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RESUMEN

Paspalum notatum Fliggé es una graminea rizomatosa perenne, nativa del continente
Americano y particularmente predominante en los campos de pastoreo del sur de Brasil,
Paraguay, Uruguay y nordeste de Argentina. Es una forrajera bien adaptada al clima
subtropical y a los sistemas de pastoreo continuo. La especie presenta citotipos diploides
(2n=2x=20) al6égamos y de reproduccion sexual, y citotipos tetraploides (2n=4x=40)
apomicticos y seuddgamos. Unos pocos individuos tetraploides sexuales experimentales
fueron generados por duplicacion cromosdmica de diploides naturales. Sin embargo, la
obtencion de estos individuos tetraploides artificiales es un proceso laborioso y poco
eficiente, ademas, las plantas obtenidas por este método presentan escaso vigor Yy fertilidad
y en algunos casos resultan apomicticos facultativos. Es por ello que el germoplasma
tetraploide sexual de P. notatum se encuentra acotado a unos pocos individuos, con una

base genética muy estrecha, lo que restringe su uso en programas de mejoramiento.

La variabilidad existente en P. notatum se encuentra presente en los tetraploides
apomicticos que poseen una amplia distribucion geografica en todo el continente americano
y una gran variacion fenotipica. Una muestra representativa de esa variabilidad se halla
depositada en el Banco de Germoplasma del IBONE. Esta variabilidad presente en los
apomicticos puede ser transferida al germoplasma tetraploide sexual, mediante
cruzamientos intra-especificos entre los pocos genotipos 4x sexuales existentes y varios
genotipos apomicticos naturales, de tal manera de generar luego una poblacion sexual con

una base genética mas amplia.

El objetivo de este trabajo fue la ampliacién del pool génico del germoplasma tetraploide
sexual de P. notatum, a partir de la obtenciéon de hibridos tetraploides sexuales, y su
posterior uso para generar una poblacion tetraploide sexual sintética con caracterizacion

genética y reproductiva.

Se obtuvo un total de 12 familias F;, a partir de cruzamientos controlados entre 3 genotipos
tetraploides sexuales experimentales (GTSE) y 10 genotipos tetraploides apomicticos
naturales (GTAN). Se confirmé el origen hibrido de una muestra representativa de cada
progenie, a partir de un test de paternidad con marcadores moleculares. Se determiné el
modo de reproduccion de todas las progenies hibridas, mediante marcadores moleculares
ligados a la aposporia y posterior corroboracién por métodos citoembriolégicos. Todas las

progenies resultaron ser de origen hibrido, con excepcién de dos plantas que fueron
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producto de autofecundacion de la madre. El modo de reproduccion en las familias mostro
un rango de segregacién entre sexuales:apomicticos de 1:1 a 8,6:1 (X= 3,4:1). Se
observaron proporciones muy similares en aquellas familias que compartian el mismo padre
apomictico, lo que sugiere una influencia paterna en las proporciones esperables entre

sexuales y apomicticos.

Un total de 29 hibridos F; sexuales, provenientes de 10 familias, fueron intercruzados para
generar una Poblacion Tetraploide Sintética Sexual (PTSS) de 306 individuos. La PTSS fue
caracterizada desde el punto de vista citolégico, reproductivo, fertilidad, variabilidad
molecular y morfo-agronémica. Se comprobd que los individuos de la PTSS son tetraploides
(2n=4x=40) y se reproducen exclusivamente en forma sexual. La fertilidad medida a partir de
la produccion de semillas en autopolinizacion forzada y polinizacion abierta demostré que la
PTSS se comporta como alégama, aunque con niveles variables de autogamia. Se
observaron niveles variables de fertilidad entre los individuos de la PTSS, aunque en
promedio con valores similares a los obtenidos en los GTSE y los diploides. El analisis de la
variabilidad molecular, evaluada con marcadores de SSR, y la morfo-agronémica a partir de
9 caracteres, demostré que la PTSS posee una variabilidad similar a la observada en los
GTAN y considerablemente superior a los GTSE. Esto demuestra que se logré transferir la
variabilidad presente en los GTAN a la PTSS, ampliando el pool génico del germoplasma

tetraploide sexual de la especie.

Se generaron familias hibridas entre individuos de la PTSS y dos cultivares apomicticos de
P. notatum. Se determiné la segregacion por el modo de reproduccién, mediante
marcadores moleculares 100% ligados a la aposporia. A su vez, se estimaron los niveles de
expresividad de la aposporia en los hibridos apomicticos, a partir de la observacion de sacos
embrionarios maduros. Se obtuvieron 22 familias, a partir de cruzamientos entre 11
individuos de la PTSS y los cvs. Argentine y Boyero UNNE. El modo de reproduccién mostro
un rango de segregacion entre sexuales:apomicticos de 1:0 a 1,3:1 (x=3,5:1) y 1:0a 1,5:1
(x= 4:1) para las familias del cv. Argentine y cv. Boyero, respectivamente. La expresividad
de la aposporia fue estimada en 55 y 28 hibridos apomicticos provenientes de los
cruzamientos por cv. Argentine y Boyero UNNE, respectivamente. Los niveles de
expresividad de la aposporia en los hibridos apomicticos mostraron un rango de 12,5-97%
(Cv= 33,6%) y 3,0-100% (CV= 53,1%) para el cv. Argentine y Boyero UNNE,
respectivamente. Se observé una alta proporcion de hibridos apomicticos con niveles de
expresividad superiores al 80%, los cuales podran ser evaluados como potenciales nuevos

cultivares.
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ABSTRACT

Widening the Gene Pool of the Sexual Tetraploid Germplasm of Paspalum notatum:
Genetic and Reproductive Characterization of a Sexual Synthetic Tetraploid

Population

Paspalum notatum Fliggé is a warm-season perennial grass, native from the New world,
growing from north of Mexico to centre of Argentina. The species presents two different
cytotypes, the diploid race (2n=2x=20) which is sexual and cross-pollinated, inhabits in a
very narrow area on northeast of Argentina. The tetraploid race (2n=4x=40), is the
predominant cytotype, and reproduces by pseudogamous apomixis. Some experimental
sexual tetraploid plants have been generated through chromosome doubling. However,
these artificial tetraploids are difficult to obtain and plants generated by this method tend to
exhibit low vigor and fertility, and some of them reproduce by facultative apomixis. Therefore,
the sexual tetraploid germplasm available is restricted to a few plants with a very narrow
genetic pool. The objective of this thesis was to transfer the genetic variability from a highly
diverse apomictic tetraploid germplasm to the sexual tetraploid germplasm. A total of 12
hybrid families, segregating for mode of reproduction, were generated crossing 10 naturally
occurring apomictic tetraploids (NATG) with three experimental sexual tetraploid genotypes
(ESTG). The mode of reproduction segregated in a distorted way in almost all families with
the exception of family E in which the proportion sex:apo was equivalent. The results suggest
that the degree of distortion depends on which male progenitor was used, instead of the
parental combination. A sexual synthetic tetraploid population (SSTP) was generated
intercrossing 29 sexual F; hybrids. Sexual reproduction and tetraploid level were
corroborated on the population. SSR molecular markers and morphological and agronomical
traits were used to measure the genetic variability of SSTP, NATG and ESTG. Genetic
variability in the SSTP was similar to NATG, and both showed considerably higher genetic
variability than ESTG. These results indicate that gene pool of NATG was successfully
transferred to the SSTP. The SSTP reproduced by cross-pollination, but with variable levels
of self-fertility. This was concluded from seed set under self- and open-pollination. A total of
22 segregating families for mode of reproduction were generated crossing 11 individuals
from the SSTP as females with two apomictic cultivars as male parents. Segregation for
mode of reproduction and expressivity of apomixis were evaluated. Both traits were highly
variable, and there was not significant correlation between those traits and the progenitor
used in crosses. The high genetic diversity present in the SSTP will be useful for breeding

programs of this species.
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INTRODUCCION

1. Potencial impacto de las especies forrajeras en la produccion ganadera del norte de
Argentina

La cadena de ganados y carnes en la Argentina tiene un alto impacto social y econémico ya
gue se estima que genera cerca de 550 mil puestos de trabajo directos e indirectos y
representa alrededor del 18% del producto bruto interno agroindustrial (Vazquez Platero,
2010). La produccion ganadera Argentina se basa en gran parte en el aprovechamiento de
pasturas naturales, lo que si bien representa una ventaja desde el punto de vista de la
conservacién de los recursos floristicos, implica a su vez una baja eficiencia productiva, una
subutilizacion de los recursos y por ende un menor volumen de produccién y menores

resultados econdmicos (Arelovich et al., 2011; Feldkamp, 2011).

El avance de la frontera agricola en la region pampeana ha causado dos eventos
importantes desde el punto de vista productivo. En primer lugar, ha llevado a la ganaderia
de la regién pampeana a un nivel de mayor intensificaciéon, a partir de la adopcién de nuevas
tecnologias de procesos e insumos, que permitieron captar parte del stock ganadero que fue
desplazado por la agricultura (Feldkamp, 2011). En segundo lugar, la otra parte del stock
gue perdio su lugar en esa region, se fue desplazando al norte del pais (Canosa et al., 2009;
Feldkamp, 2011), donde la ganaderia se realizé tradicionalmente en sistemas de tipo
extensivo, sobre pasturas naturales con bajo nivel de adopcion de tecnologias (Vazquez et
al., 2007, Rearte, 2010). Esta situacion ha llevado a una sobrecarga de estos sistemas
productivos y a su posterior deterioro, generando una disminucion de su eficiencia, como
queda reflejado en los bajos indices reproductivos y productivos de la region (Arelovich et
al., 2011; Feldkamp, 2011).

Una de las alternativas para solucionar este problema es la adopcion de sistemas de
produccién que incorporen especies forrajeras, adaptadas a la region de cultivo, las cuales
otorguen un adecuado balance entre productividad y estabilidad. La utilidad de esta
tecnologia fue claramente demostrada por Brasil, donde la adopcion de esta herramienta
(junto a otras) permiti6 en pocos afios practicamente duplicar su receptividad y produccion
pecuaria, posicionandolo como el mayor exportador de carne vacuna del mundo (Jank et al.,
2011; 2014).



Uno de los principales problemas de la produccion pecuaria en el norte argentino, desde el
punto de vista forrajero, es que la regién presenta practicamente en su totalidad un clima
subtropical, donde las pasturas tropicales si bien logran sobrevivir, no alcanzan a expresar el
potencial productivo expresado en ambientes tropicales. La misma situacién se presenta
cuando se intentan incorporar pasturas templadas perfectamente adaptadas, por ejemplo a
la region centro y sur de nuestro pais. Solo unos pocos cultivares han sido desarrollados
para ambientes subtropicales en otros paises del mundo como Australia y Estados Unidos
(Moser et al., 2004). De esta manera, queda en evidencia la necesidad de obtener
germoplasma que se adapte a esta region y que a su vez manifieste adecuados niveles de
produccién y calidad para la produccion ganadera. Afortunadamente, la regién presenta
numerosas especies nativas con gran potencial forrajero, las cuales pueden ser mejoradas y

seleccionadas como potenciales nuevos cultivares.

2. El género Paspalum

Paspalum L. es un género perteneciente a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, Tribu
Panicea, Subtribu Paspalinae, compuesta por 310 especies de origen americano segun la
tltima revisién realizada por Morrone et al. (2012). El género posee su centro de origen en
América del Sur tropical, estando su mayor diversidad distribuida en la zona del Cerrado de
Brasil, campos de Argentina, Uruguay y sur de Brasil (Zuloaga y Morrone, 2005; Ortiz et al.,
2013). Este género se encuentra representado en nuestro pais por alrededor de 80 especies
(Quarin, 1992), las cuales se distribuyen desde el norte hasta el sur de la regién pampeana.
La poliploidia est4 presente en aproximadamente el 75% de las especies del género y la
mayoria son tetraploides (Ortiz et al., 2013). Por otro lado, la mayoria de los tetraploides son
apomicticos y la aposporia es el tipo de apomixis predominante (Quarin, 1992; Ortiz et al.,
2013).

Las especies con mayor potencial forrajero de este género son P. notatum, P. dilatatum, P.
guenoarum, P. atratum y P. nicorae, sin embargo solo las dos primeras han sido

ampliamente cultivadas en el mundo.



3. Paspalum notatum

Paspalum notatum Fliiggé (pasto horqueta o bahiagrass) es una graminea perenne, que se
extiende mediante fuertes rizomas superficiales o sub-superficiales, de crecimiento
horizontal, formados por entrenudos cortos, generalmente cubiertos por hojas secas (Figura
1a). Las hojas son generalmente glabras o con pilosidad a lo largo de los margenes. Las
laminas son lineares y lanceoladas, de 3 a 30 cm de longitud y 3 a 12 mm de ancho. Las
inflorescencias presentan dos racimos, con un eje comun casi imperceptible (Figura 1b), eje
que se hace evidente en las raras oportunidades en que se presentan tres racimos. Los
racimos pueden ser ascendentes o recurvos, de 3 a 14 cm de longitud. El raquis es glabro
de color verde o purpura. Las espiguillas son solitarias y se ubican en dos hileras a un lado
del raquis, son ovadas u obovadas, brillantes y glabras, con una longitud de entre 2,5y 4

mm y un ancho de entre 2 y 2,8 mm. Las anteras y estigmas son purpuras, el fruto es oval

de alrededor de 1,8 mm de largo y 1,2 mm de ancho (Gates et al., 2004).

s

Figura 1. Detalle de un rizoma (a) y de una inflorescencia (b) de P. notatum.

Paspalum notatum es una especie multiploide con modos de reproduccién asociados a los
niveles de polidia. Al igual que la extensa mayoria de la especies del género, presenta un
namero basico de 10 cromosomas (Gates et al., 2004). El citotipo diploide (2n=2x=20),
conocido como P. notatum var. Saurae Parodi (Pensacola), es de reproduccion sexual y
alégamo debido a un sistema de auto-incompatibilidad polen-pistilo, aunque produce
escasamente semillas y con variaciones genotipicas en autopolinizacién (Burton, 1955;
Acufia et al.,, 2007). El citotipo tetraploide (2n=4x=40), conocido como P. notatum
tetraploide, se reproduce por apomixis gametofitica de tipo apospérica y es seuddégamo
(Burton, 1948; Acufa et al., 2007). Este modo de reproduccion implica la formacion del

embrién por partenogénesis, mientras que para el desarrollo del endospermo es necesaria



la polinizacién y fecundacion de la célula central. En la especie también se han registrado
individuos con citotipo triploide (2n=3x=30) y pentaploide (2n=5x=50) (Gould, 1966; Quarin
et al., 1989; Tischler & Burson, 1995), aunque estos fueron hallados en escasas ocasiones y
no representan méas del 2% de las colecciones documentadas hasta la fecha (Tischler &
Burson, 1995; Pozzobon & Valls, 1997).

El citotipo tetraploide presenta una amplia distribuciéon natural en el continente americano,
extendiéndose desde el centro de México hasta el norte de Argentinay a lo largo de las Islas
del Caribe (Chase, 1929), siendo particularmente predominante en los pastizales del
sudeste de Brasil, Paraguay, Uruguay y nordeste de Argentina (Figura 2; 3a). En contraste
con esto, el citotipo diploide se encuentra restringido a una regién acotada del nordeste
argentino, cerca de la costa este del rio Parand (Gates et al., 2004) (Figura 2).
Considerando que la variante tetraploide es de origen autotetraploide y que ademas
comparten cromosomas homologos con el citotipo diploide, es aceptado que esta region
representa el centro de origen de la especie, siendo ademéas considerado el centro de

diversificacion debido a la alta diversidad genética presente en la region (Gates et al., 2004).
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Figura 2. Mapa de distribucion geografica de P. notatum. En celeste la distribucién del
citotipo tetraploide (2n=4x=40) y en rojo del citotipo diploide (2n=2x=20). Figura adaptada de
Daurelio et al. (2004).

Debido a que la especie presenta nhumerosas caracteristicas de interés forrajero, la misma
ha sido introducida para su cultivo en muchos paises alrededor del mundo. Probablemente
uno de los primeros fue Estados Unidos, donde se registran las primeras introducciones ya
en 1913 (Scott, 1920), y es en el sudeste de este pais donde P. notatum representa uno de
los cultivos forrajeros perennes mas importantes con alrededor de 2 millones de hectareas
cultivadas (Blount & Acufia, 2009; Newman et al., 2010) (Figura 3b), ademas de ser usada
como césped y fijadora de suelos (Gates et al. 2004). Otros paises como Australia (Gates et
al., 2004), Japon (Sugimoto et al., 1995), Taiwan (Jean y Juang, 1979) y Zimbabue (Mills y
Boultwood, 1978) han incorporado a la especie como forrajera, césped y como cultivo de

cobertura.



Figura 3. P. notatum bajo pastoreo en un campo natural de la provincia de Santa Fe

(Argentina) (a) y en una pastura implantada en el sur de la Florida, EEUU (b).

La apomixis es un tipo de reproduccion asexual a través de semillas (Asker y Jerling, 1992)
que ocurre en alrededor de 400 especies de plantas distribuidas en 40 familias (Carman,
1997). La falta de recombinacion genética en las especies apomicticas ha sido vista por
algunos autores (e.g. Jessup, 2005) como un impedimento para el mejoramiento. Sin
embargo, muchos otros autores (e.g. Hanna y Bashaw, 1987; Hanna, 1995; Savidan, 2000)
citan numerosas ventajas de este modo de reproduccidon para el mejoramiento vegetal,
siendo probablemente una de las mayores, la posibilidad de fijar la heterosis en hibridos a
través de sucesivos ciclos de cultivo. Esta ventaja podria ser explotada en el germoplasma
tetraploide apomictico de P. notatum, a partir de alguno de los esquemas de mejoramiento

propuestos para especies de reproduccién apomictica.

4. Mejoramiento genético en Paspalum notatum tetraploide

Al igual que en otras especies apomicticas, los primeros cultivares de P. notatum fueron
producto de seleccién y multiplicacién de genotipos naturales coleccionados en diferentes
regiones. Los mayores esfuerzos en el mejoramiento genético de la especie fueron
realizados en Tifton, Georgia en el sudeste de Estados Unidos y se encuentran resumidos
en Burton (1992). En Burton (1948) se encuentran los primeros trabajos de evaluacién de
progenies originadas a partir de individuos tetraploides, reportandose la ausencia de
variabilidad en la descendencia de esos individuos, y determinando de esa manera que
éstos presentaban reproduccién apomictica, lo que constituiria una barrera a la

recombinacion de caracteres mediante hibridaciones.



A partir de la obtencion de los primeros individuos tetraploides sexuales, mediante
duplicacion cromos6mica de diploides (Burton y Forbes, 1960), fue posible la obtencién de
los primeros hibridos tetraploides. Desde entonces, fueron numerosos los intentos de
generar cultivares hibridos, a partir de la generacion de grandes familias segregantes para el
modo de reproduccion y la posterior seleccion de los hibridos de mejores caracteristicas,
que se mantendrian como tales en sucesivos ciclos de cultivo gracias a la reproduccién
apomictica. A pesar de estos esfuerzos, este esquema de mejoramiento fue poco eficiente
en esta especie, principalmente debido a la baja proporcién de hibridos altamente
apomicticos (Acufia et al., 2009; 2011).

En busca de aumentar la eficiencia en los programas de mejoramiento, un esquema
alternativo fue abordado en las ultimas décadas por el Dr. G.W. Burton en Tifton, Georgia
(EEUU). Este esquema planteaba la generacion de poblaciones sintéticas, y su
mejoramiento a partir de seleccion fenotipica recurrente. Bajo esa metodologia se generaron
dos poblaciones base de reproduccion principalmente sexual, una en 1974 y la otra en 1983,
sin embargo, a pesar de haberse realizado varios ciclos de seleccién, nunca se llegé a
liberar cultivares al mercado, y desafortunadamente aquellas poblaciones fueron
abandonadas. Probablemente, el fracaso de ese programa se debié a la escasa

comprension de los mecanismos de control de la apomixis en la época (Miles, 2007).

