

¢) Especies cuyo contenido relativo de ADN ha sido determinado por primera vez en esta tesis.

fiSistemas reproductivos reportados por primera vez.
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Obtener informacién sobre el nUmero de cromosomas en el género Paspalum es
necesario ya que muchas de sus especies son multiploides, es decir, especies con diferentes
niveles de ploidia (Ortiz et al., 2013) o en otras palabras citotipos diferentes dentro de la

misma especie.

Vaio et al.,, (2007) determinaron contenidos absolutos de ADN estimados por
citometria de flujo, utilizando como fluorocromo IP (ioduro de propidio) en especies de
Paspalum de nivel de ploidia conocido que pertenecen al grupo Dilatata (mayoritariamente
alopoliploides) y en algunos ancestros de diploides putativos. Algunas de las especies

analizadas en esta tesis coinciden con la lista de Vaio et al. (2007).

En general, alo largo de las estimaciones de esta tesis se observaron valores un poco
menores de contenido de ADN (valor 2C) para las mismas especies tratadas por Vaio et al.
(2007). Esto se atribuye al hecho de que para esta tesis se utilizé DAPI como fluorocromo,
IP se caracteriza por teiiir pares de bases de la doble cadena de ADN con muy poca o sin
especificidad de bandas, mientras que DAPI tifie bandas en regiones A-T preferentemente
(Johnston et al., 1999). Los valores obtenidos con DAPI en esta tesis no se alejan demasiado
de los valores reales medidos en picogramos. De hecho, |la determinacién de P. plurinerve
(= P. dilatatum Virasoro en Vaio et al., 2007) en mediciones con DAPI como fluorocromo fue
de 2C = 2,10 pg, mientras que Vaio et al. (2007) reportaron un valor de 2C = 2,29 pg, es
decir, 9% mayor para el mismo clon, en introducciones de especies sexuales autégamas
coleccionadas en la misma poblaciéon natural, o en sitios similares. En P. dilatatum var
uruguaianense, se observé 2C= 3,4 pg mientras que Vaio et al. (2007) (sub P. dilatatum
Uruguaiana) obtuvieron valores 8,5% mayores (2C= 3,69 pg), siendo que ambos materiales

provienen de la misma poblacién natural.

Del test de Tukey realizado para determinar la variacién del contenido de ADN entre
los diferentes niveles de ploidia se observé (Tabla 4) que no existen diferencias significativas

cuando se analiza el contenido relativo de ADN de acuerdo al nivel de ploidia.
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Tabla 4: Test de Tukey entre niveles de ploidia de las entidades de Paspalum.

Niveles de N° de Valor Cx relativo

ploidia entidades Rango (promedio) Significancia*
2x 16 0,50-1,00 (0,74) a

3x 4 0,57-0,87 (0,74) a

4x 37 0,48-0,98 (0,70) a

5x 7 0,48-0,68 (0,57) a

6x 7 0,50-0,75 (0,60) a

8x 4 0,48-0,81 (0,66) a

*Letras iguales no presentan diferencias estadisticamente significativas (p=0,05). F= 2,68.

5.2 Evaluacion del sistema reproductivo por FCSS

En general se observd coincidencia con el modo de reproduccién observado en
trabajos realizados en estudios embriolédgicos reportados previamente y el trabajo realizado
en esta tesis en base al andlisis de la relacién de contenido relativo de ADN del

embrién:endospermo (Tabla 3).

La clasificacion de cada especie, subespecie, citotipo o cepa previamente clasificada
como sexual o apomictica a través de estudios embrioldgicos fue confirmada por FCSS, con
algunas variaciones particulares que fueron detectadas en cuanto al grado de expresion del
caracter de la apomixis. Es decir, algunos taxones que habian sido identificados como
apomicticos en estudios previos, a través de la técnica de FCSS han sido reclasificados como

apomicticos facultativos o viceversa (Tabla 3).

Obtuve informacién sobre el modo reproductivo para 17 nuevas especies y una
variedad botdnica de Paspalum a través de la relacién del contenido relativo de ADN

embrién:endospermo (Tabla 3).
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Se proporciona también mayor informacién al respecto del modo reproductivo de
otras 10 especies que conciernen a citotipos diferentes a los que ya han sido estudiados con
anterioridad. El FCSS es un método muy simple y eficiente para determinar el modo
reproductivo en especies del género Paspalum. Se observaron histogramas con picos 2C +
(3C) en todas las especies que han sido reportadas con reproduccion por la via sexual. Asi
también, los histogramas que presentan picos 2C + (5C) u otra constitucién de picos
caracteristicos del desarrollo apomictico fueron observados en todas las especies o
citotipos que han sido reportados como apomicticos. De todos modos, se encontraron
diferencias significativas en el modo de reproduccién de algunas especies, como ser P.
nicorae, una especie considerada como apomictica obligada en estudios citoembriolégicos
anteriores (Burson y Bennet 1970a). Observaciones recientes de Sartor et al. (2011)
demostraron que la mayoria de las semillas analizadas manifestaban picos 2C + (5C),
caracteristicos de desarrollo apomictico, pero una pequefia proporcion manifestaba picos
2C + (3C) lo cual indicaria reproduccién sexual. Estas observaciones me permitieron
considerar a la especie como apomictica facultativa ya que mayoritariamente se reproduce
por partenogénesis y pseudogamia, aunque con algin potencial residual para la

reproduccién sexual.

Se observaron exclusivamente picos 2C + (3C) en todas las especies diploides
analizadas. De todos modos, estudios previos en embriologia demostraron que algunos
diploides de algunas especies multiploides desarrollan en cada o6vulo el tipico saco
embrionario meiético (citolégicamente reducido), pero ocasionalmente en alguno de esos
6vulos, también se desarrolla algun saco embrionario apospdrico junto al saco meidtico
(Quarin et al., 1982; Caponio y Quarin, 1993; Norrmann et al., 1989; Hojsgaard et al., 2008;
Delgado et al., 2014). La ausencia de semillas 2C:5C en la relacién embridn:endospermo en
citotipos diploides era lo esperado en nuestro estudio ya que trabajé con semillas
provenientes de polinizacién abierta. Estos diploides de especies multiploides son muy
diferentes entre si debido al sistema de autoincompatilibilidad que presentan (Quarin,
1992). El funcionamiento de los ocasionales sacos apospdricos fue demostrado por Siena et

al. (2008) cuando indujeron la autopolinizacidon con cargas mixtas de polen propio y polen
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heteroespecifico (polen mentor) o bien con polen propio combinado con polen de su
conespecifico tetraploide. De todos modos, cuando la polinizacién involucra a otro genotipo
de la misma especie diploide, la progenie se forma de manera exclusiva por sexualidad
(Siena et al., 2008). En consecuencia, se espera principalmente que las semillas diploides
presenten una relacién de embrién:endospermo 2C:3C en FCSS ya que las semillas son

originadas a partir de polinizacién abierta.

5.3 Modo reproductivo y tamaiio del genoma

Setenta y siete entidades fueron analizadas teniendo en cuenta la clasificacién en
especies, variedades botanicas, citotipos (diferentes ploidias) y morfotipos (biotipos con
caracteristicas morfoldégicas que difieren en menor o mayor medida alguna de las
caracteristicas tipicas de las descriptas para la especie) (Figura 3). De estas 77 entidades, 32
se reproducen por sexualidad y 45 por la via apomictica (facultativa u obligada). Con la idea
de eliminar el efecto de los diferentes niveles de ploidia, se consideré el contenido relativo
de ADN del set de cromosomas monoploide (valor 1Cx) en vez del valor 1C. En las entidades
sexuales el valor 1Cx varié de 0,257 pg en P. fimbriatum diploide a 1 pg en citotipos sexuales
de P. malacophyllum y P. plicatulum. Mientras que en las apomicticas el rango de variacion
del 1Cx fue de 0,475 pg en P. humboldtianum a 0,925 pg en el citotipo tetraploide de P.
chaseanum. El promedio de contenido relativo de ADN del valor 1Cx de las entidades
sexuales fue 1Cx= 0,680 pg, mientras que el valor promedio de las entidades apomicticas

fue 1Cx=0,700 pg.
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Figura 3: Histograma ilustrando el contenido relativo de ADN del valor 2C del patrén interno
Paspalum notatum var. saurae y el valor (2C) + (3C) del diploide de Paspalum
malacophyllum (V14855) obtenido por FCCS. El pico (3C) correspondiente al endospermo
del patrén interno se solapa con el pico (2C) de Paspalum malacophyllum. Los restantes

picos que se observan se corresponden con el G2 de cada embrién respectivamente.

Los resultados muestran un escenario diferente en cuanto a tamafio de genoma y
modo reproductivo en el género Hypericum (Clusiaceae), situacién estudiada por Matzk et
al (2003). Varias especies apomicticas fueron identificadas en este género, y con la
excepcion de H. scabrum, todas las especies son apomicticas facultativas y pseudégamas
gue producen gametos masculinos reducidos, mientras H. scabrum es una apomictica
pseuddégama obligada, que produce gametos masculinos no reducidos. Las apomicticas
facultativas pertenecen a dos secciones diferentes del género: La seccidn filogenética mas
joven Hypericum y la evolutivamente mas ancestral Ascyreia. Dentro de la seccién
Hypericum el tamafio del genoma de las especies apomicticas es de aproximadamente el
doble del de las sexuales, pero el ADN aumenta exclusivamente debido a la poliploidia,
porque el valor 1Cx de las especies sexuales no difiere significativamente del contenido de
ADN de las apomicticas. De todos modos, en la seccién Ascyreia las especies apomicticas
presentan valores 1Cx significativamente mayores que las especies sexuales de la misma

seccion como asi también, del total de la variacién en el contenido de ADN del género, el
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85% se encuentra en esta seccion. En contraste, las secciones infragenéricas de Paspalum
analizadas en esta tesis, la mayoria son apomicticas, pero no se encontro relacién directa
entre el sistema reproductivo y el contenido de ADN del valor 1Cx, ya que se observaron
importantes rangos de variacion en el contenido de ADN del valor 1Cx tanto en entidades
sexuales como apomicticas, esto dio como resultado que los valores promedio no
presentaran diferencias significativas para ambas categorias (sexual/apomicticas) (Figura
4). La historia de la evolucion del modo reproductivo en Paspalum no deberia ser

considerado como un pardmetro que afecte el tamaio del genoma en el género.