Posteriormente, investigadores de la Universidad de Florida, EEUU, obtuvieron 310
genotipos tetraploides sexuales, a partir de duplicacion cromosémica de diploides
(Quesenberry et al., 2010), dando lugar a la continuaciéon del programa de mejoramiento
genético de P. notatum iniciado por el Dr. Burton. Algunos de estos genotipos tetraploides
sexuales inducidos fueron seleccionados por ser altamente sexuales y autoincompatibles
(Acuna et al., 2007), los cuales fueron cruzados con el cultivar apomictico Argentine y
algunos de los clones apomicticos experimentales del programa del Dr. Burton. Los hibridos
resultantes mostraron un alto grado de variabilidad y heterosis (Acufia et al., 2009; 2011),
sin embargo estos hibridos tampoco fueron liberados al mercado hasta la fecha, y la

mayoria del germoplasma sexual fue abandonado.

Uno de los genotipos sexuales del programa de mejoramiento del Dr. Burton fue incorporado
al banco de germoplasma del IBONE (CONICET-UNNE) (Quarin et al., 1984). Esta planta
fue cruzada con un ecotipo apomictico natural y entre los hibridos obtenidos se seleccioné
uno apomictico, que fue recientemente inscripto en el INASE como cultivar Boyero UNNE
(RNPC Ne° 3213). Este es el primer cultivar apomictico de P. notatum obtenido por un
método de hibridacion (Urbani et al., 2016).



En la actualidad, el IBONE cuenta con uno de los bancos de germoplasma de P. notatum
mas importantes por el nimero de introducciones, proveniente de distintos puntos de
coleccién dentro de toda el area de distribucion natural de la especie. Sélo a nivel
tetraploide, el banco de germoplasma (plantas y semillas) del IBONE cuenta con alrededor
de 60 accesiones provenientes de paises como Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Cuba,
México, Paraguay, Pera y Uruguay (Quarin, com. pers.). Sin embargo, el germoplasma
tetraploide sexual disponible esta acotado a unos pocos genotipos de bajo desemperio y de
base genética muy estrecha, lo que los hace inadecuados e insuficientes para llevar

adelante un programa de mejoramiento para la especie.



OBJETIVOS

Objetivo general

v Incrementar el acervo génico del germoplasma tetraploide sexual de Paspalum notatum,
a partir de la obtencién de hibridos tetraploides sexuales y su posterior uso para generar

una poblacion tetraploide sexual sintética.

Objetivos especificos

1. Generar hibridos tetraploides sexuales de P. notatum que contengan la mayor

variabilidad genética transferida desde los ecotipos tetraploides apomicticos (Capitulo I).

2. Obtener una poblacién tetraploide sintética sexual de P. notatum, a partir del

intercruzamiento entre hibridos F;s sexuales de las diferentes familias (Capitulo I).

3. Caracterizar la poblacion tetraploide sintética sexual de P. notatum, desde el punto de

vista citolégico, modo de reproduccién y con respecto a su fertilidad (Capitulo II)

4. Determinar la variabilidad genética de la poblacion tetraploide sintética sexual de P.
notatum, a partir de marcadores moleculares y morfo-agronémicos, para conocer el
avance genético logrado con respecto a sus progenitores sexuales y apomicticos
(Capitulo 11).

5. Generar progenies de origen hibrido, a partir de cruzamientos entre individuos de la

poblacion tetraploide sintética sexual y cultivares tetraploides apomicticos (Capitulo 111)

6. Determinar la segregacion por el modo de reproduccién, en las diferentes familias
hibridas, obtenidas del cruzamiento entre genotipos tetraploides sintéticos sexuales y

cultivares tetraploides apomicticos (Capitulo 111).

7. Establecer los niveles de expresividad de la aposporia, en los hibridos apomicticos
generados de los cruzamientos entre genotipos tetraploides sintéticos sexuales y

cultivares tetraploides apomicticos (Capitulo 111).



CAPITULO |

OBTENCION DE UNA POBLACION TETRAPLOIDE
SINTETICA SEXUAL

1.1 INTRODUCCION

I.1.1 La apomixis en Paspalum notatum

La barrera a la recombinacion genética, inherente a la reproduccién apomictica, fue
superada en numerosas especies gracias a la obtencion de individuos tetraploides sexuales
experimentales, a partir de la duplicacién cromosémica de diploides sexuales naturales,
como son los casos de Paspalum notatum (Burton y Forbes, 1960; Quarin et al., 2001;
Quesenberry et al., 2010), P. simplex (Caceres et al., 1999), P. plicatulum (Sartor et al.,
2009), Brachiaria bryzantha (Pinheiro et al., 2000; Guerra Araujo et al., 2005), B. ruziziensis
(Swenne et al., 1981; Lutts et al., 1994; De Oliveira Timbo et al., 2014), Panicum maximum
(Savidan, 1975), entre otras especies. Esto posibilitd la liberacion de la variabilidad genética
presente en los tetraploides apomicticos, a partir de la hibridaciébn entre éstos y los

tetraploides sexuales experimentales.

Sin embargo, estos genotipos tetraploides inducidos presentan algunas limitantes para su
uso en programas de mejora. En primer lugar, la obtencion de estos individuos no es una
tarea sencilla, ya que involucra el uso de sustancias nocivas para la salud, y ademas la
eficiencia en la generacion de plantas autotetraploides inducidas es muy baja ya que en la
mayoria de los intentos no se logra la duplicacion de los diploides y en otros es comun
obtener mixoploides (quimeras) y multiploides. En segundo lugar, estos individuos presentan
un escaso vigor que en muchos casos implica que no lleguen a la etapa reproductiva, y
cuando lo hacen, presentan una floracion desuniforme y baja produccién de semillas. Por
ultimo, la obtencién de genotipos tetraploides por duplicaciébn cromosémica no implica
necesariamente la obtencion de individuos de reproduccion sexual. Quarin et al. (2001)
report6 que dos de tres individuos obtenidos por duplicacion cromosémica (colchiploides) se
comportaron como apomicticos facultativos, mostrando una proporcién variable de sacos de

origen aposporico y de individuos de origen materno en la progenie. Acufia et al. (2009)
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determinaron el modo de reproduccion de un grupo de 20 individuos obtenidos por
duplicacion cromos6mica, encontrando que dos de ellos presentaban potencial para
apomixis, debido a la presencia de sacos embrionarios de origen aposporico. Estos reportes
indican que el potencial genético para la reproduccién apomictica podria encontrarse en el
nivel diploide, pero que seria necesario un efecto de dosage (ya sea del propio locus de la
apomixis o de factor/es complementarios) para la expresiéon de dicho caracter (Quarin et al.,
2001), lo que ademas podria ser explicado con la teoria de la expresion asincronica de
genes duplicados, lo que podria desencadenar los procesos de reproduccién apomictica
(Carman, 1997). Otra hipotesis que podria explicar este hecho plantea un control
epigenético del caracter (epialelos), indicando que la duplicacion del nUmero cromosoémico
desencadenaria los procesos de expresion génica (Horandl y Hojsgaard, 2012). Cambios
epigenéticos manifestados después de duplicacién cromosémica ya fueron reportados para
otros caracteres en neopoliploides (Comai, 2005), lo que estaria apoyando esta hipétesis.
Sin embargo, ninguna de estas hip6tesis ha sido probada, por lo que adn se desconocen las
causas de este fendmeno. Este hecho tiene ciertas implicancias desde el punto de vista
aplicado, debido a que la duplicacién cromosémica de individuos diploides sexuales no
garantiza la obtencién de individuos tetraploides de reproduccion exclusivamente sexual, lo
que llevaria por un lado a erréneas interpretaciones de la herencia del caracter, y por otro a
pérdidas de eficiencia en los programas de mejora, debido a la posibilidad de obtener
descendencia de origen clonal (Blount y Acufia, 2009), siendo necesaria en este Ultimo caso
la determinacion del modo de reproduccion de las progenies obtenidas en cada ciclo, lo que

implica gastos de tiempo y recursos.

La obtencién de algunos individuos tetraploides experimentales de reproduccion sexual, al
mismo nivel de ploidia de los individuos apomicticos, posibilitd el estudio de la herencia del
caracter apomixis. Como resultado de ello, Martinez et al. (2001) lograron realizar un estudio
en profundidad de la herencia de la apomixis en P. notatum, mediante evaluacion de la
segregacion del caracter aposporia en F;S, F»s y retrocruzas, en el cual demostraron que la
aposporia se hereda como un factor mendeliano simple y dominante, pero con distorsiones
en la segregacion, probablemente debidas a algin mecanismo de letalidad propio del locus
de la apomixis o de algun factor ligado al mismo. Un estudio posterior de Martinez et al.
(2007) demostr6 que el caracter no es capaz de transmitirse a través de gametos
masculinos monoploides (n=x), apoyando de esa forma la hipétesis planteada por Nogler
(1984a) de que la apomixis s6lo puede ser transmitida en condicion heterocigoética; por lo

tanto, no es posible obtener individuos apomicticos diploides.
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La elaboracion de mapas de ligamiento en la especie permitieron la identificacion de la
region gendmica responsable del caracter apomixis (Martinez et al., 2003; Stein et al.,
2007). A su vez, se determind que la regibn presenta una fuerte represion a la
recombinacién, probablemente debida a rearreglos cromosémicos como inversiones o
translocaciones (Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2004, Podio et al., 2012) lo que podria

explicar las distorsiones en la segregacion de la aposporia.

Otro hecho de interés fue la identificacion de varios marcadores moleculares ligados a la
region gendmica responsable de la apomixis en la especie (Martinez et al., 2003; Stein et
al., 2007; Rebozio et al., 2012), algunos de ellos 100% ligados. Esto posibilité la
identificacion temprana de individuos apomicticos en progenies segregantes, permitiendo de
esa manera avanzar mas rapido y un ahorro de recursos en programas de mejoramiento y
seleccion. En un estudio reciente, Worthington et al. (2016) reportan que la regiébn genémica
responsable de la apomixis se encuentra muy conservada entre las especies de la tribu
Paniceae (a la cual P. notatum pertenece), y encuentran evidencia de que el gen candidato
para partenogénesis en Pennisetum squamulatum ASGR-BBML podria ser el mismo entre
las especies de dicha tribu. Este hecho constituye un avance mas en la caracterizacion
genética y molecular de la apomixis, que tiene como uno de sus principales objetivos el

aislamiento y transferencia del caracter a los cultivos mayores.

En los primeros estudios sobre apomixis se postulaba que éste era un modo de
reproduccion totalmente independiente de la sexualidad y que los individuos podrian
reproducirse solo por una de estas dos vias (Darlington, 1939; Stebbins, 1950). Sin
embargo, mas recientemente se ha demostrado que la apomixis implica mas bien una
desregulacion de los procesos de la reproduccién sexual (Horandl y Hojsgaard, 2012),
hecho que se puede evidenciar debido a que la mayoria, si no es la totalidad, de las
especies que se reproducen por apomixis son en realidad apomicticas facultativas (Ozias-
Akins y van Dijk 2007), es decir, que un mismo individuo genera (o tiene el potencial de
generar) descendencia por la via apomictica, o por la via sexual. Paspalum notatum no es la
excepcion a esto, debido a que practicamente todos los genotipos apomicticos evaluados
tienen el potencial de producir cierta parte de su descendencia por via sexual, debido a que
éstos exhiben una proporcion variable de sacos embrionarios de origen meiético, aunque en
muchos casos las evaluaciones de progenie reporten Unicamente descendencia de origen

materno (Blount y Acufia, 2009).

La determinacion del modo de reproduccién en P. notatum puede realizarse mediante

distintas técnicas. En primer lugar, es posible clasificar a los individuos en estadios
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tempranos del desarrollo vegetativo a partir de marcadores moleculares ligados a la
reproduccion apomictica (Martinez et al., 2003; Stein et al., 2007; Rebozio et al., 2012). En
segundo lugar, es posible su determinacion en distintas etapas del proceso reproductivo
(6vulo, semilla o progenie). La observacion directa de sacos embrionarios maduros a partir
de pistilos diafanizados (Quarin et al., 1984; 2001; Ortiz et al., 1997; Martinez et al., 2001;
Acufia et al., 2009; 2011) permite distinguir la estructura diferencial de los sacos de origen
meiotico (tipo Polygonum) de aquellos de origen aposporico (tipo Paspalum) (Ortiz et al.,
2013). También es posible determinar el modo de reproduccién en la etapa de semillas, a
partir de la técnica de citometria de flujo (Matzk et al., 2000; Siena et al., 2008), permitiendo
diferenciar las semillas originadas de procesos sexuales de aquellas de origen apomictico,
por diferencias en la relacién de ploidia embrién/endospermo entre ambas. Por dltimo, es
posible determinar el modo de reproduccién a partir de pruebas de progenie con marcadores
moleculares (Ortiz et al., 1997) o fenotipicos (Burton & Forbes, 1960). Sin embargo, estas
Gltimas requieren mayor tiempo y recursos que las anteriores, y en el caso de las fenotipicas
no permiten diferenciar a individuos apomicticos facultativos de aquellos sexuales ya que

ambos pueden generar descendientes por la via sexual.

[.1.2 Mejoramiento en especies forrajeras apomicticas

El mejoramiento genético de especies apomicticas se llevd a cabo tradicionalmente
mediante la seleccion de genotipos apomicticos superiores presentes en la naturaleza
(Vogel y Burson, 2004; Miles, 2007). Sin embargo, este enfoque si bien fue exitoso en
especies con elevada diversidad, se ve limitado en el corto o mediano plazo, debido a la
dificultad de encontrar genotipos que retdnan naturalmente numerosos caracteres de interés
(Zilli et al., 2015).

La apomixis es un modo de reproduccion que impide la recombinacién y por lo tanto la
generacion de nuevas variantes genéticas. Se han propuesto varios esquemas de
mejoramiento en especies apomicticas, tales como los citados por Pernés et al. (1975),
Gobbe et al. (1983), Savidan et al. (1989), Hanna (1995), Miles et al. (2006), entre otros. La
mayoria se encuentran enfocados en la obtencion de grandes familias segregantes, para el
modo de reproduccion, y la posterior busqueda de hibridos superiores con alta expresividad
de la apomixis (Miles, 2007). Sin embargo, este enfoque presenta ciertas limitaciones, como

ser la dificultad de reunir varios caracteres de interés en un mismo individuo, mediante un
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cruzamiento simple (Miles et al., 2007). En el caso particular de P. notatum a esto se agrega
la baja proporcién de hibridos apomicticos obtenidos en los cruzamientos entre sexuales y
apomicticos, debido a las distorsiones en la segregacion de la apomixis (Martinez et al.,
2001; Stein et al., 2004; Acufia et al. 2009; 2011) y dentro de ellos, a la baja proporcion de
individuos con alta expresion del caracter (Acufia et al., 2009; 2011). Inclusive, en los casos
donde los genotipos apomicticos superiores se encuentran en la naturaleza, se necesitan
muchos afios para su evaluacion y liberacion al mercado, lo que podria implicar facilmente
entre 15 y 20 afios (Miles, 2007).

Uno de los esquemas propuestos para combinar los caracteres de interés dispersos en el
germoplasma tetraploide apomictico es la generacion de poblaciones segregantes, y a partir
de ellas la recombinacion genética, a partir del intercruzamiento entre individuos sexuales
del primer ciclo (Miles & Escandon, 1997), generando en el segundo ciclo una poblacién
sexual sintética de amplia base genética, que permita la seleccibn de progenitores
femeninos de alto desempefio, para ingresar en programas de cruzamientos y seleccion.
Este enfoque fue utilizado con éxito en el germoplasma de Brachiaria, mediante
cruzamientos inter-especificos entre tres especies emparentadas, logrando luego de
sucesivos ciclos de seleccién recurrente una poblaciéon sexual sintética resistente a tres
especies de cicadidos, una de las principales plagas del tropico y subtropico americano
(Miles et al., 2006). Un enfoque similar podria ser apropiado para el mejoramiento del
germoplasma tetraploide de P. notatum, con la ventaja no menor de que se dispone de
germoplasma sexual (diploide natural y tetraploide experimental) dentro de la misma

especie.

Los mayores esfuerzos en el mejoramiento de P. notatum, mediante el uso de poblaciones
sintéticas, fueron realizados en Tifton, Georgia (EEUU), y son resumidos por Burton (1992).
En las Ultimas décadas, se han generado dos poblaciones base de reproduccion
principalmente sexual para el mejoramiento de la especie, una en 1974 y la otra en 1983, sin
embargo, a pesar de que se realizaron varios ciclos de seleccién fenotipica recurrente en
cada una de ellas, llegando a obtenerse mejoras en algunos caracteres de interés, no se
lograron liberar hibridos apomicticos al mercado, quedando estos en etapa experimental y
aguellas poblaciones abandonadas. Probablemente, la falla en estos programas se debi6 a
la escasa comprension de los mecanismos de control de la apomixis en la época (Miles,
2007) y a la inexistencia de herramientas que permitan una rapida y adecuada

determinacién del modo de reproduccion.
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Desde aquel entonces se han realizado significativos avances en la caracterizacion de la
apomixis en P. notatum. En primer lugar, se determindé la herencia del caracter,
estableciéndose que la aposporia se hereda como un factor mendeliano simple, dominante y
gque segrega de manera distorsionada debido a un posible factor de letalidad con
penetrancia incompleta, ya sea del propio locus de la apomixis o a factores ligados a éste
(Martinez et al., 2001). Se realizaron mapas de ligamiento, identificando la region genémica
gue gobierna el caracter (Martinez et al. 2003; Stein et al., 2007). Se identificaron varios
marcadores moleculares ligados a la aposporia, algunos de ellos 100 % ligados al caracter
(Martinez et al., 2003; Stein et al., 2007; Rebozio et al., 2012). Estos avances permitieron un
mayor entendimiento de los mecanismos de control de la apomixis, ademas de generar
herramientas Utiles en la identificacion rapida de hibridos apomicticos. Debido a que la
reproduccion sexual (al igual que en Brachiaria) se comporta como un caracter recesivo, es
posible generar y mantener una poblacién sexual sintética de base genética amplia que se

mantenga como tal a través de sucesivos ciclos de cultivo.

Uno de los esquemas de mejoramiento mas moderno y probablemente més apropiado para
esta especie es el propuesto por Miles (2007) donde se proponen cruzamientos de prueba,
entre individuos de la poblacién sintética sexual con genotipos apomicticos superiores como
probadores, obteniéndose un doble beneficio, por un lado se generan hibridos apomicticos
que podrian ser potenciales nuevos cultivares, y por el otro se genera informacion sobre la
aptitud combinatoria de las madres sexuales, las cuales siguen un esquema de seleccion
recurrente reciproca, ya sea por aptitud combinatoria general (Comstock et al., 1949) o
especifica (Hull, 1945), lo que lleva a un nuevo ciclo de recombinacion entre aquellas
madres que generen una descendencia de mayor desempefio, logrando en cada ciclo una

acumulacién progresiva de efectos genéticos aditivos y/o no aditivos en la poblacion base.

El IBONE cuenta con un extenso germoplasma tetraploide apomictico de P. notatum,
colectado en diferentes sitios dentro del area de distribucibn natural de la especie,
representado en buena medida la variabilidad genética presente en la misma. Por otra parte,
también se cuenta con unos pocos individuos tetraploides sexuales de origen experimental,
entre ellos uno de los obtenidos por el Dr. G.W. Burton en Tifton (Georgia, EEUU), los
cuales podran ser utilizados como parentales femeninos con el fin Gltimo de transferir la
variabilidad genética del germoplasma apomictico a un nuevo germoplasma tetraploide

sintético sexual que servira de base para el programa de mejoramiento de la especie.
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1.2 HIPOTESIS

1.

Es posible generar varias familias recombinantes de P. notatum, a partir de la hibridacion
entre unos pocos genotipos tetraploides sexuales experimentales y mdaltiples genotipos
tetraploides apomicticos naturales.

Los marcadores moleculares permiten clasificar las progenies segregantes, para el modo
de reproduccién, en etapas tempranas del desarrollo.