1,4

1,2 -

1,0

0,8 -

Contenido relativo de ADN {pg)

0,6

0,4

T |
Apomicticas Sexuales

Figura 4: Grafico de cajas representando la variacion de contenido relativo de ADN por
sistemas reproductivos entre las especies de Paspalum estudiadas en esta tesis. Test de

Tukey. Letras iguales no se observan diferencias significativas (p=0,05). F = 0,26.
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5.4 Contenido de ADN y su relacion con grupos taxondmicos infragenéricos

Se analizd a lo largo de este trabajo un amplio rango de variacién en el género, de
todos modos, muchos grupos taxondmicos infragenéricos son representados por pocas
especies. Por esto tuvimos en cuenta cuatro categorias infragenéricas, las cuales estan
representadas por lo menos por siete especies con la intencién de correlacionar estos
grupos taxondmicos con el contenido relativo de ADN. Las categorias seleccionadas y el
numero de entidades representada por cada una de ellas fue: subgénero Anachyris (11),
grupo Dilatata (10), grupo Notata (11) y grupo Plicatula (16). Los resultados muestran que
los valores promedio de contenido relativo de ADN (valor 1Cx) varian entre los grupos

infragenéricos (ver Tabla 5, Figura 5).

Tabla 5: Valores de contenidos relativo de ADN en el andlisis de la varianza por
agrupamientos taxondmicos. Test de Tukey (diferencias significativas indicadas con letras

diferentes. (p=0,05). F = 27,15.

Grupos Sistema N° Valor Cx (Contenido relativo de ADN)
taxondémicos reproductivo entidades Rango (promedio) Significancia
Sexual 4 0,75-1,00 (0,86) C
Anachyris
Apomictica 7 0,75-0,87 (0,82) C
Sexual 5 0,48-0,52 (0,51) a
Dilatata
Apomictica 5 0,50-0,57 (0,52) a
Sexual 6 0,52-0,75 (0,63) b
Notata
Apomictica 5 0,60-0,76 (0,67) b
Sexual 3 0,75-1,00 (0,88) C
Plicatula
Apomictica 13 0,60-0,92 (0,80) C
a//--_.
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Figura 5: Diagrama de cajas representando el contenido relativo de ADN del subgénero
Anachyris y los grupos Dilatata, Notata y Plicatula del género Paspalum. Test de Tukey.

Letras diferentes indican diferencias significativas. (p=0,05). F = 27,15.

5.5 Contenido relativo de ADN y niveles de ploidia

La relacién entre el tamano del genoma basico y los niveles de ploidia fueron
analizados por dos vias: primero, se analizé el promedio de valor 1Cx de todas las entidades
diploides en relacién con el promedio de tamarfio basico del genoma de los poliploides en
sus diferentes niveles de ploidia, y luego se relaciond a los diploides de todas las especies

multiploides con los correspondientes citotipos poliploides de cada una de ellas.

El género Paspalum, a diferencia de muchos otros géneros de angiospermas, ofrece
la posibilidad de abordar el andlisis del contenido de ADN en diferentes niveles de ploidia
conespecificos porque muchas especies que componen el género son multiploides. Once
de las 47 especies que se analizaron en este estudio estaban representadas por citotipos
diploides y poliploides (generalmente el citotipo tetraploide). Esta circunstancia me
permitid comparar los valores intraespecificos de 1Cx entre diploides y sus homdlogos
poliploides conespecificos (Tabla 6). Las diferencias observadas en los valores 2C entre
citotipos conespecificos muestran un incremento en concordancia con los niveles de
ploidia. Se observd también que no hay variacién o por lo menos la misma no es significativa

(56)
(56)

L
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en el valor de 1Cx entre citotipos conespecificos de algunas de las especies, en otras se
observd un incremento en el valor 1Cx de los poliploides, y en las restantes el valor 1Cx
disminuyd en poliploides comparados con su contraparte diploide. Es necesario remarcar
que en las especies el mismo valor de 1Cx fue observado en citotipos diploides y
tetraploides de P. dedeccae, P. rufum, P. simplex, P. notatum (para las introducciones
diploides Q4084 y C4-2x y la introduccidon tetraploide C4-4x); para las introducciones
diploides y triploides de P. unispicatum; y para los citotipos diploide, tetraploide y
hexaploide de P. lenticulare. Ademas, el tamafio bdsico del genoma fue apenas mayor o
menor en citotipos poliploides que en sus conespecificos diploides, pero esta diferencia no
es significativa en el tetraploide de P. almum (+3,33%), el tetraploide de P. chaseanum
(+2,2%), el tetraploide de P. unispicatum (+1,7%) y del triploide y tetraploide de P.
cromyorrhizon (-4,28%). Por otro lado, incrementos importantes fueron observados en los
triploides de P. simplex: 12 % en el citotipo sexual de U36y 16 % en U45 citotipo apomictico,
mientras que la introduccién tetraploide P. simplex mostré el mismo valor 1Cx que la
introduccion diploide. Una drastica reduccidn del tamafio de genoma bdsico (-15%) fue
observado en P. malacophyllum y en el tetraploide P. plicatulum (-29%) en relacién con el

citotipo conespecifico diploide.

Un caso especial se observé en P. notatum: el tetraploide natural Q4117 presentd
un valor Cx menor que el diploide natural Q4084 (-8,3%), mientras que el tetraploide
inducido con colchicina C4-4x presenté el mismo tamano que la planta diploide C4-2x a
partir de la cual se obtuvo la planta C4-4x. En el tetraploide Q4188, citotipo particular
obtenido a partir de tratamientos experimentales que incluyeron duplicacién de
cromosomas, hibridacion y ciclos de cruzamientos y posterior seleccion, se observé una

disminucion importante del tamafio del genoma del diploide natural (-13%).



Cap 1. Resultados y discusion

Tabla 6: Contenido relativo de ADN en 11 citotipos de especies multiploides de Paspalum.

Porcentaje de
. aumento (+) o
Ejemplar s,
. Valor Cx disminucion (-) del
Especie de F .
. (pg) contenido de ADN
estudio i
respecto del nivel
2X.
P. almum Perichdn  2x 0,750° 0,93
Q4165 4x 0,7752 +3,33
P. chaseanum AK45457  2x 0,900° 4,09
ST13894  4x 0,920° +2,20
P. cromyorrhizon Q3635 2X 0,700° 0,35
Q3635nt  3x 0,670? -4,28
Q4039 4x 0,670? -4,28
P. dedeccae V11796 2% 0,750° 0,03
Q3807 4x 0,750° 0
P. lenticulare N188 2X 0,750° 0,04
TK2417 4x 0,750 0
us4 6x 0,750 0
P. malacophyllum V14855 2% 1,000° 8122,33
TK2449 4x 0,850 -15,00
P. notatum Q4084 2x 0,600P 17,99
C4-2x 2x 0,600P
C4-4x 4x 0,600P 0
/..»-“',\

(38)

|
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Q4117 4x 0,550 -8,30

Q4188 4x 0,520 -13,00
P. plicatulum AH14 2x 1,000° 74,67

Hoj388 4x 0,710 -29,00
P. rufum Q3754 2x 0,7502 0,53

Q3785 4x 0,7502 0
P. simplex Q4109 2x 0,750° 4,70

U36 3x 0,840 +12,00

u4s 3x 0,870° +16,00

Q4126 4x 0,750 0
P. unispicatum ui1s 2X 0,570° 9,08

Q4211 3x 0,570 0

Q4265 4x 0,580 +1,70

Letras diferentes representan diferencias significativas test Tukey (p=0,05).

Teniendo en cuenta las entidades analizadas en esta tesis, sélo cuatro categorias se
encuentran bien representadas y consideradas para el andlisis de relacidén entre tamafio de
genomay agrupamientos taxondmicos: El subgénero Anachyris y los grupos Notata, Dilatata
y Plicatula del subgénero Paspalum. Los mayores valores de 1Cx fueron observados en
especies del subgénero Anachyris y en el grupo Plicatula, estas especies se caracterizan por
ser nativas de regiones tropicales de América, y algunas de ellas distribuidas en los
subtrdpicos, aunque existen raras excepciones como pueden ser P. plicatulum del grupo
Plicatula y P. simplex del subgénero Anachyris, especies cuyas distribuciones llegan hasta
zonas templadas.

(59 )
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En contraste, los menores valores de 1Cx fueron observados en las especies
analizadas de los grupos Dilatata y Notata, los cuales son muy abundantes en toda la region
subtropical y templada de regiones de América del Sur en el sur de Brasil, Uruguay y centro
y noreste de Argentina hacia el delta del rio Parana e incluso mas al sureste en la provincia
de Buenos Aires y suroeste de Sudamérica en la regidén de Araucania, Chile, donde es nativa

la especie mas austral del género, P. dasypleurum, perteneciente al grupo Dilatata.

Varias de las especies de estos grupos han sido introducidas y naturalizadas en

muchas regiones del mundo, entre ellas encontramos a P. dilatatum, P. urvillei y P. notatum.

En general, se observd que el genoma bdsico de las especies multiploides de
Paspalum es igual o muy similar en los diferentes citotipos de las mismas especies. Estos
resultados no siguen la tendencia general observada por Leitch y Bennett (2004) en
aproximadamente mds de 3000 especies de angiospermas, quienes postulan que la
disminucion del tamafio el genoma es un fendmeno frecuente en las angiospermas
poliploides. Es mds, se observd un resultado opuesto a esta tendencia en entidades
triploides de P. simplex, con un alto valor relativo promedio de tamafio de genoma. Leitch
y Bennet (2004) excluyen de su trabajo todas las especies con niveles impares de ploidia
porque estos datos son disponibles para muy pocas especies. El fendmeno de ploidias
impares, en especial triploides, bastante poco frecuentes en la mayoria de las
angiospermas, podrian jugar un papel muy importante como puente en los procesos de
poliploidizacién y evolucién de los géneros como Paspalum, en los cuales la apomixis y la
autoploidia son muy frecuentes (Quarin, 1992; Yamauchi et al., 2004). Si consideramos esta
situacion, se puede entender que la relacién entre los triploides y el tamafio del genoma

requiere mayores investigaciones, especialmente en especies multiploides de Paspalum.