Es posible generar una poblacion tetraploide sexual sintética de P. notatum, a partir de
intercruzamientos entre hibridos sexuales provenientes de familias F;s con origen

genético diverso.
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1.3 OBJETIVOS

1.

Obtener varias familias de P. notatum, a partir cruzamientos intraespecificos entre unos
pocos genotipos tetraploides sexuales y mdultiples genotipos tetraploides apomicticos
naturales.

Determinar el modo de reproduccion de las progenies hibridas, a partir de la utilizacién
de marcadores moleculares y posterior corroboracion por andlisis embrioldgico de sacos
embrionarios maduros.

Generar una poblacion tetraploide sintética sexual (PTSS) de P. notatum, a partir del
intercruzamiento entre diferentes hibridos F;s sexuales, provenientes de familias
generadas por cruzamientos entre unos pocos genotipos tetraploides sexuales

experimentales y varios genotipos tetraploides apomicticos naturales.
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|.4 MATERIALES Y METODOS

l.4.1 Material Vegetal

Los genotipos tetraploides sexuales usados como progenitores femeninos fueron obtenidos
de manera experimental ya que en la naturaleza nunca fueron encontrados (Tabla 1). De los
tres genotipos empleados, dos de ellos (SWSB y Q4205) tienen un origen genético en
comun y el otro (C4-4x) se obtuvo por duplicacion cromosomica de un individuo diploide
sexual. El genotipo SWSB fue obtenido por cruzamiento entre un diploide sexual duplicado y
un tetraploide apomictico de estigmas blancos (WSB) (Burton y Forbes, 1960); mientras que
el genotipo Q4205 fue obtenido por autopolinizacion de SWSB (Quarin et al. 2003), portando
ambos el caracter recesivo de estigmas blancos. La informacion detallada del origen y modo

reproductivo de cada uno de los genotipos utilizados se encuentra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Identificacion, modo de reproduccion y origen de los genotipos tetraploides de P.
notatum usados en los cruzamientos para la generacién de las familias F;.

Accesion Modo de Origen
Reproduccion 9
Hibrido, obtenido por cruzamiento entre un tetraploide sexual
experimental y un apomictico natural con estigmas blancos,
SWSB Sexual . .
xu WSB (Burton y Forbes, 1960). Introducida a Argentina en
1979 (Quarin, 1984).
Q4205 Sexual Obtenido por autofecundacién de SWSB (Quarin et al., 2003).
Tetraploide  experimental, obtenido por  duplicacién
C4-4x Sexual cromosémica de una planta diploide colectada en Cayasta,
Santa Fe, Argentina (Quarin et al., 2001).
CRAL556 Apomictico Ruta 35, Km. 364 cerca Fortin Olavarria, Buenos Aires,
Argentina.
Q3838 Apomictico Riachuelo, Corrientes, Argentina.
V14327 Apomictico Capivari, RS, Brasil.
Q3775 Apomictico Tamaulipas, México.
Q4064 Apomictico Saladas, Corrientes, Argentina.
SVv2893 Apomictico El Huayo, Dpto. de Cajamarca, Prov. de Cajabamba, Peru.
Q3776 Apomictico Villa Tunari, regiéon del Chapare, Bolivia.
Q4294 Apomictico Los Algarrobos, Santa Rosa de Calamuchita, Cordoba
Argentina.
B229 Apomictico Itaqui, RS, Brasil.
TB86 Apomictico Ruta 26, Km. 389, Dpto. de Cerro Largo, Uruguay.

Los genotipos tetraploides apomicticos empleados como progenitores masculinos fueron

seleccionados de una amplia coleccién de germoplasma de P. notatum que existe en el

Grupo de Genética de Pastos del IBONE (Tabla 1). Se seleccionaron 10 genotipos, teniendo

en cuenta la diversidad morfoldgica existente en el banco de germoplasma y el origen
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geogréafico, de tal manera de tener representada la mayor diversidad y el area de

distribucién natural de la especie (Figura 4).

Figura 4. Mapa de los sitios de coleccion de los genotipos apomicticos utilizados en esta
tesis.

1.4.2 Cruzamientos y obtencion de las progenies F;

Los cruzamientos fueron realizados de forma controlada, mediante emasculacion previa del
parental femenino, y de acuerdo a la metodologia descrita por Burton (1948). A partir de las
plantas sexuales utilizadas como madres se colectaron inflorescencias con una porcion de
rizomas, el dia previo al comienzo de la floracién, las cuales fueron depositados en
contenedores de 1 | de capacidad con agua limpia. La tarde previa al inicio de la floracion,
los recipientes con las inflorescencias unidas a sus rizomas fueron colocados dentro de una
camara de cruzamientos, la cual esta conectada a un humidificador que genera una niebla
de agua, manteniendo el ambiente con una humedad relativa cercana al 100%. A la mafiana
siguiente, en el momento que se produce la antesis de las espiguillas (alrededor de las 6
am), las anteras permanecen sin abrirse (se impide la dehiscencia) debido a que el

ambiente estd saturado de humedad. De esa manera, es posible eliminar las anteras
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(emasculacion), mediante una pinza de puntas finas, para evitar la autopolinizaciéon. Por otra
parte, se colectd el polen del progenitor masculino apomictico, en sobres de papel sulfito, la
misma mafiana en la cual se produjo la emasculacién de las flores del progenitor femenino.
El sobre conteniendo el polen del progenitor masculino fue colocado sobre la inflorescencia
del progenitor femenino, previamente emasculado, para que se produzca la polinizacion
cruzada. Este procedimiento se repitié por 3 0 4 dias hasta completar la floracion de todas
las espiguillas de la inflorescencia. Una vez finalizada la floracion y polinizacion de todas las
espiguillas, las inflorescencias fueron mantenidas ensobradas, y se ubicaron en un sector
himedo y sombreado del invernadero para su maduracion. Entre los 25 y 30 dias de
finalizada la polinizacion se procedié a la cosecha, secado en estufa a 37 °C durante 48 h, y
posterior trilla y separacién de las espiguillas con caridpsides (semillas) de las sin ellos
(vacias). Para esto, se utilizd un equipo “soplador de semillas” (Seedburo Equipment
Company 1022W) que separa las espiguillas con semillas de las vacias por diferencia de

peso.

En el mes de agosto de 2012, las semillas fueron escarificadas con &cido sulfdrico (98%)
durante diez minutos, enjuagadas con agua y puestas a germinar en turba estéril dentro del
invernadero. Una vez que las plantulas desarrollaron 3 hojas verdaderas fueron repicadas
individualmente a bandejas plasticas individuales (speedlings) donde continuaron su
desarrollo durante un mes. Luego de transcurrido ese tiempo fueron trasplantadas al campo
en un marco de 0,8 x 0,8 m dentro del predio del Campus de la Facultad de Ciencias

Agrarias, Universidad Nacional del Nordeste.

1.4.3 Determinacion del origen hibrido de las progenies

Se evalud la eficiencia del método de cruzamiento, en una muestra del 20% de los
individuos de cada familia. Se recurrié a una prueba de paternidad, mediante la deteccién de
marcadores moleculares especificos del padre apomictico y posterior andlisis de co-
segregacion en la descendencia. Para ello, se utilizo la técnica de marcadores denominada
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). El criterio para considerar si un descendiente se
origind por hibridacién consistié6 en que al menos dos marcadores especificos del padre
apomictico estuvieran presentes en el hijo. Los descendientes que no compartieron ningin
marcador con el padre fueron considerados que se originaron por autofecundacion de la

madre sexual.
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[.4.3.1 Obtencién del ADN

Se empleo la técnica de micro-extraccion basada en una metodologia descripta en Brugnoli
et al. (2013), pero en lugar de hojas jévenes se usaron meristemos apicales de los rizomas.
Las extracciones de ADN gendmico total fueron realizadas a partir de 100 mg de tejido
meristematico. El material vegetal fue colocado en tubos plasticos de 1,5 ml de capacidad
con 700 ul de Buffer de extraccion (2% CTAB; 100 mM Tris-HCI pH 7,5; 50 mM EDTA pH 8;
700 mM NaCl; 140 mM R-mercaptoetanol), precalentado a 65 °C, y fue macerado con la
ayuda de un taladro manual equipado con una mecha de polipropileno. Los tubos con las
muestras maceradas fueron incubados en un bafio térmico a 65 °C durante 30 min, con
agitacion de los tubos cada 10 min para lograr una buena homogenizacion. Luego, los tubos
fueron retirados y dejados sobre una mesada, hasta que alcanzaron temperatura ambiente,
donde se les agreg6 700 ul de Cloroformo 99%, se homogeneizé mediante agitacién por
inversion, durante 5 min y luego se centrifugé a 13.000 rpm por 10 min. El sobrenadante
(aprox. 600 pl) fue transferido a otro tubo nuevo, donde se le agreg6 600 ul de 2-Propanol
frio, para lograr la precipitacion del ADN, y luego fueron colocados en un freezer a -20 °C
por 2 h. A continuacién, se centrifugaron a 13.000 rpm por 20 min a 4 °C, se descart6 el
sobrenadante y el pellet obtenido fue lavado con 500 ul de una solucién de lavado (etanol
70% + 0,2 M acetato de sodio), donde nuevamente fueron centrifugados a 13.000 rpm por 5
min, se descart6 el sobrenadante y se puso a secar el pellet en estufa a 37 °C. Finalmente,
el pellet seco se disolvidé en una solucién de TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA pH 8) y

se los conservo en freezer a -20 °C.

Se estimo la cantidad e integridad del ADN mediante el uso de patrones de ADN de
concentracion conocida, mediante separacion electroforética en gel de agarosa 1% p/v en
una solucién de TAE 1X (40 mM Tris-HCI; 5 mM acetato de sodio; 0.77 mM EDTA pH 8.0) a
40 V durante 1 h. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (10 ng/ml), visualizados
con luz ultravioleta y fotografiados con el equipo Gel-Doc It Imagen System (UVP, LLC).
Luego, se prepararon diluciones de las muestras de ADN, a una concentracion

estandarizada de 10 ng/ul, para luego realizar las amplificaciones por PCR.

1.4.3.2 Amplificaciones por PCR y deteccion de los marcadores
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Los ADNSs fueron amplificados por PCR para la deteccién de los marcadores moleculares.
Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25 l,
conteniendo 20 ng de ADN gendémico, 100 uM de dNTPs, 0,2 uM del cebador, 1 U de la
enzima polimerasa de ADN (Promega) y 1X del buffer de amplificacion de la enzima
(Promega). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador marca Bio-Rad modelo
My-Cycler con el siguiente programa: un paso inicial de desnaturalizacién a 94 °C durante 5
min, seguidos por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, apareamiento a la
temperatura de cada cebador durante 45 seg, y extension a 72 °C durante 2 min, y
finalmente un paso de extension final a 72 °C durante 5 min. Una vez finalizada la reaccion
de amplificacion se adicioné a cada tubo 5 ul de buffer de siembra (50 mM Tris pH 8; 5mM

EDTA pH 8; 25% sacarosa, 2 mg/ml p/v azul de bromofenol).

Los productos de amplificacion fueron separados por medio de electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 2% p/v en buffer TAE 1X (400 mM Tris; 50 mM NaOAc; 7,7 mM EDTA)
a 70 V durante 3 h. Los patrones electroforéticos fueron revelados con bromuro de etidio (10

ng/ml), visualizados y fotografiados con un equipo Gel-Doc it Imagen System (UVP-LLC).

Se realiz6 una seleccion de cebadores que amplificaran marcadores especificos del padre y
que estubieran ausentes en la madre. Posteriormente, con los cebadores que amplificaron
bandas especificas del padre se realiz6 el test de paternidad, amplificando los ADNs de los
progenitores junto con el de los descendientes. Aquellos descendientes que amplificaron al
menos 2 marcadores especificos del padre fueron considerados de origen hibrido; mientras
gue los que no compartieron ningan marcador fueron considerados producto de

autofecundacioén

|.4.4 Determinacion del modo de reproduccion

Esta determinacion se llevé a cabo sobre todos los hibridos, mediante el empleo de dos
marcadores moleculares de RAPD (Random amplified polymorphism DNA) 100% ligado al
caracter aposporia en P. notatum (Martinez et al., 2003). Luego, para corroborar los
resultados moleculares se realizé un andlisis citoembriol6gico, mediante observacion de

sacos embrionarios, sobre una muestra del 15% de los hibridos de cada familia.
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1.4.4.1 Analisis molecular

La extraccion de ADN gendmico fue realizada de la misma forma descripta en el punto
1.4.3.1.

Se emplearon los marcadores de RAPD UBC247-377 y UBC259-1157, ambos identificados

como 100% ligados al caracter aposporia en P. notatum (Martinez et al., 2003).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, conteniendo 20 ng de
ADN gendmico, 200 uM de dNTPs, 0,5 uM del cebador, 1,25 U de la enzima polimerasa del
ADN (Promega) y 1X del buffer de amplificacion de la enzima (Promega). Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador marca Biometra modelo UNO-
Thermoblock con el siguiente programa: un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, apareamiento a 36
°C durante 1 min y una extension a 72 °C durante 1 min. Por Ultimo, un paso de extension
final a 72 °C durante 5 min. Una vez finalizada la reaccién de amplificacién se adicion6é a
cada tubo 5 pl de buffer de siembra (50 mM Tris pH 8; 5mM EDTA pH 8; 25% sacarosa, 2
mg/ml p/v azul de bromofenol). El procedimiento para la obtencion de los patrones
electroforéticos fue idéntico al usado para los marcadores de ISSR descripto en el punto
1.4.3.2.

Aquellos individuos que amplificaron ambos marcadores ligados a la aposporia fueron
clasificados como de reproduccion apomictica; mientras que aquellos que no lo hicieron

fueron considerados de reproduccién sexual.

1.4.4.2 Analisis citoembrioldgico

Este analisis se llevd a cabo para corroborar los resultados moleculares obtenidos
previamente y el mismo se realiz6 sobre una muestra del 15% del total de hibridos
generados. Se marcaron inflorescencias el dia previo al comienzo de la antesis de las
espiguillas, las cuales a la mafiana siguiente y luego de producida la antesis fueron fijadas
en FAA (etanol 70%, formaldehido 37%, y &cido acético glacial en una relacion 18:1:1).

Luego de 24 horas en FAA, los pistilos fueron removidos de las espiguillas, debajo de un
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microscopio estereoscopico binocular (lupa) con la ayuda de una aguja y bisturi, y fueron
sometidos a un proceso de diafanizado en base a la metodologia descripta por Young et al.
(1979) con las siguientes modificaciones: Los pistilos fueron colocados en tubos de 1,5 ml
donde se les agreg6 500 ul de etanol 70% y permanecieron durante 24 h. Luego, se pasaron
por una serie de pasos con soluciones de etanol y metilsalicilato en diferentes
concentraciones (250 uyl de cada solucidon) que se describen a continuacion: 1) agua
oxigenada (H,O;) 3% durante 2 h; 2) etanol 50% durante 30 min; 3) etanol 70% durante 30
min; 4) etanol 95% durante 30 min; 5) etanol 100% durante 30 min (dos veces); 6)
etanol:metilsalicilato 50:50 v/v durante 30 min; 7) etanol:metilsalicilato 25:75 v/v durante 30
min; 8) metilsalicilato:etanol 15:85 v/v durante 30 min; 9) metilsalicilato 100% durante 12 h. A
continuacién, un minimo de 30 pistilos diafanizados fueron colocados sobre un portaobjeto y
se le colocd un cubreobjetos encima y una gota de metilsalicitato 100% por debajo del
mismo. Los sacos embrionarios fueron observados por medio de un microscopio Leica
DM2500 equipado con dispositivo de contraste de interferencia diferencial (DIC) y camara

fotogréfica Leica EC3.

Los pistilos fueron clasificados segun la estructura y composicién de los sacos embrionarios
observados en: 1.- pistilos con sacos de origen mei6tico (tipo Polygonum), caracterizado por
la presencia de una ovocélula y dos sinérgidas en el extremo micropilar, una célula central
binucleada, y varias antipodas en el extremo chalazal del 6vulo. 2.- pistilos con sacos de
origen aposporico, en general multiples dentro de un mismo évulo, compuestos por una
ovocélula, dos sinérgidas, una célula central bi o trinucleada, muy vacuolizada, y ausencia
de antipodas. 3.- pistilos mixtos, con presencia de un saco meiético y uno o varios sacos
aposporicos. 4.- pistilos con sacos inmaduros o no desarrollados, 6vulos con sacos en
formaciéon que no han completado su desarrollo normal. 5.- pistilos con sacos abortados,

6vulo sin desarrollo de saco embrionario o en formacion.

Las plantas que mostraron Unicamente sacos embrionarios de origen meiético, inmaduros o
abortados fueron consideradas de reproduccién sexual; mientras que aquellas plantas que
portaban al menos un saco embrionario de origen apospérico, fueron consideradas de

reproduccion apomictica.
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1.4.5 Andlisis de la segregacion por modo de reproduccion

A partir de la clasificacién reproductiva realizada en cada una de las familias (punto 1.4.4) se
realizé el analisis de la segregacion segun el modo de reproduccion, estableciendo las
proporciones entre sexuales/apomicticos para cada una ellas y en base a ello se determin6
a qué modelo genético de herencia se ajustaron los resultados observados en cada una de
las familias. Se utilizd6 la prueba de bondad de ajuste (y3?) para ajustar los rangos de
segregacion observados entre sexuales/apomicticos (S/A) a los rangos esperados segun el

modelo genético.

1.4.6 Obtencidn de la Poblacion Tetraploide Sintética Sexual

En base a la clasificacion reproductiva realizada previamente en las 12 familias de hibridos
Fs, se seleccionaron los genotipos sexuales para los intercruzamientos y la generacién de
la PTSS. La seleccién de los genotipos F;s sexuales se realizé teniendo en cuenta la
variacion fenotipica existente en 10 familias, debido a que fueron las obtenidas por
hibridacion con los 10 genotipos tetraploides apomicticos naturales empleados en este
estudio. Se descartaron los hibridos sexuales de dos familias, porque las mismas fueron
generadas a partir de dos genotipos apomicticos que ya habian sido empleados en las otras
familias seleccionadas. Se realiz6 una seleccion visual dentro de cada familia tratando de
representar la mayor variabilidad fenotipica disponible.

De cada uno de los hibridos F;s sexuales seleccionados se colectd una inflorescencia,
portando una porcion de rizoma, previo al comienzo de la floracion (antesis), las cuales
fueron colocadas en contenedores de plastico, de un litro de capacidad, con agua potable, y
ubicados a distinta altura con el objeto de que los racimos de las inflorescencias queden al
mismo nivel. Posteriormente, el conjunto de las paniculas de los diferentes hibridos F;s
sexuales fueron ensobrados juntos, mediante sobres de papel sulfito, para impedir la
contaminacién con polen foraneo. Al momento de la antesis, a la mafiana temprano, se
procedi6 a agitar el sobre para asegurar la polinizacion cruzada, favoreciendo el
intercruzamiento entre todos los genotipos ensobrados juntos. Este procedimiento se llevo a
cabo durante 5 dias consecutivos, tiempo en el cual la totalidad de los racimos habian

completado la floracion, y fue realizado en tres etapas distintas, empleando en cada etapa
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entre 13 a 16 inflorescencias de distintos genotipos F;s sexuales, debido a que no todas las

plantas se encontraron en floracién al mismo tiempo.

Una vez transcurridos 30 dias de finalizado el intercruzamiento, las inflorescencias
intervinientes en los cruzamientos fueron recolectadas con sus sobres correspondientes y se
procedi6 a secarlas en estufa a 37 °C durante 48 h. Luego, se procedi6 a la trilla para
separar las espiguillas de los racimos. Finalmente, las espiguillas fueron pasadas por un
equipo “soplador de semillas” (Seedburo Equipment Company 1022W) para separar por

diferencia de peso las espiguillas con cariopsides (semillas) de las sin ellos (vacias).

Previo a la siembra, las semillas fueron escarificadas con acido sulfdrico concentrado (98%)
durante 10 min, enjuagadas con agua y puestas a germinar en turba estéril en un
invernadero durante el mes de agosto de 2013. Una vez que las plantulas alcanzaron 3
hojas verdaderas fueron repicadas a bandejas de siembra individuales (Speedlings) de 150
cm® de capacidad y empleando turba comercial como sustrato. Una vez que las plantulas
macollaron fueron llevadas al campo en el mes de noviembre de 2013 en un marco de 0,8 m
x 0,8 m dentro del predio del Campus Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias,

Universidad Nacional del Nordeste.

1.4.7 Determinacidén del modo de reproduccion de la PTSS

1.4.7.1 Determinacién por medio de marcadores moleculares

Si bien en P. notatum la sexualidad se comporta como un cardcter monogénico y recesivo
(Martinez et al., 2001), existe la posibilidad de contaminacién con polen foraneo durante el
intercruzamiento, ademas del hecho de que se reportaron casos de individuos de origen
experimental que se comportaban como apomicticos facultativos (Quarin et al., 2001). Con
la finalidad de confirmar que la poblacion esté conformada exclusivamente por individuos de
reproduccion sexual, se realizd6 una determinacién del modo de reproduccién de todos los
individuos de la PTSS, generados a partir del intercruzamiento entre genotipos F;s sexuales

provenientes de 10 familias.

La determinacién del modo de reproduccion se realizé a partir del uso de dos marcadores de
RAPD 100% ligados a la apomixis en P. notatum (UBC243-377 y UBC259-1157). La
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metodologia de extraccion de los AND gendmico se realizé segun la metodologia descrita
en el item 1.4.3.1; mientras que el analisis molecular fue el mismo descripto en el item
1.4.4.1.

1.4.7.2 Determinacion por analisis citoembriolégico

Con el objeto de corroborar la clasificacion reproductiva obtenida a través de los marcadores
RAPD 100% ligados a apomixis, sobre la totalidad de los individuos de la PTSS, se realizé
un analisis citoembriolégico, mediante observacién de sacos embrionarios maduros, sobre
una muestra al azar de 28 individuos de la PTSS. A esta muestra aleatoria se agregaron dos
individuos que fueron previamente clasificados como apomicticos por medio de los dos
marcadores RAPD (UBC243-377 y UBC259-1157).

El analisis citoembrioldgico realizado fue el mismo descripto item 1.4.4.2. A su vez, esta
técnica también fue utilizada para corroborar el modo de reproduccion de los hibridos F;s

sexuales seleccionados para la generacion de la PTSS.

1.4.8 Determinacion del nivel de ploidia de la PTSS

Debido a que se reportaron casos de obtencion de individuos neopoliploides y polihaploides
en progenies de gramineas poliploides como Hordeum vulgare (Rommel, 1961), Pennisetum
typhoides (Jauhar 1970), Sorghum vulgare (Doggett, 1964), Zea perennis (Randolph, 1935;
Randolph & Fischer, 1939), Triticum sp. x Secale cereale (Weimarck, 1973), se consideré
apropiada la determinacién del nivel de ploidia de la poblacion sintética con el objeto de
garantizar su nivel tetraploide.

El nivel de ploidia fue determinado mediante la técnica de citometria de flujo sobre una
muestra del 10% de la PTSS. El andlisis se realiz6 mediante la conformacién de grupos
(bulks) de 5 plantas de la PTSS, junto con un control o patréon de P. notatum (cv. Argentine),
con nivel de ploidia conocido (tetraploide). Las mediciones se realizaron en hojas nuevas,
utilizando 0,5 cm de cada una de las 6 plantas que conformaban cada grupo, las cuales
fueron cortadas finamente con la ayuda de una hoja de afeitar, dentro de una caja de Petri,
conteniendo 0,5 ml de un buffer de extraccion de nucleos CyStain UV Pecise P (05-5002 de

Partec, Minster, Alemania). Después de 30 segundos, el material fue filtrado por medio de
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un filtro con malla de 50 ym y tefiido con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) durante 3 min,
usando un buffer de tinciéon CyStain UV Precise P. Las muestras fueron analizadas en un
clitdmetro de flujo modelo PA Il (Partec), realizando un recuento de no menos de 3000

nlcleos por muestra.
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.5 RESULTADOS

I.5.1 Cruzamientos y obtencién de las progenies F;

Los porcentajes de produccion de semillas mostraron un rango entre 16,2% y 42,2%, con un
promedio general de 27,5% (Tabla 2). Los porcentajes de germinacion a los 21 dias luego
de la siembra de las semillas arrojaron un promedio del 61,3%, con un rango de variacion
entre 33% y 81% (Tabla 2). A partir de éstos resultados, podemos ver que la eficiencia de
hibridacion (nimero de hibridos cada 100 espiguillas cruzadas) es muy variable, con valores

que van desde 6,1 a 30%, con una media de 17,6% (Tabla 2).

Tabla 2. Numero total de espiguillas cruzadas, porcentaje de semillas, porcentaje de
germinacion a los 21 dias, eficiencia del cruzamiento y nimero total de plantulas para cada
una de las diferentes combinaciones parentales.

N° de

. % de % de Eficiencia del N° de
Madre Padre ID  espiguillas . s e
cruzadas semillas germinacién cruzamiento* plantulas

SWSB B229 A 543 16,2 45 7,3 42
SWSB Q4064 B 552 23 34 7,8 46
SWSB  SVv2893 C 555 42,2 71 30,0 48
SWSB Q4294 D 553 25,3 81 20,5 49
SWSB V14327 E 1022 45,5 69 31,4 50
SWSB Q3775 F 550 30 78 23,4 50
SWSB TB86 G 624 36,7 70 25,7 48
Q4205 Q3776 H 970 26,4 63 16,6 50
Q4205 C&A1556 I 803 17,3 77 13,3 50
Q4205 Q4064 J 473 27,5 78 21,5 50
C4-4x Q3838 K 639 24,1 33 8,0 39
C4-4x Q4294 L 1319 16,6 37 6,1 50

* NUmero de plantulas obtenidas por cada 100 espiguillas cruzadas.

Se obtuvieron 12 familias F; de los cruzamientos entre 3 madres tetraploides sexuales
experimentales y 10 genotipos tetraploides apomicticos. El nUmero de descendientes por
familia vario entre 39 y 50, con un total de 572 individuos (Tabla 2), los cuales fueron

cultivados en el Campus de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE (Figura 5).
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Figura 5. Parcela de cultivo de los hibridos F; en el campus de la FCA-UNNE

1.5.2 Origen hibrido de las progenies

La evaluacion de la eficiencia del método de cruzamiento fue realizada con 19 cebadores de
ISSR en un total de 120 individuos tomados al azar (10 por cada familia). Un total de 118
individuos amplificaron al menos dos marcadores especificos del padre (Figura 6), mientras
que dos plantas no amplificaron ninguno de los marcadores especificos del padre por lo que
fueron consideradas producto de autofecundacion. Estos datos demuestran que los
cruzamientos controlados realizados en camaras de cruzamiento fueron altamente efectivos,

arrojando algo mas del 98% de eficiencia.
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Figura 6. Prueba de paternidad realizado en una familia de P. notatum con marcadores de
ISSR. Se observa el producto de la amplificacién del cebador (GA)s-TC, separado mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% y tefiido con bromuro de etidio. Las flechas
indican dos bandas especificas del padre apomictico, ausente en la madre sexual, que
fueron amplificadas por varios individuos de la progenie.

1.5.3. Clasificacion reproductiva de las progenies F;s

[.5.3.1 Analisis molecular

Se evalué el modo de reproduccién de los 572 individuos provenientes de las 12 familias
F;s. Los dos marcadores RAPD ligados a la aposporia arrojaron resultados equivalentes,
siendo ambos amplificados por un total de 131 individuos, por lo que fueron clasificados
como apomicticos; mientras que los 441 individuos restantes no amplificaron ninguno de los

marcadores ligados, por lo que fueron clasificados como de reproduccion sexual (Tabla 3;

Figura 7).
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Tabla 3. Cruzamientos realizados entre genotipos tetraploides sexuales experimentales y
genotipos tetraploides apomicticos naturales de P. notatum. Combinaciones parentales,
namero total de hibridos obtenidos y nimero de hibridos sexuales y apomicticos.

Combinacion Hibridos

Parental Parental ID  Total Sexuales Apomicticos

femenino masculino
SWSB B229 A 42 37 5
SWSB Q4064 B 46 32 14
SWSB SVv2893 C 48 38 10
SWSB Q4294 D 49 40 9
SWSB V14327 E 50 25 25
SWSB Q3775 F 50 36 14
SWSB TB86 G 48 43 5
Q4205 Q3776 H 50 42 8
Q4205 CyA1556 I 50 43 7
Q4205 Q4064 J 50 35 15
C4-4x Q3838 K 39 29 10
C4-4x Q4294 L 50 41 9
Total 572 441 131
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Figura 7. Patron electroforético generado mediante el cebador UBC243 RAPD en una progenie
segregante de P. notatum para el modo de reproduccién. Las flechas indican la presencia del
marcador ligado a la aposporia (UBC243-377).

1.5.3.2 Analisis citoembrioldgico

La observacion de los sacos embrionarios maduros permitié la clasificacion de los mismos
en aposporicos, meidticos, abortados e inmaduros, a partir de la estructura diferencial entre
estos grupos previamente detallada en la metodologia. Esta evaluacion se llevé a cabo
sobre 7 individuos seleccionados aleatoriamente en cada una de las 12 familias hibridas,
con excepcion de la familia F que estuvo representada por 6 individuos, lo que hace un total
de 83 plantas analizadas, habiéndose observado un minimo de 20 pistilos por planta. Un
total de 64 individuos mostraron Unicamente sacos derivados de procesos meidticos (Figura
8a; Tabla I, Anexo) y un grado variable de sacos abortados o inmaduros incapaces de
producir un embrion, por lo que fueron clasificados como plantas de reproduccion sexual.
Por otro lado, los 19 individuos restantes, mostraron un grado variable de potencial para
producir descendencia por apomixis debido a la presencia de un niumero variable de 6vulos

portando sacos embrionarios apospoéricos (Figura 8b; Tabla I, Anexo). Estos individuos
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raramente portaban un dnico saco apospérico dentro de un 6vulo, siendo lo mas comudn
encontrar de 2 a 5 de ellos en un mismo pistilo, habiéndose observado un caso extremo de
hasta 12 sacos apospéricos en un mismo 6vulo, aunque en estos casos muchos de ellos se
encuentran subdesarrollados debido a la falta de espacio fisico. Estos 19 individuos
presentaron ademas un namero variable de 6évulos mixtos, portando todos ellos un dnico
saco meidtico y uno, o0 comunmente varios sacos aposporicos, indicando que son capases
de generar descendencia por apomixis. La clasificacién reproductiva obtenida por esta
técnica fue coincidente con la clasificacion realizada mediante el marcador molecular en los

83 individuos analizados con ambas técnicas.

Figura 8. Pistilos diafanizados mostrando dos évulos con sacos embrionarios maduros de P.
notatum. a) Un saco embrionario de origen meiético donde en este plano se observan las
antipodas (A) y los nacleos polares (NP) (en otro plano se observa la ovocélula). b) Tres
sacos embrionarios aposporicos en un mismo O6vulo los cuales se diferencian por la
presencia de sus nucleos polares (NP).
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1.5.4 Segregacion por modo de reproduccién en familias F;s

En la Tabla 4 se detallan las proporciones de descendientes sexuales y apomicticos
observados en las diferentes familias Fl1s. La segregacidbn observada entre
sexuales:apomicticos muestra un rango de variacion de 1:1 a 8,6:1, siendo la proporciéon
promedio para todas las familias de 3,4:1. En 11 familias se observo una supremacia de
descendientes sexuales sobre los apomicticos; mientras que en la familia del cruzamiento
SWSB x V14327 se observé una proporcion equivalente entre sexuales y apomicticos
(Tabla 4). La totalidad de las segregaciones observadas se ajustan a un modelo de herencia
monogeénico, en el cual la apomixis actuaria como dominante y en simple dosis (Aaaa). Sin
embargo, en casi la totalidad de las familias se observd distorsion en la segregacion que
impidié que las proporciones entre sexuales y apomicticos se ajustaran a las proporciones
esperables, tanto a una segregacién de tipo cromosdémica o cromatidica (Tabla 4). En el
anico caso que no se observo dicha distorsion fue en la familia E (SWSB x V14327) en la
cual la proporcidon observada de 1:1 se ajusta perfectamente a un modelo de herencia

monogénico, con apomixis dominante y segregacion de tipo cromosémica.
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Tabla 4. Cruzamientos parentales, proporcion de segregacion del modo de
reproduccion para cada combinacién, probabilidad de ajuste entre proporcion
observada y esperada para una herencia tetrasomica, con segregacion de tipo
cromosdémica o cromatidica.

Combinacion p-valor*
Parental Parental Proporcion Segregc'flci@n Segreg:ilc.ién
femenino  masculino Sex:Apo cromosémica cromatidica
(1:1) (15:13)
SWSB B229 A 7,4:1 <0,001 <0,001
SWSB Q4064 B 2,3:1 0,009 0,08
SWSB SVv2893 C 3,8:1 <0,001 0,002
SWSB Q4294 D 4,4:1 <0,001 <0,001
SWSB V14327 E 11 1 0,31
SWSB Q3775 F 2,6:1 0,002 0,03
SWSB TB86 G 8,6:1 <0,001 <0,001
Q4205 Q3776 H 5,2:1 <0,001 <0,001
Q4205 CyA1556 I 6,1:1 <0,001 <0,001
Q4205 Q4064 J 2,3:1 0,005 0,066
C4-4x Q3838 K 2,9:1 0,002 0,01
C4-4x Q4294 L 4,6:1 <0,001 <0,001

* p-valor de la prueba de chi® para comparacion entre la proporcione sex:apo observada y
esperada, segun un tipo de herencia tetrasomica cuyos parentales sexuales y apomicticos
poseen una constitucion genotipica aaaa (sexual) y Aaaa (apomictico).

I.5.5 Poblacién tetraploide sintética sexual

[.5.5.1 Obtencién de la PTSS

Un total de 29 hibridos F; sexuales provenientes de 10 familias, generadas previamente por
cruzamientos intraespecificos entre tres genotipos tetraploides sexuales experimentales y 10
genotipos tetraploides apomicticos naturales de P. notatum, fueron todos cruzados entre si
(intercruzamiento). En la Tabla 3 figura el nUmero de hibridos F;s sexuales por familia que
participaron de los intercruzamientos para la generacién de la PTSS. Se seleccionaron entre

1y 4 hibridos F;s sexuales por familia, en funcién de la variabilidad fenotipica observada en
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cada familia y también teniendo en cuenta el nimero de plantas que se encontraban en
floracién al mismo momento. La contribucién de cada familia F; en la conformacién de la
PTSS vari6 entre el 2 'y 14% (Tabla 5). La produccion de semillas mostr6é un rango entre 5%
y 81%, con una media de 50,3%. Se llevaron al campo once descendientes de cada uno de
los individuos intercruzados, con excepcion de los parentales G11, 129 y K19 que fueron
representados por 10, 4 y 8 descendientes respectivamente (ver Tabla 5), lo que finalmente

permitio la generacion de una poblacion sintética de 308 individuos (Figura 9).

Tabla 5. Identidad de las familias F;, nUmero de hibridos F; sexuales incluidos en el
intercruzamiento, nimero de descendientes F, aportados por cada familia F; a la poblacion
sintética, y proporcién de contribucién de cada familia F; a la poblacién sintética.

Familia N° de F; utilizadas en N°de F, incluidas Contribucion ala

el intercruzamiento en la PTSS PTSS (%)
A 4 44 14,3
C 3 33 10,7
E 3 33 10,7
F 2 22 7,1
G 3 32 10,4
H 4 44 14,3
I 2 15 4.9
J 4 44 14,3
K 1 8 2,6
L 3 33 10,7
Total 29 308 100
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Figura 9: Parcela de cultivo de las plantas de la PTSS en el campus de la FCA-UNNE.

1.5.5.2 Determinacién del modo de reproduccion de la PTSS

Un total de 306 plantas que conformaron la PTSS no amplificaron ninguno de los dos
marcadores de RAPD (UBC243-377 y UBC259-1157) completamente ligados al caracter
apomixis (Figura 10). Sin embargo, dos individuos de la PTSS amplificaron los mismos
fragmentos de 377 pb y 1157 pb con los cebadores UBC243 y UBC259, respectivamente.
Para estar seguro de que no hubo un error se repitié la amplificacion con ambos cebadores

y el resultado fue el mismo.
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Figura 10. Perfiles moleculares generados a partir de electroforesis en geles de agarosa al
2% con marcadores de RAPD 100% ligados al caracter apomixis en P. notatum. a) patrén
de amplificacién del primer de RAPD UBC243 en 10 plantas de la PTSS. La flecha indica el
marcador ligado a la aposporia (377 pb). b) patrén de amplificacidon generado con el cebador
de RAPD UBC259 en 10 plantas de la PTSS. La flecha indica el marcador ligado a la
aposporia (1157 pb). M: Marcador de peso molecular 1kb; (-): control sexual; (+): control
apomictico.

El andlisis citoembrioldgico llevado a cabo para corroborar los resultados moleculares se
realizé sobre 28 plantas tomadas al azar de la PTSS, més las dos plantas (E13 #8 y H29 #3)
que habian amplificado los marcadores RAPD ligados a la aposporia. Los resultados de la
clasificacion de los sacos embrionarios observados en las 30 plantas analizadas se grafican
en la Figura 8. Las plantas E13 #8 y H29 #3 mostraron un 68% de Ovulos con sacos
embrionarios de origen aposporico, junto a un 29 y 28% de 6vulos con sacos embrionarios

meidticos y un 3 y 4% de sacos abortados respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Pistilos observados en 30 plantas de la PTSS. SEM: 6vulos portando sacos
embrionarios meioticos; SEA + SEmix: 6vulos portando sacos embrionarios apospoéricos
mas oOvulos portando sacos embrionarios meidticos y aposporicos; SEab: Sacos
embrionarios abortados.

1.5.5.3 Determinacion del nivel de ploidia de la PTSS

Se realizé la determinacion del nivel de ploidia sobre una muestra de 30 individuos de la
poblacion sintética mediante citometria de flujo. Las muestras de 5 plantas mas el control
tetraploide produjeron picos de fluorescencia al mismo nivel del control tetraploide (cv.
Argentine) (Figura 12), lo que confirma que todos los individuos evaluados son tetraploides.
Esto permite inferir que todos los individuos de la poblacion serian tetraploides (2n=4x=40)
demostrando que el nivel de ploidia no fue alterado tras los dos ciclos de recombinacién,
partiendo de materiales tetraploides sexuales de origen experimental como progenitores
femeninos, y descartando ademas la posibilidad de encontrar individuos polihaploides
(2n=2x=20) y neopoliploides (2n > 4x) en la PTSS.
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Figura 12. Histograma obtenido por citometria de flujo a partir de un grupo de 5 plantas mas
el control tetraploide. El pico mas alto corresponde al nivel 2n=4x=40 y el mas bajo a la fase

G2 de la division celular.
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1.6 DISCUSION

El mejoramiento por hibridacién en especies apomicticas requiere contar con germoplasma
sexual al mismo nivel de ploidia del apomictico. A su vez, este germoplasma sexual debe
reunir la maxima variabilidad genética posible para garantizar el éxito de los programas de
mejoramiento a partir de la seleccion de genotipos superiores por su desempefio individual o

por su habilidad combinatoria.

En este capitulo se evalud la eficiencia en la hibridacién, en diferentes combinaciones entre
genotipos tetraploides sexuales experimentales y apomicticos naturales de P. notatum;
como asi también la segregacion del modo de reproduccién en los hibridos de las diferentes
familias. Posteriormente, se realiz6 la recombinacion entre individuos sexuales
fenotipicamente diversos, a partir de las diferentes familias F;s, para conformar una
poblacion sintética sexual, la cual fue caracterizada desde el punto de vista citologico y de

su modo de reproduccion.