Finalmente, este trabajo analizd el tamaiio basico del genoma en relacién con la
poliploidizacién. Las plantas individuales C4-2x y C4-4x pertenecen a la especie P. notatum
diploide y tetraploide respectivamente, ambas obtenidas a partir de callos cultivados in-
vitro de porciones de inflorescencias jovenes de un diploide natural y posterior tratamiento

con colchicina (Quarin et al., 2001). Se observé el mismo valor 1Cx para la planta C4-4x
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autotetraploide inducido que el observado en la planta diploide C4-2x. Este resultado da
sustento a la teoria de que los citotipos poliploides de especies multiploides han sido
originados a través de la autopoliploidizacion de los diploides (Quarin, 1992). La mayoria de
las especies diploides y sus contrapartes tetraploides conespecificas presentan el mismo o
significativamente diferente valor de 1Cx. De todos modos, existen algunas excepciones en
las cuales los citotipos tetraploides tienen un valor de 1Cx mucho menor que sus
contrapartes diploides, por ejemplo, P notatum, especie que presenta diferentes biotipos
morfolégicos en el nivel tetraploide. En este caso, el citotipo tetraploide podria haberse
originado por autoploidia, el biotipo tetraploide (identificado taxondmicamente como una
variante conespecifica) con menor valor de 1Cx, podria haberse visto envuelto en
alopoliploidia segmentaria, debido a hibridaciones ocasionales con especies relacionadas
que tienen menor tamafio basico del genoma. Dahmer et al. (2008) analizaron las
asociaciones cromosdémicas en 34 introducciones diferentes de P. notatum tetraploide; la
mayoria mostré un nimero variable de asociaciones cuadrivalentes (esto permite sugerir
un origen autoploide), pero algunas introducciones mostraron exclusivamente la presencia
de 20 bivalentes o raramente un cuadrivalente en la metafase |, comportamiento
caracteristico en la meiosis de los aloploides o aloploides segmentarios. En esta tesis, se
observé el menor valor de 1Cx en el genotipo particular de esta especie Q4188 (ver pedigri
de Q4188 en Quarin et al., 2003). Se trata de un hibrido experimental, tetraploide y sexual
obtenido por cruzamiento controlado entre la madre Q3664, un genotipo tetraploide
obtenido experimentalmente, apomictico facultativo con alto grado de sexualidad, por el
ecotipo Q3853, un tetraploide de reproduccion apomictica sin indicios de sexualidad
originario de la region entre Capivari y Osorio, Rio Grande do Sul, Brasil. Si bien nunca se
llegd a estudiar la meiosis de este tetraploide natural, es interesante sefialar que en el
trabajo de Dahmer et al. (2008) estudiaron la meiosis de ocho colecciones de la regién
Capivari y solo dos de ellas tienen un importante nimero de cromosomas reunidos en
asociaciones cuadrivalentes que hacen suponer un origen autotetraploide, mientras que en
dos de las colecciones los 40 cromosomas forman 20 bivalentes y muy ocasionalmente 18

bivalentes mas un cuadrivalente y en las cuatro colecciones restantes se asocian siempre
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formando 20 bivalentes, comportamiento tipico de alotetraploides. Esto hace suponer, que
el tetraploide apomictico Q3853, que ya no existe en la coleccién de la FCA -UNNE, podria
haber tenido ese comportamiento meiético tipico de los aloploides como esas colecciones
de Capivari, y al ser el progenitor masculino haber influenciado en el contenido Cx de ADN

de Q4188.

Ademads de este caso especial en P. notatum, se observaron disminuciones
importantes en el contenido de ADN en dos tetraploides con respecto a su contraparte
intraespecifica diploide: P. malacophyllum (-13%) y P. plicatulum (-29%) (ver tabla 6). De
todos modos, esto podria atribuirse a problemas taxondmicos provenientes de
identificaciones dudosas. De hecho, en un estudio reciente sobre la diversidad genética en
el subgénero Anachyris que involucra marcadores microsatélites y caracteristicas
morfoldgicas, sugieren que la introduccion de P. malacophyllum V14855 podria tratarse de
una nueva especie, mientras que la introduccion TK2449 quedaria incluida en el clado de P.
malacophyllum (Zilli et al., 2014). Del mismo modo, las introducciones AH14 (diploide) y
Hoj388 (tetraploide) fueron ubicadas bajo el nombre de P. plicatulum. La duda al respecto
es debido a que Hoj388 presenta rizomas escamosos mas largos que lo usual para la especie,
aunque en general se parecen a P. plicatulum. En ambas especies tanto las diferencias en
las caracteristicas morfolégicas como el contenido de ADN entre los citotipos
diploides/tetraploides sugieren que las planta tetraploides no han sido originadas por
autoploidia exclusivamente, sino también por algin evento ocasional de hibridacién

interespecifica.
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VI. Conclusiones especificas

Se acepta la tercera hipdtesis que establece que el tamaifo del genoma estd

relacionado con las diferentes agrupaciones taxondmicas del género Paspalum.

El promedio del tamafio del genoma basico (valor Cx) para los diferentes citotipos de

las especies multiploides es el esperado.



Cap 2. Introduccién

Capitulo 2

. Introduccion

Otro aspecto de esta tesis tiene que ver con dos hechos muy particulares de las
especies apomicticas de Paspalum y con la interaccion que puede ocurrir entre ambos en
el momento de la reproduccién. Se trata de la existencia de reproduccidn apomictica
facultativa descrita hace ya tiempo en algunas especies del género (Bennett y Burson, 1971;
Quarin y Hanna, 1980a; Quarin y Hanna, 1980b), y delicados balances requeridos para la
normal formacion de semillas: balance gendmico entre el embrién y el endospermo vy

relacion entre el aporte gendmico materno respecto al paterno en el endospermo.

En Paspalum, la principal forma de apomixis es la aposporia, aunque existen algunas
pocas especies que son diplospdricas y al menos un caso donde aposporia y diplosporia

coexisten en una misma especie (Bonilla y Quarin, 1997).

La diplosporia ocurre cuando en el megasporocito (célula madre de las megasporas)
la meiosis no sucede o sufre grandes modificaciones de tal manera que se desarrolla un
saco embrionario citolégicamente no reducido, donde luego por partenogénesis se forma
el embrién (Savidan, 2000). Esto significa que las alternativas son dos y se excluyen
mutuamente: o se desarrolla un saco embrionario de una megaspora surgida de meiosis
donde luego la fecundacion formara un nuevo embrién por via sexual, o se desarrolla un

saco diplospdrico donde por partenogénesis se formara un embrion.

De una manera sustancialmente diferente, la aposporia implica el desarrollo de
sacos embrionarios a partir de células somaticas, usualmente del nucelo (Nogler, 1984). Al
surgir de células somaticas, los nucleos de los sacos apospoéricos, incluido el de la ovocélula,
no estan reducidos citoldgicamente. Luego el embridn se origina por partenogénesis a partir
de la ovocélula 2n. Al mismo tiempo, en estas especies aposporicas, la meiosis puede o no
suceder en el megasporocito. El megasporocito puede degenerar y abortar sin producir la

meiosis. Sin embargo, la meiosis generalmente acontece y todas las megasporas producidas
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degeneran, aunque también puede suceder que la megaspora calazal se mantenga
funcional y forme un saco embrionario de origen meidtico, eso puede ocurrir
independientemente de que en el mismo évulo se desarrolle uno o mas sacos aposporicos,
o no se forme ninguno (Quarin y Hanna, 1980a; Quarin et al., 1982; Grossniklauss, 2001;
Naumova y Vielle-Calzada, 2001). De esta manera, y como consecuencia de estas
posibilidades, un évulo de una especie apomictica facultativa puede contener un saco
meidtico citolégicamente reducido, tipico de cualquier especie sexual, uno a varios sacos
embrionarios apospoéricos citolédgicamente no reducidos o un saco meiético acompaiado
de uno o mas sacos aposparicos. Potencialmente, un ovario con évulo mixto podria generar
semillas ya sea como producto de doble fecundacidn del saco meiético, o como producto
de partenogénesis y pseudogamia de un saco apospérico. Por tanto, el potencial de
sexualidad de una planta apomictica facultativa seria igual a la proporcién de évulos con un
saco meidtico mads los dvulos mixtos. El potencial de apomixis seria igual a la proporcién de

6vulos con sacos apospoéricos sumados a los dvulos mixtos.

Generalmente, la aposporia estd acompaifada de pseudogamia (Asker y Jerling,
1992). Esto significa que en un saco apospodrico, el embridn surge por partenogénesis de la
ovocélula no reducida (2n), sin participacion de un gameto masculino (2n + 0), mientras que
el endospermo surge de la unién de los dos nucleos polares diploides (2n) de la célula
central con uno de los gametos masculinos haploides (n) del tubo polinico (2n+2n+n = 5n).
De esta manera se origina una semilla en la que el embrién 2n es producto de la
partenogénesis de la ovocélula, y, por tanto, genéticamente idéntico a la madre, mientras
qgue el endospermo es 5n. Esto plantea una situacién poco comun en las angiospermas. Por
lo general, en un sistema de reproduccién sexual, existe un equilibrio gendmico entre el
embridn y el endospermo que es 2:3. En términos de tamafio del genoma, el embrién seria
2C y el endospermo 3C. Si ese equilibrio se rompe, por ejemplo, en cruzamientos que
involucren diferentes ploidias de los padres, la formacién de semillas puede resultar fallida
u ocurrir muy raramente (Norrmann et al., 1994). Un claro ejemplo de eso es el de varias
especies multiploides de Paspalum, que contienen dos citotipos: diploide (2x) y tetraploide

(4x). Cuando se usa el citotipo 2x de madre y el 4x de polinizador, la produccién de hibridos
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interploides es nula o inferior al 0,03% (segun los casos reportados para especies del
género). Eso se debe al aborto del endospermo en los primeros dias luego de la polinizacion
(Norrmann et al., 1994). Algunas especies de gramineas son capaces de mantener en los
individuos apomicticos la misma relacion 2:3 embridn:endospermo que tienen los
individuos de reproduccion sexual. Es el caso de la especie Megathyrsus maximus (Jacq.)
B.K. Simon & S.W.L. Jacobs (basénimo = Panicum mdximum Jacq.) en la cual las plantas
apomicticas forman sacos embrionarios apospdricos con un solo nucleo polar (2n) en la
célula central (Savidan, 1982). De esa manera, en las plantas sexuales, el saco embrionario
meidtico tiene una ovocélula haploide (n) y dos nucleos polares haploides (n+n) en la célula
central. La doble fecundacién desarrolla una semilla con una relacién embrién:endospermo
2:3. En los sacos apospodricos de las plantas apomicticas, la partenogénesis del gameto
femenino no reducido (2n+0) origina el embrién 2n, mientras la pseudogamia origina un
endospermo 3n (2n del Unico nucleo polar del saco embrionario, unido al gameto masculino
n del tubo polinico). De esa manera se mantiene la relaciéon 2:3 del embrién y el
endospermo. Por el contrario, en las especies apomicticas apospédricas de Paspalum, los
sacos embrionarios contienen generalmente dos nucleos polares no reducidos (2n) y por lo
tanto la pseudogamia engendra un endospermo 5n. Asi la semilla se forma con una relacién

embrién:endospermo de 2:5 (Figura 6).