[.6.1 Eficiencia en la hibridacion

Los porcentajes de produccion de semillas observados fueron similares a los obtenidos por
Acufia et al. (2009; 2011) en condiciones de cruzamientos controlados entre genotipos
tetraploides sexuales y apomicticos de P. notatum. En esta tesis se obtuvo un valor
promedio de 27,5% en la produccién de semillas, mientras que Acufia et al. (2009; 2011)
obtuvieron valores del 23 y 30%, respectivamente. Por otra parte, el porcentaje promedio de
germinacion observado (61,3%), luego del escarificado de las semillas, fue muy similar al
valor observado (56%) por Acuia et al. (2009); sin embargo en otro trabajo de Acufia et al.
(2011) se obtuvieron valores del 82% para la germinacion de semillas provenientes de
cruzamientos entre genotipos tetraploides sexuales y apomicticos de P. notatum.

La prueba de paternidad para determinar el origen hibrido de las progenies, mediante el
empleo de marcadores moleculares de ISSR, fue una metodologia efectiva, répida y sencilla
ya que permitié identificar a los hibridos de las diferentes familias en etapas tempranas del
desarrollo. Los marcadores de ISSR tienen la ventaja de presentar un alto grado de
polimorfismos, son reproducibles, y no requieren del uso de equipamiento sofisticado y
oneroso para su deteccion (Fang y Roose, 1997; Moreno et al., 1998) lo que los hace muy

apropiados para este tipo de analisis. La prueba de paternidad realizada con marcadores
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moleculares es una herramienta eficiente para la deteccién de progenies hibridas como ya
fue demostrado en P. notatum por Martinez et al. (2007) usando marcadores de RAPD, y
por Ortiz et al. (1997) y Rebozio et al. (2012) usando marcadores de AFLP. La prueba de
paternidad con marcadores de RAPD también fue utilizada con éxito en la identificacion del
progenitor masculino de un hibrido natural hipotriploide (2n-1=3x=29) de Paspalum (Acufia
et al.,, 2004). Sin embargo, los marcadores RAPD poseen el problema de la falta de
reproducibilidad entre laboratorios, y en el caso de los AFLP, si bien son reproducibles, son
mucho mas laboriosos de obtener, por lo que ambas técnicas han sido reemplazadas
paulatinamente por otros marcadores mas confiables como los microsatélites o ISSR

utilizados en esta tesis.

1.6.2 Segregacion por el modo de reproduccion en progenies F;

La clasificacion por el modo de reproduccién en los hibridos de las 12 familias de P. notatum
fue realizada mediante el empleo de dos marcadores de RAPD 100% ligados a la aposporia
(Martinez et al., 2003). El analisis con los marcadores RAPD fue realizado en las primeras
etapas del desarrollo cuando los hibridos se encontraban en estadio de plantulas. Esto fue
corroborado luego mediante un analisis citoembrioldgico, por observacion de los gametofitos
femeninos maduros, en etapas posteriores del desarrollo de los hibridos (floracion) sobre
una muestra representativa de la poblacién. Ambos marcadores RAPD (UBC243-377 y
UBC259-1157) fueron amplificados por todos los hibridos que resultaron ser apomicticos. La
segregacion por el modo de reproduccion en las diferentes familias mostr6 un rango de
variacibn muy amplio con valores entre 1:1 y 8,6:1 entre sexuales:apomicticos (Tabla 4). La
mayor variacion en los rangos de segregacion se observaron en las progenies en las cuales
el progenitor femenino (madre) fue el genotipo SWSB. Por otra parte, los valores extremos
en el rango de segregacion se dieron cuando SWSB fue cruzado con los genotipos
apomicticos V14327 y TB86, respectivamente; los cuales no fueron empleados como padres
con los otros progenitores sexuales. Lo interesante fue que estos valores extremos se
lograron con dos genotipos que provienen de una region geogréafica muy cercana. V14327
fue colectado en el sureste de Brasil cerca del limite con Uruguay; mientras que TB86
proviene del noreste de Uruguay cerca del limite con Brasil (Figura 4), ambos puntos de
coleccion se encuentran distanciados a algo menos de 80 Km. Si consideramos la totalidad

de los hibridos para todas las familias observamos que la proporcion entre sexuales vs.

44



apomicticos arroja un valor medio de 3,4:1 (Tabla 2). Este valor es muy similar al observado
en otros andlisis de segregaciéon del modo de reproduccion en hibridos de P. notatum
(Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004; Acufia et al., 2009; 2011). Martinez et al., (2001)
analizaron la segregacion de la apomixis en varias familias F;, F,s y retrocruzas entre
genotipos tetraploides sexuales y apomicticos de P. notatum y encontraron valores medios
de 2,8:1 a 3,2:1. En dicho trabajo se analiz6 una sola progenie F;, proveniente del
cruzamiento entre un genotipo tetraploide sexual (Q4188) y otro apomictico (Q4117), y
ambos genotipos parentales no fueron empleados en los cruzamientos de esta tesis. Por
otra parte, en esta tesis se analizaron 12 F;s diferentes, provenientes de cruzamientos entre
tres genotipos tetraploides sexuales y 10 genotipos apomicticos. Los genotipos apomicticos
Q4064 y Q4294 fueron los Unicos utilizados como padres en dos combinaciones con dos
genotipos sexuales. Las dos familias en las cuales el genotipo apomictico Q4064 participd
como padre mostré idéntico rango de segregacion entre sexuales:apomicticos (2,3:1). Un
dato a tener en cuenta fue que los dos genotipos sexuales empleados como madres, en los
cruzamientos por Q4064, poseen una alta similitud genética, ya que Q4205 es producto de
autofecundacion de SWSB (Quarin et al., 2003). Por su parte, cuando se empleé como
padre el genotipo apomictico Q4294, en una familia se observé un rango de segregacion
entre sexuales:apomicticos de 4,4:1 y en la otra de 4,6:1. A diferencia del genotipo
apomictico Q4064, el cual fue cruzado por dos genotipos sexuales genéticamente muy
similares, en este caso Q4294 fue cruzado por dos madres sexuales con origenes genéticos
diferentes. En un caso se trata del genotipo sexual SWSB, cuyo origen es producto de la
hibridacion entre un genotipo sexual y otro apomictico (Burton y Forbes, 1960), y en el otro
del genotipo C4-4x que se obtuvo por duplicacion cromosémica de un diploide sexual
(Quarin et al., 2001). A pesar de ello, se observa que las segregaciones entre
sexuales:apomicticos fueron casi idénticas, lo que estaria indicando que las proporciones en
la segregacion dependen mas del genotipo apomictico empleado como padre en los

cruzamientos que de la combinacion materna:paterna.

Todos los rangos de segregacion observados entre sexuales:apomicticos, a excepcion de
una sola combinacién en la cual se observé una proporcion 1:1, difieren del rango esperado
para un modelo monogénico, dominante y con herencia tetrasémica como fue observado en
otros géneros de gramineas apomicticas (Savidan, 1981; Sherwood et al., 1994; Do Valle et
al., 1994). Segun ese modelo, la segregacion esperada deberia ser 1:1 o 15:13 entre
sexuales:apomicticos, segun se considera que exista segregacion al azar de los
cromosomas o de las cromatides, respectivamente (ver Martinez et al., 2001). Sin embargo,

en esta tesis casi todos los rangos de segregacion fueron a favor de las plantas sexuales

45



como ya ha sido observado en P. notatum en diferentes estudios (Martinez et al., 2001,
Stein et al., 2004; Acuia et al., 2009; 2011). Esta distorsién en la segregacién observada, la
cual genera mayores proporciones de descendientes sexuales que apomicticos, fue
explicada por un mecanismo de letalidad gamética del propio locus de la apomixis o de
factores ligados al mismo, la cual se manifiesta con penetrancia incompleta (Martinez et al.,
2001; Stein et al., 2004). En el trabajo de Stein et al. (2004) se observé una distorsion en la
proporcion de sexuales:apomicticos de 6,5:1, la cual es muy similar a las segregaciones
observadas en algunas combinaciones de esta tesis (Tabla 2). Los autores de dicho trabajo
relacionan la distorsiébn en la segregacién en P. notatum con una posible inversion
cromosomica en la regidn responsable de la aposporia y ademas observaron apareamiento
preferencial de los cromosomas (herencia disémica) en el segmento cromosémico
relacionado con el locus de la aposporia. La segregaciéon 1:1 observada en la combinacion
SWSB x V14327 fue el Unico caso reportado hasta ahora de proporcién equivalente entre
sexuales y apomicticos en P. notatum. En trabajos previos, todos los analisis de
segregacion de la apomixis en P. notatum mostraron proporciones con mayoria de
progenies sexuales (Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004; Acufa et al., 2009; 2011), lo
gue refuerza la hipotesis de la distorsiobn en la segregacion del locus de la apomixis
relacionada a factores letales ligados a éste. Sin embargo, el resultado inédito de
segregacion 1:1 observado en la combinaciéon en la que se empled el padre apomictico
V14327 presupone la ausencia del mecanismo de letalidad en dicho genotipo. Esto no pudo
ser comprobado a través de otras combinaciones en las cuales V14327 haya intervenido
como padre ya que sélo fue empleado en una sola oportunidad. Para ello, sera necesario
realizar nuevos cruzamientos por otros genotipos sexuales para corroborar si también se
manifiestan proporciones equivalentes entre sexuales y apomicticos. La hipotesis que
plantea que la proporcion en la segregacion entre hibridos sexuales y apomicticos depende
del genotipo apomictico empleado como padre y no de la combinacion parental, fue
demostrada en algunas combinaciones realizadas en esta tesis. En los dos casos en los
cuales un mismo padre apomictico fue utilizado en cruzamientos por dos madres sexuales
diferentes, se observé el mismo rango de segregacion entre sexuales vs apomicticos
(Q4064 y Q4092, Tabla 2). Esto nos hace presuponer que la proporcion 1:1 observada en la
progenie en la cual se utiliz6 como padre apomictico al genotipo V14327 se puede repetir

empleando otros genotipos sexuales como madre.

Varios estudios de la meiosis en genotipos tetraploides de P. notatum han reportado
irregularidades en la misma debidas principalmente a la formacién de puentes de cromatina,

cromosomas rezagados, micronucleos, formacion de gametos desbalanceados, entre otras
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(Forbes y Burton, 1961; Stein et al., 2004; Podio et al., 2012), siendo éstas mas frecuentes
en tetraploides apomicticos que en sexuales. Stein et al. (2004) y Podio et al. (2012)
atribuyen la formaciébn de puentes de cromatina a la presencia de una inversion
cromosémica en la region donde se encuentra el locus de la apomixis. Los autores sugieren
que ésta inversion seria la responsable de las distorsiones en la segregacion de la apomixis.
Un estudio de meiosis realizado por De Moraes Fernandes (1973), en un germoplasma de
P. notatum colectado en Brasil, logré identificar 4 grupos de genotipos, segun el ambiente en
el que se desarrollan, sus caracteristicas fenotipicas y el comportamiento en la meiosis. Uno
de estos grupos, denominado tipo Capivari, agrupaba a todos los individuos pertenecientes
0 cercanos a esa localidad de Brasil, compartiendo todos ellos la caracteristica de presentar
una meiosis practicamente regular con casi la totalidad de las células evaluadas portando
bivalentes. En un estudio posterior, Dahemer et al. (2008) estudiaron la meiosis de 45
genotipos de P. notatum, provenientes de distintos puntos de coleccién de Brasil, reportando
gue los genotipos provenientes de Capivari (entre los cuales también fue analizado el
genotipo V14327 usado en este trabajo) y de la localidad lindera Mostardas, presentaban
una meiosis regular con 20 bivalentes en casi todas o todas las células evaluadas, dando
lugar a gametos balanceados en todos los casos. Este tipo de asociaciones cromosdémicas
no es muy comun en una especie determinada como autotetraploide segun técnicas
citolégicas y moleculares (Forbes y Burton, 1961; Stein et al., 2004). Este hecho podria
interpretarse de dos maneras, por un lado que los genotipos de esa region son de origen
alopoliploide, o por otro, que estos individuos hayan atravesado un proceso de
“diploidizacién” (Comai, 2005) que como consecuencia de ello posean una meiosis regular.
Cualquiera sea el caso, la ausencia de irregularidades en la meiosis (ausencia de puentes
de cromatina y gametos desbalanceados principalmente) nos hace pensar que estos
genotipos carecen de la inversion cromosomica que daria lugar a letalidad gamética,
provocando las distorsiones en la segregacién de la apomixis previamente descripta. Por su
parte, la presencia de asociaciones bivalentes en todos los casos, darian lugar a una
segregacion disémica de 1:1, lo que explicaria la segregaciéon de la apomixis en la

combinacién E en la cual participé como progenitor masculino el genotipo V14327.

La determinacion del modo de reproducciéon mediante marcadores ligados a la aposporia
resultd ser una metodologia muy efectiva en la identificacion, en etapas tempranas del
desarrollo, de los hibridos que son de reproduccién sexual y aquellos que se reproducen por
apomixis. Sin embargo, esta herramienta no permite distinguir entre individuos con distintos
niveles de expresion de la apomixis. La observacion directa de sacos embrionarios maduros,

ademas de corroborar el analisis molecular, podria ser una técnica complementaria a la
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seleccion asistida por el marcador ligado, debido a que permite estimar los niveles de
expresividad de la apomixis, dando lugar de esa manera a la selecciébn de hibridos

altamente apomicticos.

1.6.3 Obtencidén de la poblacidn tetraploide sintética sexual

La produccion de semillas de los hibridos F; sexuales intercruzados fue levemente superior
a la observada en los genotipos tetraploides sexuales experimentales usados para su
obtencién y a los reportados por Acufia et al. (2007; 2009). Por otra parte, en los hibridos F;
sexuales que fueron utilizados para los cruzamientos que dieron origen a la poblaciéon
tetraploide sintética sexual se observé una mayor variabilidad, probablemente debida a su

origen genético diverso.

Las 10 familias F; generadas a partir del cruzamiento entre tres genotipos tetraploides
sexuales experimentales y 10 genotipos tetraploides apomicticos naturales de P. notatum
contribuyeron en proporciones variables a la conformacién de la poblacién tetraploide
sintética sexual. El porcentaje de contribucién de cada familia varié entre 2 y 14%, y estuvo
en funcién de la variabilidad fenotipica observada en cada una de ellas. Esto, deberia
permitir que toda la variabilidad presente en los genotipos apomicticos naturales, usados
como parentales, sea transferida a la F; y posteriormente recombinada mediante el
intercruzamiento, generando de esta manera nuevas combinaciones génicas potencialmente
Utiles. Este procedimiento demostré ser factible y de utlidad en el programa de
mejoramiento de Brachiaria llevado a cabo en Colombia (Miles y Valle, 1996; Miles y
Escandon, 1997; Miles et al., 2004; Miles et al., 2006) donde luego de 6 ciclos de seleccion
recurrente se logré generar una poblacién sexual sintética vigorosa y resistente a 3 especies
de cicadidos, dando lugar a un germoplasma sexual de utilidad en el mejoramiento de la

especie.

En vista de los casos reportados de heterosis en P. notatum (Acufa et al., 2009; 2011; Zilli
et al., 2015), probablemente un esquema de seleccion recurrente por aptitud combinatoria
(Hull, 1945; Comstock et al., 1949) seria el mas adecuado para este nuevo germoplasma
sexual, ya que permitiria acumular efectos genéticos aditivos y no aditivos, a partir de la
seleccion, en base al desempefio de las progenies obtenidas en cruzamientos de prueba
con genotipos apomicticos superiores. A su vez, los hibridos altamente apomicticos

obtenidos en cada ciclo podran ser evaluados como potenciales nuevos cultivares. Este
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esquema tiene como fin dltimo la obtencion de hibridos apomicticos altamente heteréticos
gue se mantendran inalterados en sucesivos ciclos de cultivo gracias a la apomixis (Miles,
2007). La seleccion de hibridos apomicticos en esta especie se vera facilitada debido a que
se dispone de marcadores moleculares confiables para determinar el modo de reproduccion
en etapas tempranas del desarrollo, lo que permitiria ahorro de tiempo y recursos mediante

la evaluacién a campo de progenies constituidas unicamente por hibridos apomicticos.

Otro posible esquema de mejoramiento a adoptar para la PTSS es el denominado seleccion
recurrente fenotipica desarrollado por Burton (1982) para el germoplasma diploide sexual de
P. notatum. Este esquema demostré ser muy Gtil para aumentar el rendimiento de biomasa
aérea, aumentar la energia germinativa de las semillas y extender el periodo vegetativo, a
partir de la seleccion por menor sensibilidad al fotoperiodo. El éxito de este método de
mejora queda en evidencia gracias a la obtencién de varias poblaciones mejoradas entre las
que se destacan Tifton 9, Tifton 18, Tifton 23, TifQuik y UF-Riata (Blount y Acufia 2009). Un
procedimiento similar podria ser de utilidad para la obtencion de poblaciones o variedades
tetraploides sexuales mejoradas para su liberacion al mercado, como una alternativa a la
busqueda de hibridos apomicticos superiores, 0 mejor alln como un esguema anexo para

aumentar la eficiencia del programa.

La clasificacion reproductiva por medio de los marcadores moleculares de RAPD ligados a
la apomixis arrojo resultados idénticos a los obtenidos por visualizacién directa de sacos
embrionarios maduros. Considerando que la herencia del modo de reproduccién en la
especie fue profundamente estudiada y es ampliamente aceptado que la apomixis se
comporta como un factor mendeliano simple y dominante, mientras la reproduccion sexual
es un caracter recesivo (Martinez et al., 2001; Stein et al., 2004; Acufia et al., 2009; Acufa
et al., 2011), la presencia de dos individuos de reproducciéon apomictica en una poblacién
sintética, originada a partir del intercruzamiento entre 29 individuos sexuales, probablemente
se deba a contaminacion con polen foraneo durante el intercruzamiento, y no a otro tipo de
control genético del caracter. El hecho de haber eliminado estos 2 individuos fuera de tipo,

permitié depurar la poblacién sintética garantizando su reproduccién sexual.

La evaluacién del nivel de ploidia sobre una muestra del 10% de la poblacién permitié inferir
gue todos los individuos de la poblacidon sintética se encuentran al nivel tetraploide,
demostrando que el nivel de ploidia se mantuvo constante, después de dos ciclos de

recombinacion, partiendo de genotipos sexuales experimentales.
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|.7 CONCLUSIONES

e El método de cruzamiento mediante emasculacion previa del parental femenino demostré

ser altamente eficiente para la obtencion de hibridos en P. notatum.

e La mayoria de las familias segregaron para el modo de reproduccion con supremacia de
descendientes sexuales, lo cual confirma resultados previos que determinaron que la
apomixis si bien se comporta como una caracter dominante segrega de manera

distorsionada

e La segregacion equivalente observada entre sexuales y apomicticos en una de las
familias generadas es un caso inédito para la especie y probablemente se deba a que el
genotipo masculino apomictico empleado carece de él o los factores de letalidad que

provocan dichas distorsiones.

e Las similares proporciones observadas entre sexuales y apomicticos, en combinaciones
con idéntico progenitor masculino, presuponen que las segregaciones estan
condicionadas al genotipo apomictico utilizado como padre y no a la combinacion
materna:paterna. Esto serd necesario corroborar con un mayor numero de

combinaciones para poder aceptar esta hipoétesis.

e La utilizaciébn de hibridos sexuales provenientes de familias F; con origen genético
diverso resulté ser una metodologia apropiada para la generacion de una poblacién

tetraploide sintética sexual en P. notatum.

e Todos los individuos de la poblacion sintética sexual fueron tetraploides lo cual demuestra

gue a pesar de su origen diverso no se produjeron alteraciones en su nivel de ploidia.

e EI comportamiento sexual de todos los individuos de la poblaciéon tetraploide sintética

corroboran que la sexualidad se comporta como un caracter recesivo en la especie.
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CAPITULO Il

DETERMINACION DE LA VARIABILIDAD GENETICA DE LA
POBLACION TETRAPLOIDE SINTETICA SEXUAL

11.1 INTRODUCCION

II.1.1 Variabilidad genética en poblaciones apomicticas

En un principio, se pensaba que la apomixis llevaria a las especies a un callejon sin salida
desde el punto de vista de la evolucién (Darlington, 1939; Stebbins, 1950); sin embargo, se
ha demostrado que las poblaciones de especies apomicticas presentan una considerable
diversidad genética, la cual podria deberse al flujo génico desde poblaciones diploides
sexuales simpatricas (Daurelio et al., 2004; Garcia et al., 2007; Sartor et al., 2013) a través
de puentes triploides (Quarin et al., 1992), sexualidad residual en individuos apomicticos
(Rebozio et al., 2011; Sartor et al., 2013) o mutaciones (Hérandl y Paun, 2007). A pesar de
ello, es aceptado que éstas poblaciones presentan uno 0 pocos genotipos predominantes,
probablemente debido a que éstos tienen una mejor adaptacion a nichos ecoldgicos
especificos, por lo que queda en evidencia que es esperable una mayor diversidad entre
poblaciones que dentro de ellas (Gornall, 1999; Richards, 2003; Paun et al., 2006; Gutierrez-
Ozuna et al., 2009). Un estudio reciente, realizado en poblaciones naturales de P. simplex,
ha reportado que el 85% de la diversidad genética en los apomicticos es explicado por
variaciones entre poblaciones, mientras que solo el 15% est4 dentro de las poblaciones
(Brugnoli et al., 2014). Resultados similares fueron reportados por Paun et al. (2006), Garcia
et al. (2007) y Sartor et al. (2013) en poblaciones naturales de varias especies apomicticas.
Reyno et al. (2012) realizaron un estudio de variabilidad genética en colecciones naturales
de P. notatum en Uruguay, a partir de marcadores moleculares de ISSR, reportando una
distribucién casi equitativa de la variacion intra- e interpoblaciones; sin embargo, los autores
aclaran que esto probablemente se deba al hecho de que las poblaciones estuvieron
representadas por unos pocos individuos (1 a 6), los cuales a su vez fueron colectados en
base a variaciones fenotipicas para su uso en un programa de mejora, por lo que la

variabilidad intra-poblacional podria estar sobreestimada por el método de muestreo.
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El conocimiento de la diversidad genética es de gran importancia en el planeamiento de
programas de mejoramiento y para la conservacién de los recursos genéticos de las
especies vegetales (Cidade et al., 2008). Estos estudios pueden ser realizados mediante el
uso de marcadores morfolégicos y/o moleculares, siendo los primeros extensamente
utilizados, hasta antes del desarrollo de las técnicas de analisis molecular, y posteriormente
fueron paulatinamente reemplazados por estos Ultimos, debido al limitado nimero de
marcadores morfolégicos informativos para una poblaciéon y a los problemas de variacion
segun el ambiente. Los primeros estudios de diversidad molecular fueron realizados con
aloenzimas y proteinas de reserva, los cuales presentaban la ventaja de ser codominantes,
pero aun asi, fueron reemplazados paulatinamente por marcadores mas informativos como
los basados en la variacion del ADN. Estos ultimos pueden ser divididos en 5 principales

categorias:

1. Ensayos basados en la digestion del ADN con endonucleasas y posterior hibridacion,
como los RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980).

2. Ensayos realizados a partir de la amplificacion del ADN, como los RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990) e ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeat) (Fang y Roose, 1997).

3. Ensayos realizados mediante la amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion
del ADN, denominados AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Vos et al.,
1995).

4. Evaluaciones basadas en la amplificacién de secuencias repetitivas del ADN, de 1 a
6 pb de longitud, conocidos como microsatélites 0 SSR (Simple Sequence Repeat)
(Litt y Luty, 1989; Tautz, 1989).

5. Ensayos mixtos basados en la detecciéon de mutaciones puntuales a nivel de pares
de bases, denominados SNP (Single Nucleotide Polymophism) (Lindblad-Toh et al.,
2000).

En los ultimos tiempos, el uso de la secuenciacion genémica se ha extendido rapidamente,
debido a la gran cantidad de informaciéon obtenida por estas técnicas y a los avances
tecnologicos que permitieron que este tipo de estudios sean cada vez menos cOStosos y se
pongan al alcance de un mayor numero de laboratorios. Esta nueva tecnologia se ha
extendido rapidamente en las especies de mayor interés agronémico, como los cultivos
mayores y horticolas; sin embargo, aun no estid muy difundido en los cultivos de interés

forrajero, y en particular en gramineas megatérmicas como es el caso de P. notatum.
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Varios estudios de diversidad genética usando marcadores moleculares han sido realizados
en poblaciones naturales de P. notatum. Daurelio et al. (2004) determinaron mediante el uso
de marcadores RAPD que las poblaciones apomicticas simpatricas a diploides sexuales
presentaban mayor diversidad que aquellas alopatricas, y plantearon la hipétesis de la
existencia de un flujo génico entre éstas poblaciones, probablemente gracias a la formacion
de individuos triploides apomicticos, los cuales actian como puente para la generacién de
nuevos tetraploides, mediante la formacion de hibridos Blll (Quarin et al., 1992). Espinoza et
al. (2006) no lograron detectar una alta diversidad genética, mediante el uso de AFLP, en
una coleccién de germoplasma de 31 individuos apomictico de P. notatum, como tampoco
encontraron correlacion entre distancia genética y geografica. Cidade et al. (2008) y Reyno
et al., (2012) encontraron que los marcadores de ISSR logran relevar un alto grado de
diversidad genética en colecciones de P. notatum de Brasil y Uruguay, respectivamente. En
ambos trabajos se encontr6 una muy baja o nula correlacion entre distancia genética y

geogréfica.

Morgante & Olivieri (1993) identificaron un gran numero de regiones repetitivas de
microsatélites en el genoma vegetal, principalmente AT, estando estas regiones ubicados en
promedio una cada 50 Kb, lo que las convierte en marcadores de gran utilidad en estudios
poblacionales, entre otros usos. Cidade et al. (2009; 2010) lograron generar varios
cebadores de microsatélites para P. notatum, destacando el alto contenido de informacion
polimérfica (PIC) revelado por este tipo de marcadores y su utilidad para ser usados en
especies afines a P. notatum (Cidade et al., 2010). Los marcadores de SSR tienen la ventaja
de ser reproducibles (Jones et al., 1997), lo que permite obtener resultados comparables
entre diferentes laboratorios, co-dominantes (Shattuck-Eidens et al., 1990; Senior & Heun,
1993; Senior et al., 1996) y multialélicos (Ching et al., 2002), lo que los convierte en
marcadores altamente informativos y por lo tanto de gran utilidad en la evaluacion de

variabilidad genética.

Otra herramienta de utilidad para evaluar la variabilidad genética, sobre todo en estudios
dirigidos al mejoramiento vegetal, es el uso marcadores morfolégicos y agronémicos, que si
bien no son numerosos y en general se encuentran influenciados por variaciones
ambientales, tienen la ventaja de brindar informacion de gran utilidad en la identificacion y
seleccion de genotipos superiores en programas de mejoramiento. Algunos caracteres
morfolégicos como el largo y ancho de hoja, y habito de crecimiento, fueron utiles para
diferenciar las variedades botanicas de P. notatum var. saurae (2x) y P. notatum tetraploide

(4x) (Blount y Acufia, 2009). De Moraes Fernandes et al. (1973) utilizaron caracteristicas
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citolégicas, junto a variables como hébito de crecimiento, largo y ancho de hoja, pilosidad de
la lamina, longitud de racimos, tipo de ligula y caracteristicas de las espiguillas para
diferenciar 4 grupos taxonémicos de P. notatum del estado de Rio Grande do Sul (Brasil).
Barreto (1974) y Cando Dorow (1993) utilizaron caracteres similares para diferenciar formas
tipicas de la especie en Brasil; sin embargo, debido a la alta variabilidad presente en la
especie y al escaso numero de individuos analizados, estos grupos no estan claramente
delimitados, generando algunas confusiones en su determinacion (Cidade et al., 2008;
2013). Cidade et al. (2013) evaluaron la diversidad morfolégica de un grupo de individuos de
P. notatum colectados en Brasil, en base a variables vegetativas (largo y ancho de vaina,
largo y ancho de lamina) y reproductivas (altura de inflorescencia, nimero de racimos, largo
y ancho de espiguilla), reportando una amplia diversidad para todos los caracteres
evaluados, lo que dificulta su agrupamiento en grupos taxondémicos informales. De todas
formas, los autores lograron identificar 3 grandes grupos taxonémicos (saurae, latiflorum y
notatum), principalmente en base a las diferencias en largo y ancho de las espiguillas, ya
que el resto de los caracteres presentaban una distribucibn mas continua y solapamientos

entre grupos.

Estos avances en la caracterizacion de la diversidad genética, a nivel de poblaciones
naturales y bancos de germoplasma, sumado al desarrollo de marcadores moleculares
confiables y de alto valor en la deteccion de variabilidad genética, fueron considerados
antecedentes importantes para llevar a cabo la evaluacién de la transferencia de la
diversidad presente en el germoplasma tetraploide apomictico hacia la poblacién tetraploide
sintética sexual, y la evaluacion de su variabilidad a nivel molecular y morfo-agronémico, lo
cual permitira generar informacion de utilidad para los programas de mejoramiento en la

especie.

[1.1.2 Fertilidad

Paspalum notatum presenta predominantemente dos citotipos con modos de reproduccion
bien contrastantes. Por un lado, el citotipo diploide (2n=2x=20), conocido como variedad
saurae, presenta reproduccion sexual y son alégamos por autoincompatibilidad (Burton
1955), presentando niveles variables de produccion de semillas en autopolinizacion forzada
(Acuiia et al., 2007). El citotipo tetraploide (2n=4x=40), se reproduce por apomixis

aposporica pseuddégama (Burton 1948), y son autofértiles, con niveles similares de
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produccién de semillas, tanto en autopolinizacion como en polinizacion cruzada. Estas
asociaciones entre autofertilidad y apomixis por un lado, y sexualidad y autoesterilidad por el
otro, fueron previamente reportadas en otras especies como Brachiaria brizantha, B.
ruziziensis y B. decumbens (Ngendahayo et al., 1988), recibiendo el fenbmeno una revision
en profundidad por parte de Hérandl (2010), quien menciona que dicha asociacion les otorga
a las especies apomicticas pseudégamas ciertas ventajas en la colonizacion de nuevos
nichos ecologicos, debido a la posibilidad de producir descendencia uniparental, al igual que

ocurre en aquellas especies apomicticas autbnomas.

Acufia et al. (2007) describieron cuatro caracteristicas principales para seleccionar un
adecuado parental femenino destinado a cruzamientos con genotipos apomicticos: i) el
mismo nivel de ploidia, ii) alto vigor, iii) alta expresividad de la sexualidad, y iv) una
razonable produccién de semillas. Ademas, los autores plantearon la importancia de una
quinta caracteristica, alta autoesterilidad, para evitar la posibilidad de obtener descendencia
por autofecundacién, que provocaria una menor eficiencia en la obtencién de hibridos en los
programas de mejoramiento. Las caracteristicas descriptas por Acufia et al. (2007) deberian
ser tenidas en cuenta para la generacion del nuevo germoplasma sexual en la especie, de

modo tal de encarar un programa de mejoramiento eficiente.

La adecuada produccion de semillas es un caracter de gran interés desde el punto de vista
comercial (Rios et al., 2015), que en muchos casos condiciona la adopcién de cultivares
mejorados (Jank et al., 2011), por lo que también es de gran importancia su consideracion
en los programas de mejoramiento. El rendimiento de semillas esta relacionado al nimero
de inflorescencias por unidad de superficie, la cantidad de espiguillas por racimo y el
porcentaje de estas espiguillas que logran desarrollar un fruto (cariépside). El porcentaje de
espiguillas con cariépside (de aqui en mas porcentaje de semillas) es un caracter que
muestra una amplia variacion entre los genotipos de P. notatum, y en particular en el
germoplasma tetraploide sexual (Acufia et al., 2007; 2009). En términos generales, se han
reportado niveles de fertilidad en polinizacién abierta superiores en genotipos diploides con
respecto a tetraploides sexuales experimentales; mientras que los primeros muestran menor
porcentaje de semillas en autopolinizacion forzada (Acufia et al., 2007). Acufia et al. (2009)
reportaron que la produccion de semillas de los hibridos tetraploides sexuales, originados de
cruzamientos entre genotipos tetraploides sexuales duplicados y plantas apomicticas
naturales, fue muy superior al de sus parentales sexuales. Debido a estas fuertes

variaciones en los niveles de fertilidad dentro de la especie, es de gran importancia su
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cuantificacion y caracterizacion en el germoplasma tetraploide sintético sexual, con vista a

su futura utilizacién en programas de mejoramiento.

En lo referente a la Gltima caracteristica mencionada por Acufia et al. (2007), se desprende
gue la autoincompatibilidad polen-pistilo es un sistema muy comiunmente utilizado por
especies de angiospermas de polinizacion abierta para prevenir la endocria en sus
progenies. Numerosas investigaciones fueron llevadas a cabo en diferentes especies de
gramineas con el objeto de determinar las bases genéticas que gobiernan este sistema.
Como resultado de estos esfuerzos, se logré describir un sistema gobernado por dos loci
independientes, al cual se denomind sistema S-Z de autoincompatibilidad gametofitica, el
cual fue identificado y descripto primeramente para Secale cereale, Festuca pratensis
(Lundqvist, 1956; 1957; 1958) y Phalaris coerulescens (Hayman, 1956), y posteriormente
demostrado, o al menos presumido, en muchas otras especies de gramineas. Estos dos loci
independientes presentan numerosas variantes alélicas, como fue demostrado por Trang et
al. (1982) en Secale cereale, y posteriormente en rye grass por Devey et al. (1994), en una
poblacion cultivada, y por Fearon et al. (1994) en una poblaciéon natural de la misma
especie, lo que determina un alto grado de heterocigosis en las poblaciones, y en particular
para los poliploides, debido a la capacidad de albergar hasta multiples variantes alélicas

para cada loci.

Burton et al. (1970) determinaron que P. notatum presenta el sistema S-Z de
autoincompatibilidad, debido a que no obtuvieron genotipos tetraploides sexuales
autocompatibles, a partir de la duplicacién cromosdémica de genotipos diploides sexuales
autoincompatibles, lo que es esperable que ocurra bajo el modelo S de autoincompatibilidad
gametofitica gobernado por un Unico loci. Esta hipétesis es apoyada por Burson (1987),
quien trabajando con genotipos sexuales autoestériles de Paspalum intermedium, determiné
gue cuando los estigmas eran autopolinizados, los granos de polen germinaban, pero el
crecimiento del tubo polinico se detenia en el tejido del estigma, lo que es una caracteristica

tipica de la autoincompatibilidad gametofitica.

Numerosos trabajos en especies aldgamas por autoincompatibilidad demuestran que existe
variaciéon en la eficiencia de este sistema, debido a que en practicamente todas las especies
se encuentran niveles variables de autofertilidad (Hayman, 1992; Bauman, 2000). Este
quiebre parcial del sistema de autoincompatibilidad es conocido como pseudo-
compatibilidad, y fue extensamente revisado y discutido por Brieger (1930) y Stout (1938).
Paspalum notatum no es la excepcién a este fendmeno ya que se han reportado niveles

variables de autofertilidad, tanto en el germoplasma diploide como en el tetraploide sexual
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(Acuia et al., 2007). Esta ruptura parcial de la autoincompatibilidad representa un claro
obstaculo para los programas de mejoramiento de la especie, debido a la posible endocria
en las progenies, por lo que es de gran importancia determinar los niveles de autofertilidad

del nuevo germoplasma tetraploide sexual que se genere en la especie.

En el Capitulo | de la presente tesis se describe la obtencién de una poblacion tetraploide
sintética sexual que demuestra reunir dos de las caracteristicas enumeradas anteriormente,
el mismo nivel de ploidia que los parentales apomicticos y plantas 100% sexuales. La
variabilidad genética de este germoplasma sexual sera evaluada en este capitulo, a partir de
la variacién a nivel del ADN y de ciertas caracteristicas morfoldgicas y agronémicas. En este
capitulo también se evaluara el grado de fertilidad de la poblacion sexual, a través de la
produccién de semillas, y por otra parte se determinara el grado de autogamia de dicho
germoplasma, con la finalidad de identificar genotipos tetraploides sexuales fértiles, pero con
un alto grado de autoesterilidad, para poder emplearlos en un futuro programa de

mejoramiento mediante hibridaciones.
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11.2 HIPOTESIS

1. Existe una amplia variabilidad genética en la poblacién tetraploide sintética sexual de
P. notatum, medida a nivel molecular y en caracteres morfo-agronémicos.

2. Lavariabilidad genética de la poblacion tetraploide sintética sexual de P. notatum es
mayor que la existente en los progenitores sexuales y apomicticos que la originaron.

3. La poblacién tetraploide sintética sexual de P. notatum posee un grado variable de
fertilidad, comportandose basicamente como alégama, pero con grado variable de
autogamia en funcion de los genotipos considerados.

4. El grado de fertilidad de la poblacién tetraploide sintética sexual de P. notatum es

similar al de sus progenitores tetraploides sexuales experimentales y a los diploides.
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1.3 OBJETIVOS

1. Estimar la variabilidad genética de la poblacion tetraploide sintética sexual de P.
notatum, a partir de la variacion a nivel del ADN y de caracteres morfo-agrondmicos,
y compararla con la presente en sus progenitores sexuales y apomicticos.

2. Evaluar el grado de fertilidad de la poblacion tetraploide sintética sexual de P.
notatum, a partir de la produccion de semillas en autopolinizacion forzada y
polinizacion abierta, y compararla con sus progenitores tetraploides sexuales

experimentales y diploides.
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1.4 MATERIALES Y METODOS

11.4.1 Material vegetal

11.4.1.1 Material vegetal para analisis de la variabilidad molecular

El material vegetal utilizado para la determinacion de la diversidad molecular consistio en los
306 individuos de la Poblacion Tetraploide Sintética Sexual (PTSS) obtenida en el Capitulo 1.
Se incluyeron ademas los 3 genotipos tetraploides sexuales experimentales (GTSE) y 10
genotipos tetraploides apomicticos naturales (GTAN) usados como progenitores femeninos
y masculinos en los cruzamientos originales que dieron origen a las familias F;s, a partir de

las cuales se gener6 la PTSS (ver Tabla 1, Capitulo 1).

11.4.1.2 Material vegetal para analisis de la variabilidad morfo-
agronémica

Para la estimacion de la variabilidad morfo-agronémica se utiliz6 una muestra de 140
individuos de la PTSS, junto a los tres GTSE y 10 GTAN. Estas plantas fueron replicadas de
forma clonal, mediante enraizamiento de macollos en bandejas de siembra individuales
(speedlings) conteniendo 150 cm? de turba como substrato. El 7 de Octubre de 2015 (a un
mes de realizado el enraizamiento) las plantas fueron llevadas a campo dentro del predio del
Campo Didactico y Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias, UNNE (Corrientes),
bajo un marco de plantacion de 1 x 1 m, en un disefio en bloques completos al azar, con tres
repeticiones, junto a su correspondiente bordura. El 13 de noviembre de 2015 las plantas

fueron fertilizadas con N-P-K (15-15-15) a una dosis equivalente a 150 Kg/ha.