Cap 2. Introduccion

Sexual w
©
»
»
o
° 0 o
120
. LY
Apomictico
Facultativo -
(]
200 400
| ‘LM\_A_
04
200 400
120
-
5
8
o
0
Apomictico
0
200 200
| J_Lm;_‘m,
0
L] 20 200
Sacos embrionarios  Sacos embrionarios  Formacion del embrion FCSS

formados fecundados Relacién embridn/endosperma

n 2n-3n-5n
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especies sexuales y apomicticas de Paspalum.
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Ademas de este equilibrio gendmico 2:3 entre embriéon y endospermo, se ha
propuesto que para que el endospermo se desarrolle requiere que el aporte femenino
duplique al masculino (Johnston, 1980). En general, cuando el cruzamiento es entre dos
individuos de la misma ploidia, como ser 2x x 2x o 4x x 4x, el aporte gendmico
materno:paterna para constituir el endospermo esta en relacién 2:1 porque los dos nucleos
polares haploides (n) del saco embrionario se unen a un gameto masculino también
haploide (n) para formar el endospermo (3n). Es mas, como en algunos cruzamientos
interploides, especialmente en el género Solanum, la relacion 2:1 en el aporte
materno:paterno para la formacién del endospermo parece no funcionar, se ha propuesto
y se ha comprobado que existe un nimero de balance endospérmico (NBE) (Johnston,
1980). Este NBE es especifico y permite predecir cudles cruzamientos interploides pueden
ser exitosos porque de acuerdo a ese NBE la relacion materno:paterna puede ser de todas
maneras 2:1 (Johnston y Hanneman, 1980; Johnston et al., 1980). Sin embargo, de acuerdo
a Quarin (1999), este NBE es valido solamente en la reproduccion sexual en especies de
Paspalum. Sus cruzamientos experimentales involucraron una planta apomictica
tetraploide (con aposporia, partenogénesis y pseudogamia) polinizada con citotipos
conespecificos con diferentes niveles de ploidia, y en todos los casos se recuperaron
espiguillas que formaron grano. Eso indicaba que la pseudogamia y el desarrollo del
endospermo eran indiferentes al aporte de genomas que hacian los padres, o a algun

determinado NBE.

En el pasado, la apomixis y la reproduccidn sexual se consideraban dos procesos
distintos que tenian poco en comun. Ernst (1918) postuld que la apomixis podria ser el
resultado de la hibridacidon de especies relacionadas basdandose en la observacién de que
los apomicticos examinados en ese momento eran poliploides y altamente heterocigéticos.
Los estudios pioneros de Nogler (1984) y Savidan (1982) demostraron que la apomixis esta
bajo control genético, aunque los modificadores genéticos o las condiciones ambientales
pueden afectar su expresividad (Nogler, 1984; Savidan, 2000). La subsiguiente confirmacion
de que relativamente pocos loci controlan diferentes modos de apomixis y que la

mutagénesis puede inducir componentes aparentes de apomixis en plantas sexuales ha
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brindado mas sustento a la hipdtesis de que la apomixis y la reproduccidn sexual podrian

compartir elementos comunes (Tucker et al., 2003).

Otro nivel de regulacién génica a tener en cuenta en la discusion sobre el desarrollo
del endospermo es el “imprinting” (Ehlenfeldt y Hanneman, 1988). El término “imprinting”
fue introducido por Crouse (1960), quien establecid la hipdtesis de que los cromosomas
llevaban una marca o huella de su origen parental, y que la misma se transmitia a través de

Ill

las divisiones celulares. El “imprinting” o impronta genédmica es un fendmeno epigenético
que marca diferencialmente las copias maternas y paternas de genes en el genoma vy
asegura su expresiéon monoalélica dependiendo de su origen parental (Sazhenova vy
Lebedev, 2021). De acuerdo con Morison y Reeve (1998), si bien se conoce de hace mucho
tiempo, la descripcion del fenédmeno de “imprinting” en plantas y mamiferos es mas
reciente. Existen antecedentes de estudios realizados en mamiferos placentarios y en
plantas con flores donde se ven afectados genes individuales y grupos de genes
estableciéndose una marca epigenética o “imprinting” antes de la fertilizacion que sirve
para dirigir el silenciamiento asimétrico de los alelos (Sazhenova y Ledevev, 2021). El
concepto actual de “imprinting” comenzd a tomar forma como resultado de experimentos

genéticos en maiz, que demostraron que el gen de pigmentacién R se expresa

preferentemente cuando se hereda de la madre (Kermicle, 1970).

La hipdtesis que posiblemente ha sido mas difundida, es la del conflicto parental,
(Haig y Westoby, 1989), también conocida como “Kinship theory” (Haig, 2000). Esta
hipdtesis postula que la impronta génica se favorece evolutivamente cuando los intereses
de los alelos parentales en la descendencia difieren entre si, lo que da como resultado la
expresiéon de cualquier alelo que se favorezca para expresarse (Haig, 2014).
Coincidentemente, la hipdtesis se formuld originalmente para cubrir la inversidén materna
en la descendencia de plantas con flores (Haig y Westoby, 1989). La hipdtesis de la
dosificacién diferencial extiende la hipdtesis del conflicto parental a una gama mads amplia
de interacciones parentales que conducen a la expresion diferencial de los alelos

parentales, en lugar de estados binarios de activacién o desactivacion (Dilkes y Comai,
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2004). No obstante, ambas hipdtesis se refieren a la misma presion selectiva, es decir, los
Optimos contrastantes en los niveles de expresidon génica entre los alelos maternos y

paternos en la descendencia.

En organismos de desarrollo multicelular, la transicién de la madre a la expresion génica
del cigoto es fundamental de acuerdo con los trabajos realizados por Anderson et al. (2017),
quienes dilucidaron el tiempo y la contribuciéon parental en la activacion del genoma
cigotico (ZGA) en arroz. La ZGA ocurre en el cigoto unicelular con una contribucion parental

desigual donde la mayoria de los genes que se expresan provienen del genoma materno.

La transicion cigdtica, desde la fertilizacién del huevo hasta la formacion del embridn, es
central tanto en la reproduccién de animales como en plantas. Los embriones animales
dependen de factores proporcionados por la madre hasta la ZGA. En las plantas, la
sincronizacion y las contribuciones del genoma parental a la ZGA son fuertemente

asimétricas y aun tienen aristas de discusién (Anderson et al., 2017).

La transicion materno-cigdtica (MZT) es la primera gran transicién de desarrollo en el
ciclo de vida en plantas y animales (Baroux y Grossniklaus, 2015; Tadros y Lipshitz, 2009).
Define una fase de desarrollo durante la cual el embridn se emancipa progresivamente de
un control de desarrollo que depende en gran medida de la informacidon materna. La MZT
es una lectura funcional de dos procesos: la eliminacion de la informacion derivada de la
madre y la expresién de nuevo de los alelos parentales heredados, habilitados por la ZGA.
En las plantas, durante muchos afios el debate sobre si el MZT existe se centrd solo en el
ZGA. Sin embargo, varios estudios recientes proporcionan evidencia de un alivio progresivo
del control materno sobre la embriogénesis que se correlaciona con una ZGA gradual, un
proceso que en si mismo esta controlado por la madre. Sin embargo, varios ejemplos de
genes cigbticos que se expresan y/o se requieren funcionalmente temprano en la
embriogénesis demuestran cierta flexibilidad en la dindmica y cinética de la MZT entre

especies de plantas y también entre hibridos intraespecificos (Baroux y Grossniklaus, 2015).
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La transcripcidn cigdética proviene primeramente del genoma materno e incluye genes
para procesos celulares bdsicos. La transcripciéon del genoma paterno es altamente
restringida, pero a la vez inesperadamente incluye genes que codifican la pluripotencialidad
putativa de factores expresados en el inicio de ZGA. De este modo, las actividades
transcripcionales distintivas que son exhibidas por los genomas parentales durante el inicio
de la embriogénesis, presumiblemente se derivan de estados transcripcionales precigdticos

divergentes establecidos en los gametos (Anderson et al., 2017).

Estudios recientes han llegado a conclusiones contradictorias sobre el momento y cémo
actuan las contribuciones de los padres en la ZGA en las plantas (Autran et al., 2011; Del
Toro-De Ledn et al., 2014; Nodine y Bartel, 2012; Zhao y Sun, 2015). A partir del analisis del
transcriptoma de los primeros embriones de Arabidopsis, utilizando la activacién de los
alelos paternos como sustituto de ZGA, se concluyé que la ZGA es gradual, con una
expresion mayoritariamente de alelos maternos en el embrién de 2-4 células (Autran et al.,
2011). Posteriormente, un estudio del transcriptoma diferente en Arabidopsis encontré
contribuciones equiparentales en la etapa embrionaria de 1-2 células, lo que implica una
ZGA muy temprana con activaciéon simultdnea de ambos genomas parentales (Nodine y
Bartel, 2012), y la confiabilidad de algunos estudios del transcriptoma de embriones en
Arabidopsis ha sido impugnada (Schon y Nodine, 2017). Un estudio fenotipico que evalud
49 mutantes embrionarios defectuosos en Arabidopsis concluyd que la ZGA ocurre
gradualmente, activando diferentes etapas hasta que se activa completamente en la etapa
globular; sin embargo, la activacién transcripcional no se midid directamente (Del Toro-De
Ledn et al., 2014). Debido a las dificultades técnicas para aislar cigotos de las plantas, los
estudios profundos de transcriptomas de las etapas mas tempranas de la embriogénesis de
las plantas han sido un desafio, y los cambios en la expresidn génica de todo el genoma

después de la fertilizacidn no se ha caracterizado fehacientemente.

Debemos tener en cuenta que Arabidopsis es un material modelo para estudios
genéticos en vegetales, especialmente de genética molecular, ampliamente reconocido, y

de reproduccidn sexual. La presente tesis se basa en materiales del género Paspalum, en el
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cual un porcentaje muy alto de sus especies tienen reproduccién apomictica; y en algunos
casos apomictica facultativa, donde pueden coexistir en el mismo dévulo un saco
embrionario de origen sexual (doble fecundacion y meiosis) y sacos embrionarios
aposporicos (aposporia + partenogénesis + pseudogamia). Por otra parte, no se puede
afirmar que el mecanismo genético que gobierna la apomixis estd totalmente esclarecido,
ni desde la visidn de la genética cldsica, ni mucho menos desde los mecanismos moleculares

gue provocan las particularidades de la existencia y la expresién en una especie apomictica.