11.4.1.3 Material vegetal para evaluacion de la fertilidad

La fertilidad fue estimada sobre una muestra del 10% de la PTSS, durante tres periodos
consecutivos (2014, 2015 y 2016), y en base a la produccion de semillas en autopolinizacion
forzada y polinizacion abierta. En los periodos 2014 y 2015, las mediciones fueron

realizadas sobre la poblacion cultivada en el predio de la Facultad de Ciencias Agrarias,
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UNNE; mientras que en el afio 2016 fue realizada sobre una réplica clonal de la misma
poblacion, cultivada en el Campo Didactico y Experimental que la Facultad de Ciencias
Agrarias, UNNE posee a las afueras de la ciudad de Corrientes. En el Ultimo afio de
evaluacion se incluyeron los tres GTSE y tres genotipos diploides sexuales que fueron
replicados y plantados junto con la PTSS ubicada en el Campo Didactico y Experimental.
Este ultimo grupo de genotipos diploides estaba conformado por el genotipo Hojs378 #9,
colectado en el departamento de Empedrado (Corrientes), C4-2x (genotipo que dio origen
por duplicaciébn cromosémica con colchicina al genotipo sexual C4-4x) colectado en la
localidad de Cayasta (Santa Fe), y por ultimo, un individuo del cultivar Tifton 9 (USDA PI
531086).

[1.4.2 Andlisis de la variabilidad molecular

El andlisis de la variabilidad a nivel molecular se realiz6 mediante la deteccion de
polimorfismos a nivel de ADN, a partir de la obtencién de perfiles moleculares generados

con marcadores de microsatélites o SSR.

Las extracciones de ADN se realizaron siguiendo el protocolo descripto en el item 1.4.3.1 del
Capitulo I. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl,
conteniendo 20 ng de ADN gendémico, 150 uM de dNTPs, 0,8 uM de cada cebador (forward
y reverse), 1 U de la enzima Taq ADN polimerasa (Promega) y 1X del buffer de
amplificacién de la enzima (Promega). Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
marca Bio-Rad modelo My-Cycler con el siguiente programa: un paso inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 min, seguido por 5 ciclos con un paso de
desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, apareamiento a 65 °C (disminuyendo la
temperatura en 1 °C por ciclo) durante 1 min y una extensién a 72°C durante 1 min, luego 25
ciclos con un paso de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, apareamiento a 60 °C
durante 1 min y extension a 72 °C durante 1 min. Por ultimo, un paso de extension final a 72
°C durante 5 min. Al final de la reaccion de PCR se adicion6 a cada tubo 5 ul de buffer de
siembra (Formamida 95%, 10 mM NaOH, Azul de Bromofenol 2 mg/ml, Xilencianol 2 mg/ml).
Previo a la siembra, las muestras fueron desnaturalizadas a 94 °C durante 5 min y luego
colocadas en hielo para su posterior siembra en geles desnaturalizantes de poliacliramida al
6% en buffer TBE 0,5X (45 mM Tris base, 45 mM &cido borico, 1 mM EDTA) y electroforesis
a 300 V durante 3 horas. Los geles fueron tefiidos con SYBR-Gold al 1X (Invitrogen) y los
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patrones de bandeo fueron revelados en un transiluminador de luz azul (320 nm) y

fotografiados con una camara Nikon.

11.4.3 Analisis de la variabilidad morfo-agronémica

La estimacién de la variabilidad morfo-agronémica se llevé a cabo a partir de la medicion de
6 variables morfolégicas: altura y diametro de planta, largo y ancho de hojas, altura del eje
floral y largo del racimo, y 3 variables agronémicas: produccién de biomasa por corte y

pesaje, tolerancia al frio y rebrote de invierno.

= Ancho de hoja (A. hoja): fue medido en la parte mas ancha de la primera hoja
totalmente desplegada. Se realizdé la medicion tomando el valor promedio de tres
hojas provenientes de diferentes macollos de la misma planta.

»= Largo de hoja (L. hoja): también se midio en la primera hoja totalmente desplegada,
tomando la longitud total de la lamina foliar. Al igual que el ancho de hoja, se tomo el
valor promedio de las mediciones realizadas sobre tres macollos distintos de cada
planta.

= Altura del eje floral (A.E.F.): fue medida desde el nivel del suelo hasta el eje de los
racimos. Se tomo el valor promedio de las mediciones realizadas sobre tres ejes
florales de una misma planta.

* Longitud del racimo (L. racimo): fue medida en las mismas inflorescencias sobre las
que se midio la altura del eje floral, en base al valor promedio de tres racimos de
diferentes inflorescencias por cada individuo.

» Diametro de la planta (Diametro): se tomoé la medida del diametro mayor y menor de
cada planta y se promedié.

» Altura de planta (Altura): se midié desde el nivel del suelo hasta el tope de su

canopeo.
Todas las variables mencionadas anteriormente fueron medidas el 1 de mayo de 2016.

» Produccion de biomasa: se realiz6 a fines del otofio del 2016, a partir de cortes de
plantas individuales, a 5 cm sobre el nivel del suelo, y mediante colecta y pesaje del
material (M. verde). Se determin0 el porcentaje de materia seca sobre una muestra
compuesta para cada familia de medios hermanos y una para cada genotipo
tetraploide sexual experimental y genotipo apomictico natural. Se sometié cada

muestra compuesta a secado en estufa a 60 °C hasta peso constante, se determin6
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el porcentaje de materia seca (MS), y se obtuvo la produccién de MS de las plantas
individuales.

» Tolerancia al frio (Tol. Frio): Las mediciones se realizaron en el invierno de 2016, dos
dias posteriores de ocurrida la primera helada del afio (08/07/2016), donde la
temperatura minima alcanzo los -2 °C a nivel del suelo. Se midi6 mediante una
escala visual del 1 al 5, donde 1 corresponde a plantas sin dafio aparente y 5 a
plantas con el mayor dafio.

» Rebrote invernal (Reb. Inv.): Las mediciones se realizaron el 23 de septiembre de
2016. Se midi6 el rebrote acumulado durante el invierno, mediante una escala visual
del 1 al 5, donde 1 corresponde a plantas con la menor cantidad de material verde y

5 a las plantas con la mayor acumulacién de materia verde.

11.4.4 Evaluacion del grado de fertilidad

El grado de fertilidad de la PTSS fue evaluado en base a la produccion de semillas, durante
los periodos 2014, 2015 y 2016, en condiciones de autopolinizacién forzada y polinizacion
abierta, ambas realizadas a campo. La evaluacion se realizé en los dos primeros periodos
(2014 y 2015) sobre los individuos de la PTSS cultivados en el predio de la Facultad de
Ciencias Agrarias, UNNE; mientras que en el Gltimo periodo (2016) fue llevado a cabo sobre
los individuos de la poblacion que fueron clonados vegetativamente y cultivados en el
Campo Didactico y Experimental de la FCA-UNNE (punto 11.4.1). En los afios 2014 y 2015,
las mediciones se llevaron a cabo sobre una muestra aleatoria de 29 y 31 individuos,
respectivamente; mientras que para el ultimo periodo se analizaron 30 individuos al azar de
la PTSS, ademas de los 3 genotipos tetraploides sexuales experimentales utilizados como
progenitores femeninos (SWSB, Q4205 y C4-4x) y dos genotipos diploides naturales
Hojs378 #9 y Tifton 9 (el genotipo C4-2x no fue incluido en esta evaluacion debido a que no

se encontraba en floracion al momento de las mediciones).

El procedimiento para determinar produccién de semillas bajo autopolinizacién consistié en
ensobrar entre 3 y 4 inflorescencias por planta, el dia previo al inicio de la floracion (antesis),
con sobres de papel sulfito, para forzar la polinizaciébn con su propio polen. Para las
mediciones bajo polinizacién abierta se procedié a ensobrar entre 3 y 4 inflorescencias por
planta, una vez finalizada la floracion de todas las espiguillas, con el objeto de evitar

pérdidas de semillas ya que la maduracién es despareja.
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Una vez transcurrido un mes del ensobrado de las inflorescencias se procedié a la cosecha,
trilla manual, secado en estufa a 37 °C durante 48 h y posterior separacion de las espiguillas
con semillas de las vacias, mediante un equipo soplador de semillas (Seedburo Equipment
Company 1022W. Jackson Blvd. Chicago. IL 60607 1-800-284-5779). La produccion de
semillas para cada planta fue calculada de la siguiente manera: (N° de semillas / N° total de

espiguillas)*100.

[1.4.5 Analisis estadistico

[1.4.5.1 Variabilidad molecular

Los perfiles moleculares generados por los SSR fueron volcados a una matriz de datos
binarios. Los SSR fueron analizados como marcadores “dominantes” debido a que al ser
una especie poliploide se generan patrones de bandeo multiloci que no permite analizarlos
como marcadores “co-dominantes”. El registro de las bandas se realizé en base a la
presencia o ausencia del marcador para un locus determinado, asignandole el valor “1” para
presencia y “0” para ausencia. Esta matriz fue analizada con el programa Info-Gen (Balzarini
y Di Renzo, 2013) y con el software GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). La variabilidad
molecular de la PTSS, de los GTSE y GTAN fue estimada mediante el Porcentaje de loci
polimérficos, Heterocigosis esperada y Numero total de loci. Las distancias genéticas fueron
estimadas mediante el coeficiente de disimilitud de Jaccard (1-S) (Kosman y Leonard, 2005).
Se evalu6 ademas la correlacion de Pearson entre las distancias moleculares y distancias
geograficas de los GTAN. Se realizé un Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA) para
determinar la distribucién de la variabilidad entre las familias de medios hermanos que

componen la PTSS.

11.4.5.2 Variabilidad morfo-agronémica

El andlisis de variabilidad de los caracteres morfo-agronémicos se realizé con el programa

Info-Gen (Balzarini y Di Renzo, 2013). Se utilizé la prueba de Shapiro-Wilks, para determinar
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si las variables tenian una distribucibn normal. Se corroboré la homogeneidad de las
varianzas, a partir de la F de Snedecor. Se realiz6 un andlisis de componentes principales,
para evaluar posibles agrupamientos, ademas de evaluar la distribucion de los individuos
con respecto a los vectores de las variables. Se determinaron las distancias Euclideas entre
individuos. Se calcularon los coeficientes de variacién para cada variable y grupo de
individuos, las diferencias entre medias, con la prueba de LSD (Fisher) para comparacion de
dos medias, y la prueba de Duncan para comparacién de multiples medias, para variables
con distribucién normal. Se aplicé la prueba de Friedman y la de Kruskal Wallis para las
variables no paramétricas. Por ultimo, se calcul6 la correlacion de Pearson para evaluar las

correlaciones entre las diferentes variables.

Se utilizé la prueba de Mantel, para medir la correlacion entre las matrices de distancia
molecular (Jaccard) y de distancia morfo-agrondmica (Euclidea). Adicionalmente, se realizo
un analisis de Procrustes generalizados, para evaluar el grado de consenso entre los
agrupamientos basados en marcadores moleculares de SSR y los marcadores morfo-
agronémicos. Debido a que los marcadores moleculares de SSR fueron numerosos, se
utilizé el andlisis de coordenadas principales para reducir las dimensiones del analisis. Esto
no fue necesario para el caso de las variables morfo-agronémicas debido a que no fueron

muy numerosas.

[1.4.5.3. Produccidon de semillas

Los datos de produccion de semillas fueron analizados con el programa Info-Gen (Balzarini
y Di Renzo, 2013). Se calcularon Medias, Desvio Estandar, Coeficiente de Variacion y
Andlisis de la Varianza (ANOVA). Se utilizé la prueba de Diferencias Minimas Significativas
(LSD), en comparaciones de dos medias, y la prueba de Duncan para comparaciones de
mas de dos medias. Se realiz6 un analisis de correlacion de Pearson, entre las variables de

fertilidad en autopolinizacion y polinizacién abierta.
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1.5 RESULTADOS

[1.5.1 Variabilidad molecular

Un total de 7 cebadores de SSR fueron amplificados por los 304 individuos de la PTSS, 3
GTSE y 10 GTAN (Figura 13). Se registraron en total 124 marcadores (loci), de los cuales
122 resultaron ser polimorficos (98,4%). Cada cebador amplificé entre 11 y 35 bandas, con
un promedio de 18 por cada uno. El porcentaje de loci polimérficos detectado por cada
cebador vario entre 92% y 100% (Tabla 6). Debido a que el material vegetal es tetraploide y
que el marcador fue utilizado como dominante, no fue posible calcular las frecuencias
alélicas ni la heterocigosis observada, por lo que en su lugar se calculo el contenido de
informacién polimérfica (PIC), el cual mostré un rango entre 0,23 y 0,36 para cada primer,
con una media general de 0,28 (Tabla 6). Considerando que los marcadores fueron usados
como dominantes, los valores minimos y maximos de PIC esperables para este tipo de

marcadores va de 0,01 a 0,5, lo que indica que los 7 cebadores utilizados en esta tesis son

mediana a altamente informativos.

o
O
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o
—

PTSS

A

Figura 13. Perfil molecular generado por el cebador PNO3-F6A de SSR y separado
electroforéticamente en gel de acrilamida al 6%. 100bp: marcador de peso molecular; PTSS:
19 individuos de la Poblacién Tetraploide Sintética Sexual.
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Tabla 6. Resumen del analisis molecular realizado con los marcadores de SSR. Cebadores
de SSR utilizados, Numero de bandas polimérficas (BP), Niumero de bandas monomorficas
(BM), Niumero de bandas totales (BT), Porcentaje de loci polimorficos (PLP), Contenido de
informacién polimérfica (PIC) y Rango de peso molecular en pares de bases (pb) de los
fragmentos amplificados.

Cebador BP BM BT PLP PIC Rango de
pesos en pb
PNO3-A6 16 0 16 100 0,27 269-153
PNO02-G10 12 1 13 92 0,28 428-201
PNO3-A5 11 0 11 100 0,27 914-246
PNO2-H7 16 1 17 94 0,24 489-167
PNO03-G8 12 0 12 92 0,23 594-198
PNO03-H10 20 0 20 100 0,36 884-264
PNO3-F6A 35 0 35 100 0,34 668-153
Total 122 2 124 98 0,28 606-197

Las distancias genéticas estimadas en base al indice de Jaccard mostraron un rango entre
0,45 y 0,59 para los GTSE, siendo la menor distancia la correspondiente a los genotipos
emparentados SWSB y Q4205; mientras que los GTAN mostraron un rango entre 0,36 y
0,67 (Figura 14). Por su parte, los genotipos de la PTSS mostraron una distancia genética
entre 0,09 a 0,82 (datos no mostrados). No hubo correlacién entre distancias genéticas y

geogréficas para los GTAN (p-valor = 0,51).
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Figura 14. Dendrograma generado a partir de las distancias de Jaccard (1-S) de los GTSE
(verde) y GTAN (rojo). Coeficiente de correlacion cofenética 0,84.

El dendrograma de la Figura 14 obtenido a partir de las distancias de Jaccard de los GTSE y
los GTAN arroj6 un coeficiente de correlaciéon cofenética de 0,84, lo que indica una alta
correlacion entre la matriz de distancias genética y la representacion de las asociaciones a
partir del dendrograma. En la Figura 14 se pueden diferenciar dos grandes agrupamientos,
en el primero se encuentran los tres GTSE, mostrando que los genotipos SWSB y Q4205 se
encuentran mas cercanos entre si que con el genotipo C4-4x. El segundo grupo esta
constituido por los GTAN, donde se puede ver que el genotipo SV2893 se encuentra mas

cercano al Q4064, y que el genotipo B229 se encuentra més alejado del resto.

El nimero total de alelos presente en la PTSS fue de 124, seguido por los GTAN con 122y
por ultimo los GTSE con 68 (Tabla 7). El Porcentaje de Loci Polimorficos (PLP) en la PTSS
fue de 98%; mientras que en los GTAN fue de 91% y en los GTSE fue de 39%. Debido a
que los marcadores fueron codificados como dominantes, no fue posible calcular la
heterocigosis observada, sin embargo, fue posible calcular la heterocigosis esperada, la cual
mostrd valores similares para la PTSS y los GTAN con 0,31 y 0,29, respectivamente;

mientras que los GTSE mostraron un valor considerablemente inferior de 0,15 (Tabla 7).
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Tabla 7. indices de diversidad genética obtenidos en base a la evaluacién de 7 cebadores
de microsatélites, para la poblacion tetraploide sintética sexual (PTSS), genotipos
tetraploides sexuales experimentales (GTSE) y genotipos tetraploides apomicticos
naturales (GTAN).

_ _ Porcentaje de Heterocigosis
Poblacion N° total de loci o
loci polimérficos esperada
PTSS 124 98 0,31
GTAN 122 91 0,29
GTSE 68 39 0,15

En el andlisis realizado mediante el programa GenAlIEXx, se observa que los GTSE mostraron
amplificacion positiva para 68 marcadores, de los cuales 66 también fueron amplificados por
los GTAN; mientras que los dos restantes fueron especificos de los GTSE (Tabla 8). Por
otra parte, los GTAN amplificaron un total de 122 marcadores, de los cuales 56 estuvieron
ausentes en los GTSE (Tabla 8). La PTSS amplificé un total de 124 marcadores, 66 de ellos
fueron compartidos entre las tres poblaciones; mientras que 56 fueron especificos de los
GTAN y solo dos de los GTSE (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de loci privados de cada grupo de genotipos.
PTSS GTSE GTAN

PTSS 56 2
GTSE 0 2
GTAN 0 56

El Analisis de la Varianza Molecular realizado a partir de las 29 familias de medios
hermanos que componen la PTSS revelé que solo el 30% de la variabilidad es debida a
variaciones entre las familias, mientras que 70% restante es debida a vacaciones entre

genotipos dentro de las familias.

Un andlisis de la variabilidad de las diferentes familias de medios hermanos que componen
la PTSS, permite ver que todas las familias presentan una alta variabilidad, con los valores
mas bajos en la familia E13 (He=0,15; PLP=45,16%) y la mas alta en la familia L45
(He=0,26; PLP=79,83%) (Tabla 9). Los valores medios de He y PLP fueron de 0,23 y
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68,35% respectivamente (Tabla 9). Los coeficientes de variacion fueron de 11,67 y 11,54
para He y PLP (Tabla 9).

Tabla 9. Heterocigosis esperada (He) y Porcentaje de Loci Plimoérficos (PLP) para cada

familia de medios hermanos que constituye la PTSS.

Familia* He PLP
A24 0,18 54,84
A32 0,24 71,77
A35 0,21 72,58
A4l 0,21 63,71
Cc29 0,22 70,97
C46 0,23 66,94
C6 0,24 74,19
E13 0,15 45,16
E41 0,26 76,61
E8 0,26 73,39
F13 0,24 72,58
Fa7 0,25 75

G1l1 0,22 65,32
G19 0,26 79,03
G24 0,22 69,35
H11l 0,22 68,55
H12 0,2 51,61
H21 0,17 60,48
H29 0,22 62,1
129 0,24 65,32
148 0,24 70,97
J10 0,24 73,39
J13 0,22 66,94
J18 0,24 64,52
J42 0,23 74,19
K19 0,23 67,74
L25 0,25 74,19
L45 0,26 79,84
L5 0,25 70,97
Total 0,23 68,35
CVv 11,67 11,54

*  Familia: Grupo de individuos que
comparten un origen materno.
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[1.5.2 Variabilidad morfo-agronémica

Un total de 9 variables morfo-agronémicas fueron evaluadas sobre 140 individuos de la
PTSS, los tres GTSE y los 10 GTAN. Se realizé la prueba de Shapiro-Wilks para determinar
si las variables se ajustaban a una distribucion normal, considerando como limite inferior a
W= 0,95. Las 6 variables morfolégicas, ademas de la variable agronémica produccion de
materia seca, se ajustaron a la distribucién normal (Tabla 10); mientras que las variables
tolerancia al frio y rebrote de invierno (W= 0,9 para ambas) no se ajustaron a este tipo de

distribucién (Tabla 10), por lo que recibieron un analisis de tipo no paramétrico.

Tabla 10. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para las nueve variables morfo-
agronomicas evaluadas. n: numero de individuos analizados; Media: media de cada
variable; D.E.: desvio estandar; W: valor del estadistico calculado en base a la prueba de
Shapiro-Wilks.