La disponibilidad de materiales tetraploides apomicticos facultativos pertenecientes
a la especie multiploide Paspalum notatum brindan una excelente oportunidad para
analizar experimentalmente la incidencia de la relacién genédmica embriéon:endospermo en
la reproduccién sexual en comparacion con la apomictica dentro de una misma especie, ya
gue presenta plantas que son apomicticas netamente facultativas, algunas 4x de
reproduccién sexual, pero también plantas 4x apomicticas que son las mas comunes en la
especie. Esto permite hacer una diagramacién experimental para conocer de qué factores
depende el menor o mayor grado de reproduccidn via sexual o via apomictica en una planta

apomictica facultativa.

En estas plantas 4x, aunque sean apomicticas facultativas, la meiosis produce
microsporocitos haploides (n) y por lo tanto los tubos polinicos aportan gametos masculinos
haploides. Es decir, las plantas apomicticas, sean obligadas o facultativas, producen
gametos masculinos haploides, de la misma manera que lo hacen las plantas de
reproduccién sexual. Cuando se poliniza o se autofecunda una planta 4x apomictica

facultativa y pseuddégama pueden producir semillas por distintas vias, a saber:

1. fecundacion del saco embrionario meiédtico (n) x polen haploide (n) = embrién (n+n =
2n), endospermo [(n+n)+n = 3n]: semilla de origen sexual; relacién gendmica
embrién:endospermo 2:3; aporte materno:paterno en la formacidon del endospermo

igual a 2:1.
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2. partenogénesis en saco embrionario apospérico (2n) + pseudogamia con polen haploide
(n) = embridon (2n+0=2n), endospermo [(2n+2n)+n = 5n]: semilla de origen apomictico;
relacion genédmica embrion:endospermo 2:5; aporte materno:paterno en la formacién

del endospermo igual a 4:1.

3. fecundacion eventual de saco apospérico (2n) x polen haploide (n) + pseudogamia con
polen haploide (n) = embrién (2n+n=3n), endospermo [(2n+2n)+n = 5n]: semilla hibrido
B (2n+n) (Rutishauser, 1948) producto de aposporia + sexualidad (fecundacién, con
aumento del nivel de ploidia. Relacidn gendmica embrién:endospermo 3:5; aporte

materno:paterno en la formacién del endospermo igual a 4:1.

Teniendo en cuenta que la citometria de flujo actual permite determinar el
contenido relativo de ADN en una semilla, es posible estimar la relacion gendémica
embrién:endospermo mediante el contenido de ADN de ambos tejidos. Eso permite
diferenciar cudl fue el origen de cada semilla de una planta 4x apomictica facultativa. Si,
ademas, usamos como fuente de polen una planta 4x sexual y alternativamente una planta
4x apomictica, podriamos comprobar si existe algin control del polen sobre la via
reproductiva a través del cual la planta 4x apomictica facultativa forma sus semillas. Es
decir, el sistema reproductivo del polinizador podria influir en la proporcién de apomixis o
sexualidad que finalmente exprese una planta apomictica facultativa. Con el mismo
planteo, y tomando plantas con niveles de ploidia diferentes como fuentes de polen, sera
factible establecer qué relaciones embridon:endospermo son eficaces en la produccién de

semillas.
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Il. Hipdtesis
Las hipodtesis planteadas en este caso son las siguientes:

En una planta tetraploide apomictica facultativa, el desarrollo de semillas por las vias
sexual o apomictica, depende exclusivamente del potencial de sexualidad de la

madre.

En una planta tetraploide apomictica facultativa, el desarrollo de semillas por via
sexual, cuando recibe polen de un genotipo tetraploide, depende tanto del potencial
de sexualidad de la madre como del sistema reproductivo de la planta que aporta el

polen.
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lll. Objetivos

General

. Conocer cuales son, tanto la relacién de contenido gendmico embrién:endospermo

como la relacién materno:paterna en el endospermo.

Especifico

e Demostrar si el aporte del polen es determinante o no en la via de formaciéon de semillas

en relacion al sistema reproductivo del progenitor masculino.
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IV. Materiales y métodos

4.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio pertenece a la coleccién viva de
Paspalum notatum que se conserva conjuntamente en el IBONE (Instituto de Botdanica del
Nordeste), y en la FCA-UNNE (Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del
Nordeste), Corrientes, Argentina. Si no se indica lo contrario, todas estas plantas fueron
mantenidas por multiplicacion vegetativa (clonal), en macetas o en pequeias parcelas, en
instalaciones de la FCA-UNNE desde su origen, ya sea desde cuando fueron introducidas
como plantas individuales a la Institucion, o desde que fueron producidas

experimentalmente como se indica en cada caso particular (Tabla 7).

Tabla 7: Plantas de Paspalum notatum Fligge. Se indican las identificaciones, origen, sitios

de coleccién del material utilizado, modo reproductivo y referencia bibliograficas.

N° Lugar de coleccion o forma de origen Modo
Origen Referencia
identificacion experimental reproductivo
Q4086 Experimental Proceso de obtencion: tratamiento con Apomictica (Quarin et
(=€28) colchicina de una semilla de la poblacién facultativa al., 2001)
diploide Q4084, originaria de Cayasta, Santa
Fe, Argentina.
Q4023 Natural Brasil, Mato Grosso do Sul, 30 Km al E de Apomictica (Martinez
Ponta Pora. facultativa etal.,
2001)
Q3664 Experimental Proceso de obtencion: duplicacidon con Apomictica (Quarin et
(=SWSB) colchicina en Tifton, Georgia, USA, a partir facultativa al., 1984;
del citotipo diploide sexual, Pensacola Ortiz et al.,
Bahiagrass (2n=2x=20 P. notatum var. 1997)
saurae Parodi) seguido de hibridacion con
citotipo 4x apomictico natural, una variante
de Bahiagrass comun, pero de estigmas
blancos; seguido de generaciones de
Py
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polinizacion libre. Planta elegida por sus
estigmas blancos y alto grado de sexualidad.
Un clon de la misma fue introducido a FCA-
UNNE en 1979, y siempre multiplicado en

forma vegetativa.

C4-4x Experimental Proceso de obtencion: Autotetraploide Sexual (Quarin et
(=Q4260) inducido con colchicina en callo obtenido al., 2001)
por cultivo de tejido de inflorescencia joven

del citotipo diploide sexual (poblacién

Q4084).
Q4117 Natural Brasil, Rio Grande do Sul, localidad Apomictica (Martinez
(=Guaiba 673) desconocida. etal.,
2001)
(Ortiz et
al., 1997)
Q4205 Experimental Planta obtenida experimentalmente por Sexual (Quarin et
autofecundacion de la planta Q3664 en la al., 2003)
FCA-UNNE.
Q4012 Natural Brasil, Mato Grosso do Sul, Tres Lagoas. Apomictica (Espinoza et
(=v11743) al., 2006)
N160 Natural Paraguay, Dpto Amambay. 25 km N de Apomictica (Espinoza
Pedro Juan Caballero. etal.,
2006)
Q3775 México, Tamaulipas, Municipio de Gomez, Apomictica (Martinez
cultivado en FCA-UNNE a partir de semillas facultativa etal.,
del ejemplar de herbario (R.A. Carranco 617, 2001)
en Herbario CTES)
Q3838 Argentina, Corrientes, 15 km S de ciudad de Apomictica (Martinez
Corrientes, arroyo Riachuelo. Planta N° 2 etal.,
2001)
Q4188 Hibrido experimental entre Q3664 y Q3853. Sexual (Quarin et
(=F131) F1N°31 al., 2003
Ortiz et al.,
1997)
P
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4.2 Cruzamientos controlados

Se realizaron cruzamientos controlados para la obtencion de distintas progenies
utilizadas en este estudio. Se utilizaron tres plantas 4x apomicticas facultativas de Q4086,
Q3664 y Q4023 que obraron como madres en los cruzamientos programados y repetidos
por cuatro afios. Como polinizadores se utilizaron diferentes genotipos del citotipo 4x,
algunos sexuales como C4-4x, Q4205 y Q4188, otros determinados como apomicticos
Q4117, Q4012, N160, Q3775 y Q3838 (Quarin et al., 1984; Quarin et al., 2001; Martinez et
al., 2001; Quarin et al., 2003; Espinoza et al.,2006) y otras apomicticos facultativos Q3664,
Q4086 y Q4023 (estos ultimos utilizados para ser autopolinizados) en diferentes

combinaciones.

Para la realizacion de los cruzamientos, antes de la antesis se recolectaron cafias de
la planta junto con una porcién de rizoma de la base de la misma e inflorescencias
inmaduras proximas a la antesis. Las mismas fueron mantenidas en frascos con agua y
ensobradas mientras duraron los cruzamientos. En el caso de los progenitores masculinos
también se eligieron cafias con inflorescencias a punto de iniciar la antesis o con pocas
espiguillas abiertas, las mismas se extrajeron con una porcion de rizoma y se mantuvieron
en frascos con agua, en un sector aislado (para evitar contaminaciones y pérdidas de polen)
y humedo del invernaculo de la Catedra de Genética de la Facultad de Ciencias Agrarias,

mientras produjeran polen para realizar los cruzamientos.

Los cruzamientos se realizaron en una camara de niebla artificial donde las
espiguillas se abren al momento de la antesis, pero se demora la dehiscencia de las anteras
debido al alto nivel de humedad ambiental (Figura 7). Esto permitié eliminar las anteras
antes que se libere el polen y luego aplicar sobre los estigmas el polen del padre elegido
previamente para cada experimento. Los detalles de esta técnica de cruzamiento fueron

descritos por Burton (1948).
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Figura 7: Camara de niebla artificial. A) Detalle de camara cerrada. B) Casilla adosada a la
camara conteniendo el humidificador, generador de niebla artificial, y tablero de comando.
C) Detalle de cdmara abierta, unida a la casilla que contiene el humidificador, se observa
tubo de ingreso de niebla artificial. D) Porcidn de planta en recipiente con agua y soporte

para mantener erecta la inflorescencia preparada para ser polinizada dentro de la cdmara.
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Por la tarde las inflorescencias femeninas fueron colocadas en la cdmara de niebla
artificial. Paspalum notatum se caracteriza por florecer temprano a la mafana,
aproximadamente 5:30 horas, por lo que la cdmara de niebla artificial fue programada para
encenderse una hora antes del horario de la antesis (aproximadamente a las 4:30 horas),
con la intencion de que produzca una humedad de saturacion. La elevada humedad
ambiental que existe al momento de producirse la antesis, demora la dehiscencia de las

anteras, por lo que éstas permanecen cerradas evitando la caida del polen.

Al dia siguiente, a la mafana temprano se realizé la colecta del polen que seria
utilizado como progenitor masculino, en sobres de papel sulfito. Con una pinza de punta
fina se procedié a la emasculacidon de las anteras de las inflorescencias colocadas en la
camara de niebla artificial y se polinizé con el polen cosechado en los sobres de papel sulfito.
Una vez realizado este proceso se ensobrd con papel sulfito las inflorescencias polinizadas
y se extrajeron las plantas utilizadas como progenitores femeninos de la cdmara de niebla
artificial y se colocaron en un sector del inverndculo, ensobradas, para evitar se contaminen
con cualquier otro polen que pudiera encontrarse en el invernaculo. Esta operacion se
repitié diariamente hasta polinizar la dltima espiguilla de la inflorescencia. Una vez
culminado el cruzamiento se retiraron las plantas a un sector apartado y protegido del
inverndculo (para evitar que las cafias se quiebren). Asi se conservaron hasta la madurez de
las semillas, aproximadamente 30-40 dias, momento en que se cosecharon las
inflorescencias. Las semillas obtenidas en cada uno de los cruzamientos fueron utilizadas

en este estudio (Figura 8).
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Figura 8: A y B) Inflorescencia de Q3664 dentro de la cdmara en el momento de la
polinizacién, A) Inflorescencia con las anteras expuestas, pero no dehiscentes listas para ser
emasculadas y B) Inflorescencia emasculada. C) Planta en antecamara del invernaculo,
conservada en recipiente con agua e inflorescencia ensobrada y sostenida con soporte

hasta momento de cosechar las semillas.

4.3 Porcentaje de llenado de semillas producidas por cruzamiento.

Se procedié a la cosecha de las inflorescencias polinizadas, considerandose cada
inflorescencia como una repeticidon de cada cruzamiento por lo que fueron analizadas cada
una por separado. Las mismas fueron secadas en estufa a 37 °C durante 24 horas y luego
manualmente se separaron las espiguillas y se clasificaron como llenas o vacias utilizando
un soplador de semillas (Seedburo Equipment Company 1022W. Jackson Blvd. Chicago.IL
60607 1-800-284-5779). El soplador permitié separar por un lado espiguillas llenas y por el

otro las espiguillas vacias, y de esta manera se conocié la fertilidad del cruzamiento, es decir,

el porcentaje de semillas llenas de cada cruzamiento realizado.
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4.4 Analisis de semillas por citometria de flujo.

Para el andlisis del modo reproductivo se utilizo la técnica de andlisis de semillas por
citometria de flujo (FCSS), de manera individual, propuesto por Matzk et al., (2000). El
mismo ha sido explicado en materiales y métodos del capitulo 1 de esta tesis. El citometro
utilizado fue CyFlow Space de Sysmex del Instituto de Botanica del Nordeste. Los datos
fueron analizados con el paquete informatico Flo Max 2.4d proporcionado por el fabricante

del citémetro.

4.5 Analisis estadisticos

El disefio experimental consistié en la realizacién de cruzamientos con todas las
combinaciones de progenitores disponibles al momento de la floracidn, se considerd cada
inflorescencia utilizada en cada combinacién genotipica como una repeticién. El nimero de
repeticiones estuvo supeditado a la disponibilidad de inflorescencias femeninas y
masculinas de cada combinacién, en algunos casos el nimero de repeticiones fue mayor
para lograr obtener un n similar en los cruzamientos realizados y que la disponibilidad al

momento de la floracién lo permitiera.

El andlisis o comparaciones se limité a aquellos progenitores que eran afines a los
progenitores femeninos, con el fin de evitar incluir en el mismo (“ruidos”) a la relacién

existente entre los distintos genotipos y el caracter de la semilla.

Se realizo el analisis de la varianza a través del test de Tukey (p= 0,05) (Di Rienzo et
al., 2020) para analizar la variacién existente entre las diferentes combinaciones por

progenitor femenino.

Se construyeron y analizaron modelos lineales generalizados (GLM por sus siglas en

inglés) para analizar la posible asociacién que existe entre el modo reproductivo presentado
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por los parentales y la formacidn de las semillas por via de un proceso sexual (meiosis +

doble fecundacidn) o por la via apomictica (aposporia + partenogénesis + pseudogamia).

Se analizd la sobredispersién de los residuos del modelo utilizando los test de
sobredispersion y la simulacidon de residuos presentes en el paquete DHARMa (Hartig, 2022)
con distribucién betabinomial y una funcién de enlace de tipo link=logit (Brooks et al.,
2017). Se seleccionaron los modelos comparando valores de probabilidad a través de
pruebas X2. Se tomaron como significativos todos los valores de probabilidad menores a
0,05. A su vez, se realizaron los contrastes entre las distintas categorias de las variables

predictivas utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2023).

Los andlisis se realizaron utilizando el programa de analisis estadisticos R (R Core
Team, 2023). Los paquetes “tidyverse” (Wickham et al., 2019) y ggeffects (Lidecke, 2018)
fueron utilizadas para la construccién y analisis de los modelos lineales generalizados, y la

construccion de los gréficos.
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V. Resultados y discusion

5.1 Cruzamientos

La combinacion de cruzamientos (Tabla 8) se hicieron en funcidon de las
inflorescencias disponibles, y las combinaciones no siempre se repitieron con todos los

progenitores.

Tabla 8: Total de espiguillas polinizadas en diferentes combinaciones de cruzamientos.

860 131 690 265

630 262 756 392 836 302

270 620 463 535

1766 393 2066 905 1120 527 535 930 884 631

5.2 Porcentaje de fertilidad de los cruzamientos

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 9 y Figura 9 del total de
cruzamientos realizados, se observa la fertilidad del cruzamiento a través de la relacion de
semillas llenas y vacias obtenidas por cruzamiento. En los cruzamientos que involucraron a
Q4023 como madre el porcentaje de semillas llenas varié de 22,9% cuando fue
autopolinizada, hasta 54,6 % al cruzarse por Q3838. Cuando intervino Q4086 como
progenitor femenino los porcentajes variaron entre 4,3% cuando fue cruzado por Q3775
hasta 41,8% al cruzarse con Q4012, mientras que cuando Q3664 actué como madre se
observaron porcentajes de semillas llenas que variaron entre 18,1% al cruzarse con Q3775

y 50,5% al cruzarse con Q4117 (Figura 10).

&
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Tabla 9: Porcentaje de semillas obtenidas en los cruzamientos realizados, nimero de

inflorescencias polinizadas segun cruzamiento.

11 860 307 553 35,7
2 131 38 93 29,0
6 582 133 449 22,9
2 94 28 66 29,8
8 690 218 472 31,6
4 352 114 238 32,4
4 265 71 194 26,8
4 260 99 161 38,1
3 295 161 134 54,6
6 630 232 398 36,8
3 396 128 268 32,3
2 262 88 174 33,6
6 836 274 562 32,8
4 302 85 217 28,2
8 756 176 580 23,3
5 553 231 322 41,8
6 392 17 375 4,3
3 232 82 150 35,3
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4 463 212 251 45,8
3 201 86 205 29,6
2 535 133 402 24,9
4 412 208 204 50,5
4 392 71 321 18,1
900
120 E
D

Q‘I,‘[_z;
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B vacias
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Figura 9: Porcentaje de semillas llenas y vacias segun cruzamiento.
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Figura 10: Porcentaje de semillas llenas por cruzamiento.

5.3 Andlisis de semillas por citometria de flujo

De acuerdo con la metodologia detallada en materiales y métodos para el analisis
FCSS por citometria de flujo (Matzk et al., 2000). Se determind asi que todas aquellas
semillas cuyos histogramas manifestaban una relacién de contenido de ADN
embrién/endospermo de 2C:3C es porque habian tenido un origen por via sexual (meiosis
+ doble fecundacion). Por su parte, todas las semillas en las que se observd una relacién
2C:5C fueron consideradas que se originaron por via apomictica (aposporia +

partenogénesis y pseudogamia).

Los resultados obtenidos de los cruzamientos (Tabla 10) muestran una clara
diferencia en la produccidon de cariopses via sexual cuando las tres plantas madres,

genotipos Q4023, Q4086 y Q3664, de reproduccion facultativa (sexual o apomictica) fueron

)
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polinizadas por plantas sexuales (C4-4x, Q4205 y Q4188), en comparacion con cariopses
formados por via de apomixis cuando esas mismas tres madres fueron polinizadas por
plantas clasificadas como apomicticas (Q4117 y Q3775, o también N160, Q3838 y Q4012).
Los valores de esas diferencias son estadisticamente significativos segln los genotipos que
intervinieron en los cruzamientos. Este resultado experimental y su significancia indican que
existe una influencia positiva del genotipo de los polinizadores en la “decision” del proceso

gue forma los cariopses en las madres.

Tabla 10: Diferentes combinaciones de cruzamientos realizados, nimero de inflorescencias

polinizadas por cruzamiento y proporcidn de semillas obtenidas sexuales y apomicticas.

1 30 1
2 12 -
3 21 -
4 44 -
5 22 -
6 7 - 288/1 99,7/0,3
7 8 -
8 23 -
9 40 -
10 50 -
11 31 -
1 19 -
5 1 ] 30/0 100/0
1 5 37
2 - 56
3 1 16
4 2 3
23/236 8,9/91,9
5 2 7
6 3 5
7 9 19
8 1 93
1 12 30
39/99 28,3/71,7
2 9 18
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3 9 9
4 9 3
1 1 5
2 1 14
9/57 13,6/86,4

3 5 22
4 2 16
1 6 19
2 7 13

27/71 27,6/72,4
3 3 14
4 11 25
1 1 34
2 6 58 19/141 11,9/88,1
3 12 49
1 52 -
2 11 -
3 4 13

101/39 72,1/27,9
4 16 1
5 15 17
6 3 8
! 1> ! 26/1 99,3/0,7
2 11 -
1 31 -
2 22 -
3 37 -
4 36
> 24 ) 295/0 100/0
6 56 -
7 9 -
8 48 -
9 24 -
10 8 -
1 58 -
2 38 - 110/3 97,3/2,7
3 14 3
1 57 -
, " ] 71/0 100/0
1 4 14

41/154 21.0/79,0
2 7 20

©
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3 12 21
4 3 26
5 6 29
6 5 31
7 4 13
1 15 17
2 4 1
3 2 -
4 8 14 67/74 47,5/52,5
5 10 21
6 14 19
7 14 2
! 4 > 8/9 47,5/52,5
2 4 4
1 3 8
2 8 27 21/52 28,8/71,2
3 10 17
1 21
2 45
3 97 2
208/5 97,7/2,3
4 25 -
5 6 -
6 14 3
1 8 4
2 15 1
51/21 70,8/29,2
3 7 6
4 7 10
1 13 -
2 45 -
3 0> ) 211/0 100/0,0
4 58 -
5 12 -
6 18 -
1 11 1
2 7 - 39/3 92,9/7,1
3 21 2
1 2 30
21/125 14,4/85,6
2 3 15

©
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3 12 59
4 21
1 2 20 2/20 9,1/90,9
1 23 -
2 47 17 87/17 83,7/16,3
3 17 -

Tomando individualmente los resultados de cada uno de los tres genotipos con
tipo de reproduccidn facultativo (sexual/apomictico) vemos que en la madre Q4086, entre
el 97,3 y 100% de los cariopses se formaron por la via sexual cuando el polen provino de los
genotipos sexuales C4-4x, Q4205 y Q4188, mientras que la misma madre Q4086 formd
cariopses mayoritariamente por via apomictica (entre el 52,5 y 79%) cuando se cruzé con

polen de los genotipos Q4117, Q3775, Q4012 y Q3838 que son apomicticos (Figura 11).

0,75- $
|

I

Proporcién apomicticos
o o
N
[¥,]
[

== |

C4-4x Q3775 Q3838 Q4012 Q4023 Q4086 Q4117 Q4188 Q4205

0,00~

Figura 11: Proporcién de descendencia apomictica obtenida de los cruzamientos entre

Q4086 y diversos genotipos paternos.

Por su parte, la madre facultativa Q3664 formé mayoritaria o exclusivamente

cariopses via sexual cuando se cruzé por los genotipos sexuales C4-4x (100%) y Q4188
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(92,9%), mientras que con los polinizadores apomicticos, Q4117 y Q3775, el 85,6 y 90,9%

de los cariopses se formaron por via apomictica (Figura 12).
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Figura 12: Proporcion de descendencia apomictica producto del cruzamiento entre Q3664

y diversos genotipos paternos.

Por su parte, es interesante el caso de la madre de reproduccion facultativa Q4023.
Estudios previos en este genotipo, realizados por Martinez et al. (2001) a través de técnicas
de citoembriologia (transparencia por DIC), mostraron que el 35,7% de los dvulos contenian
exclusivamente un saco meiético (M), el 2,4% uno o mas sacos apo (A), el 59,5 tenian un
saco M+A y un 2,4% de sacos inmaduros. Es decir, un potencial minimo de 35,7% y un
maximo de 95,2 de sexualidad, mientras el potencial de reproduccién apomictica variaba
de un minimo de 2,4% a 61,9%. También, Rebozzio et al. (2011), estudiaron con
“fingerprintings” de AFLP una progenie de Q4023, pero solamente el 5,12% de esa progenie
mostroé tener origen por via sexual, contrastando con lo que se podia esperar de acuerdo a
los resultados de estudios citoembrioldgicos. En los resultados presentes, con estudios
realizados a través de FCSS, el mismo genotipo estudiado por Martinez et. al. (2001) y
Rebozzio et al. (2011) produjo el 99,7%, y 100% de semillas con una relacion de contenido
de ADN en embridn:endospermo de 2:3, tipica de un desarrollo por la via sexual, cuando

fue polinizada con los genotipos de reproduccion sexual C4-4x y Q4205, respectivamente.
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Consecuentemente, la produccién de semillas por via apomictica (relacién de contenido de
ADN embrién:endospermo 2:5) fue inferior al 1%, variando de 0,3% a 0% cuando los

polinizadores fueron esos dos genotipos sexuales (Tabla 10 y Figura 13).

1,00-
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.4'.:)0,75- — ®
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=0,50-
0
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20,25-
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0,00- —2 = —_—

C4-4x Q4205 Q4012 Q3775 Q4117 N160 Q3838 Q4086 Q4023 Polin.
abierta

Figura 13: Proporcion de descendencia apomictica en cruzamientos entre Q4023 vy

diferentes combinaciones paternas.

Muy por el contrario, la formacién de semillas via apomixis, del mismo genotipo
Q4023, crecié cuando fue polinizado por cinco genotipos de reproduccién apomictica
(Q4012, Q3775, N160, Q3838 y Q4117) variando de 71,7 a 91,9%. Por tanto, la diferencia
entre la expresion de la sexualidad y la expresidn de la apomixis en la formacion de semillas
por las vias sexual y apomictica es netamente significativa y tiene sin dudas una influencia
positiva de los gametos aportados por los progenitores masculinos (Figuras 11, 12 y 13). Los
resultados obtenidos por Martinez et al. (2001) determinaron la expresion de la
apomixis/sexualidad a partir de la observacion del tipo de sacos embrionarios observados
en ovulos maduros a través de microscopia DIC. Esta tesis determind la expresion con base
en el tipo de embridon y endospermo (relacion del contenido relativo de ADN entre ambos)
gue contenian las semillas después de polinizaciones controladas; mientras que Rebozzio
et al. (2011) determinaron la expresion de esa sexualidad/apomixis a través de un test de

/

l"u.../"’
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progenie en estudios moleculares. Durante los estudios realizados por Martinez et al. (2001)
y Rebozzio et al. (2011) no se realizé control de la polinizacién. Sin embargo, la técnica
realizada por Martinez et al. (2001) requirid, para realizar el andlisis por microscopia,
espiguillas en estado de antesis; mientras que Rebozzio et al. (2011), si bien utilizé para su
test de progenie, semillas de la misma planta que anteriormente estudiaran Martinez et al.
(2001), cultivada en una parcela de un metro cuadrado, integrando un lote de parcelas
individuales, del mismo tamafio, en un terreno de aproximadamente 280 metros
cuadrados. Alli se distribuian cerca de 60 genotipos de P. notatum, en su inmensa mayoria
tetraploides y apomicticos. Solo habia en ese lote un genotipo sexual (Q4205) y dos
facultativos (Q4086 y Q3664) por lo que en ese momento la polinizacién libre de Q4023
involucré exclusiva o mayoritariamente polen de plantas tetraploides y apomicticas. Esto
indica, y en los tres casos se confirma, que Q4023 es una planta de reproduccion apomictica
facultativa pero que expresa mayoritariamente la apomixis cuando es polinizada por polen

de plantas apomicticas.

Entonces, a la pregunta de quién “decide” el tipo de embriogénesis de una planta
de P. notatum perteneciente a un genotipo de reproduccién facultativa
(apomictica/sexual), cuando se cruza con otro genotipo, la respuesta es sin dudas: el tipo
de reproduccién de la planta que aportd el polen “decide” la via por la cual se forman los
embriones y sus respectivos endospermos en las semillas de la madre facultativa. Estos
embriones seran exclusivamente o en altisimo porcentaje por via sexual si el genotipo del
polinizador es de reproduccion sexual, por el contrario, embriones y endospermos seran
mayoritariamente, aunque no todos, originados por via apomictica (aposporia,
partenogénesis y pseudogamia) cuando el polinizador es un genotipo apomictico. Cabe
mencionar que, en el primer caso, las semillas con embriones de origen sexual produciran
plantas segregantes que podran ser de reproduccidon apomictica o sexual, mientras que, en
el segundo caso, las semillas mayoritariamente formadas por apomixis se espera que
produzcan exclusivamente plantas de reproduccién facultativa, y la minoria producida via

sexual producirdn plantas segregantes.
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En los cruzamientos realizados, las 3 madres facultativas, cruzadas con los tres
polinizadores sexuales dieron como resultado porcentajes muy altos de semillas con
embriones via sexual y muy semejantes entre ellos no manifestando diferencias
significativas (p> 0,05), lo que muestra una constante. Mientras que, cuando las 3 madres
facultativas se cruzaron con diferentes genotipos apomicticos dieron resultados de semillas
apomicticas mayoritariamente, pero variables entre si, lo que indica que los factores que
determinan la via del desarrollo del embridn son variables, aunque siempre altos en los

padres apomicticos.

Por otro lado, también se forzé la autopolinizacidn de las madres, obteniéndose en
todos los casos semillas que mayoritariamente se formaron por la via sexual, presentado
variaciones en el porcentaje dependiendo de la madre que fue autopolinizada. Cuando se
autopolinizé Q4086 presentd mayoritariamente semillas por la via sexual con un 97,7%. Por
su parte, la autopolinizacién de Q3664 produjo un 83,7% de semillas por la via sexual,
mientras que Q4023 fue la que produjo menor cantidad de semillas por la via sexual cuando
fue autopolinizada, presentando un 72,1%. Esta variacidon seguramente estd relacionada
con el origen de las plantas utilizadas como madres, ya que tal como se observa en la (Tabla
7), tanto Q4086 como Q3664 tienen un origen experimental, siendo que Q4086 surgio
directamente a partir de la duplicacion con colchicina de una semilla de una planta diploide
sexual, proveniente de una poblacion diploide sexual de la localidad de Cayasta, donde
varias plantas de dicha poblacién (5 de 7 analizadas) mostraron capacidad de producir muy
eventualmente un saco apospdrico junto al saco meidtico que siempre estd presente en
todos los évulos (Quarin et al 2001). La planta Q3664 también surgid originalmente de una
diploide, tetraploidizada con colchicina, a la que siguieron algunos cruzamientos con
tetraploides naturales apomicticos, antes de ser seleccionada como una planta facultativa,
pero con un importante grado de reproduccion sexual. Mientras que Q4023 es una planta
tetraploide de reproduccién facultativa tomada directamente de la naturaleza (Figura 14).
Las diferencias entre la formacién variable de semillas con embriones de origen sexual entre

las tres madres autopolinizadas, también sugiere que los factores que se supone producen
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este efecto a través del polen, deben ser cuantitativamente variables en cada uno de ellas,

probablemente debido al origen de cada una de estas plantas de reproduccion facultativa.

C4-4x Q3775
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2 0,75-
& 0,50-

0,25- o

Q4086 Q3664 Q4023 Q4086 Q3664 Q4023

Figura 14: Proporcion de descendencia apomictica de las tres madres respecto de cuatro

genotipos paternos.

Al realizar el andlisis de la varianza segun Tukey, (Figura 15) se observaron
diferencias entre las semillas analizadas de los cruzamientos realizados, entre aquellas
obtenidas asociadas al sistema reproductivo del progenitor masculino de origen sexual
versus apomictico. Polen de un progenitor de reproduccién sexual favorecio
significativamente a la formacidn de semillas por la via sexual, como asi también polen de

un progenitor de reproduccién apomictica favorecio la via apomictica.
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Figura 15: Andlisis de la varianza de las diferentes combinaciones de cruzamientos
realizados. En verde (madre Q3664), celeste (madre Q4086), y gris (madre Q4023). Letras

distintas indican diferencias significativas (p=0,05). F = 58,40.

Al analizar cdmo contribuyen los diferentes genotipos parentales al fenotipo
(sexualidad/apomixis) de la descendencia a través de la construccion de modelos lineales
generalizados y con el fin de estandarizar los datos, se seleccionaron para dicho analisis
aquellos genotipos masculinos que se han repetido en cruzamientos con las 3 madres. Los
genotipos seleccionados para dicho andlisis corresponden a dos clasificados como
apomicticos (Q3775 y Q4117) de distinto origen (Tabla 7) y aupolinizacion forzada de cada
una de las madres. Se decidid no incorporar en el analisis al parental masculino C4-4x,
clasificado como sexual (Tabla 7) debido a que la totalidad de la progenie presenté poca

variabilidad en cuanto a su clasificacion como fenotipo de reproduccién sexual.
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Estos resultados me permitieron observar una influencia del genotipo parental con
el fenotipo de la descendencia (p< 2,2e-16). Tal como se puede observar en la Tabla 11y
Figura 16, al comparar los resultados obtenidos a partir de los cruzamientos con los
genotipos apomicticos con los obtenidos por autopolinizacién cruzada, la proporcién de
apomixis encontrada es superior al 50%. En todos los cruzamientos los valores mas elevados
se observaron cuando los progenitores femeninos fueron Q3664 y Q4023. Presentando
Q4023 cuatro individuos apomicticos en el cruzamiento con el padre puramente sexual (C4-
4x). Cuando se forzé la autopolinizacidon se observd la respuesta diferencial entre los
progenitores femeninos: Q4023 presentd una mayor proporciéon de descendencia
apomictica cercana al 23%, seguida de Q3664 cuya proporcién fue del 16%, mientras que
Q4086 al ser autopolinizada produjo una proporcién de descendencia sexual del 97%. Se
observd en dicho analisis una asociacion entre el fenotipo de la madre y el genotipo de la
descendencia (p=1,5e-7), sin embargo, se establecié que la madre interactua potenciando
la expresion del genotipo del padre y no determinando diferencialmente la expresion del
genotipo del padre (p=0,47). Esto se puede apreciar en la Tabla 11, donde los valores de
AICc son menores para el modelo que no involucra la determinacién diferencial de una
variable sobre la otra. Las mayores proporciones de apomicticos (Figura 16) estan asociados
a la madre que tiene una mayor variabilidad en la descendencia obtenida en la
autopolinizacion forzada. Cabe destacar, que Q4023 es la uUnica planta utilizada como
progenitor femenino de origen natural mientras que Q4086 y Q3664 son de origen

experimental (ver Tabla 7).

No se encontraron diferencias significativas entre el efecto causado por Q3775 y
Q4117 en la descendencia (p=0,08), sin embargo, ambos genotipos fueron

significativamente diferentes respecto de las autopolinizaciones forzadas (p< 0,0001).
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Tabla 11: Valoracién de los modelos lineales generalizados.

* Este modelo incluye la interaccion entre las variables padre y madre.
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Figura 16: Proporcion de descendencia apomictica predicha por el modelo seleccionado

para cada padre y madre.
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Autran et al. (2005), realizaron analisis genéticos en Arabidopsis thaliana, sugiriendo
que la actividad de varios genes durante la embriogénesis temprana y la formacién del
endospermo dependen solamente de la transcripcidén de alelos inherentes a la madre. En
dicho estudio ninguno de los alelos inherentes al padre se expresé durante la formacién
temprana de las semillas, por lo que se concluyd que la transcripcidon materna es suficiente
para el desarrollo directo de los primeros estadios tanto en el embrién como en el
endospermo. Grimanelli et al. (2005) establecen que dicho modelo es controversial, ya que
existen evidencias de alelos paternos transcritos en estadios tempranos en Arabidopsis
(Weijers et al., 2001; Kohler y Grossniklaus, 2005) y que la expresidn de un trasgén
inherente al padre es conducido por un promotor viral en maiz (Zea mays) (Scholten et al.,
2002). También los fenotipos de numerosos embriones mutantes letales presentan una tasa
tipica de segregacion esporofitica de 3:1 (Tzafrir et al., 2004), sugiriendo que no hay efectos
maternos aparentes. De todos modos, el silenciamiento paterno (o por lo menos una fuerte
reduccion en la expresion de los alelos paternos) ha sido también confirmada por varios
genes o marcadores del desarrollo (Baroux et al., 2001; Sorensen et al., 2001; Golden et al.,

2002).

De acuerdo a estos resultados y aun si se asume que gran parte del genoma
inherente al padre sufre un retardo en su activacion, Grimanelli et al. (2005) plantean
importantes dudas sin resolver al respecto. En primer lugar, sugieren que no es claro si el
silenciamiento del genoma paterno puede generalizarse al desarrollo temprano de las
semillas en otras plantas. La analogia con animales sugiere la posibilidad de una variabilidad
muy extensa. Segundo, incluso para aquellos genes donde el control materno es
demostrado claramente, se desconoce si la transcripcion materna es gametofitica (es decir,
depositada antes de la fertilizacion), cigética (producida después de la fertilizacién), o
ambos. Por ultimo, no esta claro si el curso de activacion del genoma es similar en el

embrién y el endospermo.

Los resultados obtenidos en esta tesis en el citotipo tetraploide de Paspalum

notatum al cruzar como madres a plantas de reproduccion facultativa (sexual/apomictica)
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con polinizadores contrastantes: o sexuales o apomicticos, demostraron una influencia neta
del tipo de polinizador sobre el proceso que conduce a la formacién de las semillas de la
madre facultativa. El polen de una planta de reproduccién sexual conduce total o
mayoritariamente a la formacion por via sexual (meiosis + doble fecundacién), por parte de
la madre facultativa. Y viceversa, la misma madre facultativa produce semillas via apomixis
(aposporia + partenogénesis + pseudogamia) cuando el polen proviene de una planta de
reproduccién apomictica. Estos resultados, dejan en evidencia que existen elementos del
genoma paterno decisivos en el tipo de embriogénesis que interviene en la formacion de

una semilla.

Es decir, el genotipo del polinizador determina el proceso de las semillas que se
forman en la madre. En el desarrollo de una semilla, el tipo de embrién y de endospermo
gueda resuelto desde que se concreta la polinizacién de la flor, ya que depende de si los
mismos se inician por la doble fecundacién en un saco meidtico o por la partenogénesis y
pseudogamia en un saco aposporico. Cabe aclarar que en esta tesis solamente se estudio el
fenotipo de las semillas respecto de la respuesta del mismo en el estudio por citometria
(FCSS), donde se considera la relacién de contenido relativo de ADN del
embrién:endospermo, nuestros resultados no involucran estudios moleculares que
determinen la expresién de factores ya sean genes en concreto o factores de transcripciéon
en ese momento en el évulo. Sin embargo, se podria inferir que el genoma paterno actua
desde muy temprano en la embriogénesis en las semillas de P. notatum, en concordancia
con lo sugerido por Grimanelli et al. (2005) y los estudios previos de investigaciones en

Arabidopsis (Weijers et al., 2001; Kohler y Grossniklaus, 2005).

Los mecanismos moleculares que controlan la apomixis, son en gran parte
desconocidos. Conner et al. (2015) demostraron que en Pennisetum squamulatum, la
apomixis segrega como un unico locus dominante, la region gendmica especifica para la
aposporia (ASGR, del Inglés “apospory-specific genomic region”), la ASGR contiene
multiples copias del gen similar a PSASGR-BABYBOOM (PsASGR-BBML), un miembro del

subgrupo similar a BBM de factores de transcripcién APETALA 2. La expresion de un
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Cap 2. Resultados y discusion

transgén PSAGR-BBML en mijo perla tetraploide sexual promovié tanto la partenogénesis
como la produccién de descendencia haploide. Por otro lado, los embriones haploides
producidos en lineas con el promotor PsASGR-BBML en arroz y maiz sugieren que la
expresion en monocotileddneas debiera ser similar a lo encontrado en el mijo perlay podria

ser usado para dirigir la partenogénesis en monocotiledéneas (Conner et al., 2017).

A partir de los resultados obtenidos por Boutilier et al. (2002), mis resultados
permiten especular sobre la existencia de un efecto de superposicion en la expresion de
factores o genes al momento de la fecundacion, manifestada a través de la influencia que
ejerce el padre (sexual o apomictico) al fecundar a diferentes madres (apomicticas
facultativas). Es decir, estos, me facultan plantear una nueva hipdtesis que podra ser
abordada mediante estudios de expresion molecular, de factores aportados por el polen,

desde el momento de la fecundacion.
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VI. Conclusiones especificas

Se acepta la segunda hipdtesis que establece que en una planta tetraploide apomictica
facultativa, el desarrollo de semillas por via sexual, cuando recibe polen de un genotipo
tetraploide, depende mayoritariamente del sistema reproductivo de la planta que

aporta el polen, aunque también influye el potencial de la madre.

Esta tesis permitié detectar que el tipo de reproduccion del polinizador actia desde
estadios tempranos produciéndose la embriogénesis por la via sexual o por la via

apomictica.
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Conclusiones

Conclusiones generales

e En algunos casos especificos se observo un ligero efecto de disminuciéon o aumento en
el tamano del genoma. Ese aumento o disminucion en el tamafio del genoma podria ser
atribuido a la historia de la evolucion de las especies multiploides donde podrian haberse
dado tanto eventos de autoploidia como también eventualmente de aloploidia. También
podria ser una consecuencia de identificaciones taxondmicas incorrectas, que lleven a
considerar que los citotipos considerados, en realidad, no corresponderian realmente a
la misma especie. En este género, donde no existe una revision taxonémica moderna y

completa, esto es muy posible.

e Es necesario plantearse o diagramar estudios moleculares en la embriogénesis para
resolver cuales son los factores que provienen del polinizador, y que se expresan para

producir semillas, ya sea por la via sexual o por la via apomictica.
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