Variable n Media D.E. W

Altura 447 43,91 11,18 0,99
Diametro 447 23,39 7,25 0,99
L.Hoja 447 32 7,53 0,98
A.Hoja 447 8,51 1,22 0,96
A.E.F. 406 59,55 11,75 0,99
L.Racimo 410 12,84 2,16 0,98
MS 449 192,59 132,8 0,95
Tol. frio 450 2,63 1,14 0,9
Rebr. inv. 447 2,79 1,05 0,9

Se realizé un andlisis mediante el estadistico F de Snedecor para probar la homogeneidad
de las varianzas de cada variable entre la PTSS, los GTSE y los GTAN. El andlisis permitié
corroborar la homogeneidad de las varianzas para todas las variables, debido a que el p-

valor fue superior a 0,01 en todos los casos (Tabla Ill, Anexo).

Las medias y desvios estandar de cada variable para cada genotipo evaluado se encuentran
en la Tabla IV del Anexo, mientras que el numero de individuos evaluados, las medias,
desvios estandar, coeficientes de variaciéon, minimo y maximo para los grupos de genotipos
(PTSS, GTAN y GTSE) se encuentran en la Tabla V del Anexo.

71



La PTSS present6 los valores mas altos para la variable altura de planta, seguido por los
GTSE y por ultimo los GTAN. Dentro de los GTSE se destaca el individuo SWSB con 54,67
cm (Tabla IV, Anexo). Por otro lado, los GTAN fueron los que mostraron los mayores
didmetros de planta comparados con la PTSS y GTSE (Tabla 11).

En cuanto a los caracteres de hoja, la PTSS arroj6 un valor promedio de 32,45 cm de largo
de hoja, significativamente superior al encontrado en los GTAN y GTSE. En cuanto al ancho
de hoja, los GTAN y PTSS mostraron un promedio de 8,57 y 8,53 mm, respectivamente,

ambos significativamente mayores a los 7,5 mm encontrados en los GTSE (Tabla 11).

Las variables morfoldgicas relacionadas a los érganos reproductivos, altura del eje floral y
longitud del racimo, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los 3
grupos (Tabla 11).

La variable produccion de materia seca mostré un valor promedio de 152,8 g por planta en
los GTSE, con un CV de 99,7%, debida a la escasa produccion del genotipo C4-4x (10,4 g)
comparada con el genotipo SWSB (328 g) (Tabla IV, Anexo). Los GTAN maostraron una
produccién de materia seca promedio de 164,8 g por planta, con el valor méas bajo de 50,42
g en el genotipo TB86, y el valor mas alto de 266 g en el genotipo Q3776 (Tabla IV, Anexo).
La PTSS presento un valor medio de 196,4 g por planta, siendo el valor mas bajo de 0 g en
el genotipo J10#9 (es decir que su altura era menor a 5 cm por lo que no fue alcanzada por
el corte), y mas alto de 490 g en el genotipo H12#1 (Tabla IV, Anexo). No se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Tabla 11).

En cuanto a las variables tolerancia al frio y rebrote de invierno, ambas evaluadas por
métodos no paramétricos, no arrojaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tres grupos (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores medios obtenidos para las 9 variables morfo-agronémicas evaluadas en
los GTSE, GTAN y PTSS.

GTSE GTAN PTSS
Altura (cm) 39,11°" 33,43° 44,782
Diametro (cm) 25,28° 33,532 22,6"
L. Hoja (cm) 27,22° 27,42° 32,45°
A. Hoja (mm) 7,5° 8,572 8,532
A.E.F. (cm) 51,892 58,42% 59,82°
L. Racimo (cm) 12,617 12,822 12,842
MS (g) 152,82 164,8° 196,42
Tol. frio (*) 1,89° 2,5° 2,66°
Rebr. inv. (*) 2,562 2,62 2,82°

(*) Escala visual de 1 a 5. Comparacién de medias a partir de la prueba de Kruskal-Wallis.
T Medias de cada variable. Letras distintas indican diferencias significativas para la prueba de Duncan
(0,05).

Casi todas las variables mostraron efecto significativo para las fuentes de variacion
“genotipo” y “bloque” (efecto ambiental), mientras que las variables largo y ancho de hoja
s6lo mostraron efectos significativos con la fuente de variacién “genotipo”, indicando cierta

independencia del factor ambiental (Tabla VI, Anexo).

El coeficiente de variacion fue utilizado para comparar la variabilidad encontrada en cada
una de las variables, debido a que permite hacer comparaciones a una misma escala. La
prueba no paramétrica de Friedman presentada en la Tabla 12 permite observar que la
variable produccién de materia seca fue la que presenté el mayor coeficiente de variacion
(68,95), seguida de tolerancia al frio (43,49). El rebrote de invierno y diametro de planta se
ubicaron por debajo, sin diferencias significativas entre si. La altura de planta no mostré
diferencias significativas con respecto al didmetro de planta y largo de hoja. Por ultimo, no
se encontraron diferencias significativas entre los coeficientes de variacion de las variables

altura del eje floral, longitud del racimo y ancho de hoja (Tabla 12; Figura 15).
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Tabla 12. Prueba de comparaciéon de medias de los coeficientes de variacion de las 9
variables morfo-agronémicas mediante la prueba no paramétrica de Friedman.

Tratamiento Media Suma(Ranks) Media(Ranks)

CV MS 68,95 1240 8,27 a*
CV Tol. frio 43,49 1048,5 6,99 b
CV Rebr. inv. 37,61 866,5 5,78 cd
CV Diametro 30,98 798 5,32 de
CV Altura 25,46 739,5 4,93 ef
CV L.Hoja 23,54 694 4,63 f
CV AE.F. 19,73 496 3,31 ghi
CV L.Racimo 16,85 438 2,92 hi
CV A.Hoja 14,35 429,5 2,86 [

(*) Letras distintas indican diferencias significativas para la prueba de Friedman (0,05).
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Figura 15. Coeficientes de variacion para las diferentes variables morfo-agronémicas.
Verde: GTSE; Rojo: GTAN; Azul: PTSS.

Con el objetivo de realizar comparaciones entre los coeficientes de variacion de cada grupo

de genotipos, se generd una nueva variable, a partir de los coeficientes de variacion de cada

individuo (coeficientes calculados a partir de las 3 repeticiones) y de cada variable morfo-

agronémica. Se

realiz6 una prueba de normalidad para estas nuevas variables,

encontrandose que las derivadas de variables agrondmicas tenian una distribucién normal

(W>0,95), mientras que para el caso de las morfoldgicas fue necesaria una transformacion

previa (Tabla 13).
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Tabla 13. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para la distribucion de los coeficientes de
variacién de cada variable morfo-agronémica. n: nimero de individuos analizados; Media:
media de cada variable; D.E.: desvio estandar; W: valor del estadistico calculado en base a
la prueba de Shapiro-Wilks.

CV Variable n Media D.E. w

LOG10_CV Altura 151 1,19 0,29 0,95
LOG10_CV Diametro 151 1,25 0,31 0,97
LOG10_CV L.Hoja 150 1,13 0,29 0,96
LOG10_CV A.Hoja 145 0,89 0,25 0,95
LOG10_CV A.E.F. 141 0,97 0,31 0,98
LOG10_CV L.Racimo 139 0,90 0,28 0,98
CV MS 152 54,93 27,72 0,97
CV Tol. frio 152 35,20 18,73 0,96
CV Rebr. inv. 152 26,92 18,56 0,95

La comparacion de las medias entre los coeficientes de variacion de los distintos grupos de
genotipos, realizada mediante la prueba de Duncan, muestra que los GTSE presentan
mayor variacion en la variable altura de planta con respecto a la PTSS; mientras que los
GTAN no muestran diferencias significativas con respecto a los anteriores. Las 8 variables
restantes no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de

genotipos (Tabla 14; Figura 15).

Tabla 14. Coeficientes de variacion para las 9 variables morfo-agrondmicas evaluadas en
los GTSE, GTAN y PTSS.

GTSE GTAN PTSS
Altura (cm) 49,3% 31,9%° 23,6°
Diametro (cm) 32,52 17,62 29,82
L. Hoja (cm) 30,72 23° 23?
A. Hoja (mm) 15,6% 15?2 14,22
A.E.E. (cm) 33,1° 16,6° 19,6°
L. Racimo (cm) 18,22 21,72 16,4%
MS (g) 99,7 77,7 67,9°
Tol. frio 41,42 29,2° 44,12
Rebr. inv. 39,72 37,22 37,62

(*) Letras distintas indican diferencias significativas para la prueba de Duncan (0,05).
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Por otro lado, se calcularon las distancias Euclideas entre genotipos, a partir de las variables
estandarizadas. Las distancias genéticas para los GTAN variaron de 1,02 entre los
genotipos Q4294 y B229 a 6,52 entre los genotipos Q3838 y SV2893 (Figura 15); mientras
gue para los GTSE fueron de 3,34 entre los genotipos SWB y Q4205, a 6,71 entre el SWSB
y C4-4x (Figura 15). Por ultimo, el rango de variacion en la distancia genética de la PTSS

fue entre 1,16 y 14,06 (datos no mostrados).

Distancia: (Euclidea)

TB86

Q3838

C4#4X

SWSB

V14327

|
$V2893
CyA1556
2

Q4064

Q3776

Q4205

Q3775

Figura 15. Dendrograma generado a partir de las distancias de Euclidea de los GTSE y
GTAN. Grupo 1 en azul y Grupo 2 en rojo. Coeficiente de correlaciéon cofenética 0,85.

El dendrograma arrojé un coeficiente de correlacion de 0,85, lo que indica que existe una
alta correlacion entre la matriz de distancias genética y la representacion grafica a partir del
dendrograma. En la Figura 15 se pueden diferenciar dos grandes agrupamientos; el primero
de ellos, constituido por los genotipos TB86, Q3838 y C4-4x, se caracteriza por presentar
plantas de escaso tamafio, presentando menores diametros y alturas de planta, longitud y
ancho de hoja, altura del eje floral y longitud de racimo con respecto al grupo 2 (Tabla 15). A
su vez, ese grupo también se caracteriza por plantas de bajo desempefio agronémico,
debido a su escasa produccion de materia seca, reducida tolerancia al frio y bajo rebrote de

invierno (Tabla 15).
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Tabla 15. Valores medios obtenidos para las 9 variables morfo-agronémicas evaluadas en
los 2 agrupamientos generados en la Figura 15.

Grupo 1 Grupo 2

Altura (cm) 20,752 38,35°
Diametro (cm) 22,442 34°

L. Hoja (cm) 18,942 29,55°
A. Hoja (mm) 6,38° 8,82°
A.E.F. (cm) 40,442 61,16°
L. Racimo (cm) 9? 13,74°
MS (g) 54,51° 189,82°
Tol. frio 1,75% 2,52°
Rebr. inv. 1,52 2,87°

(*) Letras distintas indican diferencias significativas para la prueba de

LSD (Fisher) (0,05).

Otra de las técnicas estadisticas utilizadas para observar agrupamientos entre individuos es

el analisis de componentes principales. El coeficiente de correlacion cofenético fue de 0,94

para este analisis, o que indica una alta correlacién entre la matriz de correlaciones de las

variables y las nuevas dimensiones a partir de las 2 componentes principales. El 69% de la

variacion total fue explicada a partir de las dos primeras componentes principales (CP1 53%

y CP2= 15%) (Tabla 16; Figura 16).

Tabla 16. Andlisis de componentes principales. Autovalores obtenidos a partir de las 9

variables morfo-agronémicas.

Lambda Valor Proporcion Prop. Acum.

1 4,81 0,53 0,53
2 1,36 0,15 0,69
3 0,94 0,1 0,79
4 0,63 0,07 0,86
5 0,43 0,05 0,91
6 0,29 0,03 0,94
7 0,22 0,02 0,96
8 0,17 0,02 0,98
9 0,16 0,02 1
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El andlisis de los autovectores (Tabla 17) muestra que las variables Altura, L.Hoja, A.Hoja,
MS, Rebr. Inv. se encuentran mas relacionadas a la CP1; mientras que la variable Diametro
estd mas relacionada a la CP2. Las variables A.E.F., L. Racimo y Tol. frio estan
relacionadas a ambos componentes, debido a que sus autovectores son similares en
ambas.

Tabla 17. Andlisis de componentes principales. Autovectores generados a partir de las 9
variables morfo-agronémicas.

Variables el e2

Altura 0,39 -0,19
Diametro 0,07 0,71
L.Hoja 0,35 -0,23
A.Hoja 0,29 0,2

A.E.F. 0,36 0,32
L.Racimo 0,32 0,36
MS 0,4 -0,05
Tol. frio 0,29 -0,32
Rebr. inv. 0,39 -0,18

El analisis de componentes principales agrup6 a 7 GTAN sobre el cuadrante superior,
caracterizados principalmente por un mayor diametro de planta. Los GTSE se distribuyen sin
seguir un patrén definido, un caso particular lo representa el genotipo C4-4x que se ubica
hacia el extremo izquierdo de la distribucion, caracterizado por su reducido tamafio y vigor.
Los 140 individuos de la PTSS abarcan una amplia distribucion, extendiéndose por fuera de
los margenes alcanzados por los GTSE y GTAN sobre la CP1, que es la que explica el
53,5% de la variacion total. Esto indica que la PTSS presenta una alta variabilidad para los

caracteres morfo-agronémicos evaluados (Figura 16).
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Diametro
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Figura 16. Componentes principales generados a partir de las 9 variables morfo-
agronémicas. Verde: GTSE; Rojo: GTAN; Azul: PTSS. Coeficiente de correlacion cofenética:
0,94.

El andlisis de componentes principales permite ademas distinguir las correlaciones entre las
diferentes variables. De ésta manera, podemos ver tres grupos, el primero formado
Unicamente por la variable diametro de planta, el segundo constituido por las variables
morfoldgicas largo del racimo, altura de la inflorescencia y ancho de hoja, y el Ultimo grupo
formado por las variables agronémicas produccién de materia seca, rebrote invernal y
tolerancia al frio, mas dos variables morfoldgicas, largo de hoja y altura de planta (Figura
12). La magnitud y significancia de estas correlaciones pueden verse en la Tabla 18.
Considerando las correlaciones superiores a 0,6, se puede observar que las variables
agronomicas se encuentran altamente correlacionadas, lo que favoreceria los trabajos de
seleccion, a partir de caracteres agrondémicos. Las variables morfolégicas, en general,
mostraron menores correlaciones con respecto a las agronémicas. La variable altura de
planta presentd una alta correlacion con largo de hoja y altura del eje floral, conforme a una
distribucién armédnica del tamafio de la planta. Por ultimo, se observd una alta correlacién
entre altura del eje floral y largo del racimo (Tabla 18). Por otro lado, no se observaron
correlaciones negativas entre las variables, lo que indica que seria posible seleccionar a
favor de cualquiera de ellas, sin tener un efecto negativo frente a las demas, sino por el

contrario, en la mayoria de los casos obtener incrementos.
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Tabla 18. Matriz de coeficientes de correlacion de Pearson (diagonal inferior izquierda) y p-
valores (diagonal superior derecha) para las distintas variables morfo-agronémicas evaluadas
sobre la PTSS, los GTSE y GTAN.

Altura Didm. L.Hoja A.Hoja A.E.F. L.Rac. MS Tol. Rebr.

frio  inv.
Altura 1 0,11 *% *k Kk *% *k *k *k
Diam. 0,08 1 0,44 0,01 ok o ok 0,7
L.Hoja 0,62 0,04 1 *k *k *k *k *k *k
A.Hoja 0,36 0,12 032 1 o ok ok * ok
A.E.F. 0,62 0,35 0,44 0,35 1 * 5 ok ok
L.Rac. 0,45 0,23 0,37 0,45 0,61 1 o * ok
MS 0,61 0,31 0,52 0,29 0,54 0,39 1 o %5
Tol. frio 0,31 0,02 03 0,21 0,21 0,15 062 1 i
Rebr.inv. 0,57 0,16 0,48 0,29 0,47 0,36 0,78 0,72 1

** jndican un p-valor <0,01.

La prueba de correlacion de Mantel, entre las matrices de distancia molecular (Jaccard) y
distancia en base a caracteres morfo-agronémicos (Euclidea), no mostr6 correlacion entre

ambas matrices (r= 0,03 p-valor= 0,15).

El analisis de Procrustes generalizados (APG) se realiz6 a partir de dos grupos de variables.
En el primer grupo se ubicaron las 10 variables morfo-agronémicas, y en el segundo a las 40
coordenadas principales que explicaban en conjunto el 83% de la variacion observada entre
los marcadores moleculares de SSR. El andlisis de la varianza arroj6 una suma de
cuadrados de consenso de 1,25, lo que al ser contrastado contra el total (2/1,25) nos da un
consenso del 56,2% entre el agrupamiento obtenido a partir de los marcadores moleculares
de SSR vs el obtenido a partir de variables morfo-agronémicas (Tabla 19). En la Figura 17
se puede ver la configuracion de consenso para el APG, en el cual se representa el 58,6%
de la variacién, siendo la participacion de la CP1 del 54% y de la CP2 del 4,6% (Figura 17).
No es posible distinguir agrupamientos claros en la configuracion, debido a que todos los

individuos se encuentran dispersos de forma mas o menos uniforme (Figura 17).
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Tabla 19. Andlisis de la varianza para el andlisis de Procrustes generalizados, a partir de
dos grupos de variables. Grupo 1: 9 variables morfo-agronémicas. Grupo 2: 40 coordenadas
principales, obtenidas a partir de marcadores moleculares de SSR.

Consenso

Residuo Total

Prop. Consenso

0,562
0,562
1,125

Grupol
Grupo?2
Total

1,000
1,000
2,000

0,562
0,562
0,562

0,438
0,438
0,875

Configuracion de consenso
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Figura 17. Configuracion de

Generalizados. Azul: PTSS; Rojo: GTAN; Verde: GTSE.
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[1.5.3 Analisis de la produccion de semillas

La produccion de semillas generada de los intercruzamientos controlados realizados entre
los hibridos F; sexuales mostré un rango entre 5 y 81%, con una media de 50,28% (Tabla
20). Los valores medios de produccién de semillas en polinizacion abierta de la PTSS, para
los periodos 2014, 2015 y 2016, fueron de 23,35%, 39,34% y 28,01%, respectivamente. Por
su parte, para autopolinizacion fueron de 8,47%, 20,54% y 16,64%, respectivamente (Tabla
20). Por su parte, los GTSE evaluados en el afio 2016 mostraron un porcentaje de semillas
en autopolinizacién y polinizacién abierta del 9,9% y 22,47%, respectivamente. Por Gltimo,
los genotipos diploides arrojaron un porcentaje de semillas de 16,75% en autopolinizacién y

de 52,35% en polinizacion abierta (Tabla 20).

Tabla 20. Produccion de semillas en la PTSS, medida en diferentes periodos de floracion,
bajo dos modos de polinizaciéon y en comparacion con genotipos diploides y tetraploides
sexuales. Poblacién analizada, periodo de evaluacion, método de polinizacién, nimero de
plantas evaluadas, media, coeficiente de variacién, minimos y maximos para produccion de
semillas.

Poblacion* Periodo Método de N° Media C.V. Minimo Méaximo
Polinizacion
HS F; 2013 Intercruz. 29 50,28 36,2 5 81
Autopol. 29 8,47 83,31 0 25,15
PTSS 2014
Pol. Abierta 29 23,35 66,87 4,73 60,88
Autopol. 31 20,54 61,11 2,56 63,48
PTSS 2015
Pol. Abierta 31 39,34 31,21 13,42 69,04
Autopol. 31 16,64 65,42 0 39,18
PTSS 2016
Pol. Abierta 31 28,01 60,70 2,83 57,96
Autopol. 3 9,9 58,03 3,4 14,3
GTSE 2016
Pol. Abierta 3 22,47 41,06 12,3 30,3
Autopol. 2 16,75 65,43 9 24,5

Diploides 2016
Pol. Abierta 2 52,35 21,62 43,5 59,2

*Poblacién: hibridos sexuales F; (HS F;), Poblacion Tetraploide Sintética Sexual (PTSS), Genotipos
Tetraploides Sexuales Experimentales (GTSE), Diploides (“Hojs 398/9” y “Tifton 9”).
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La produccion de semillas fue altamente variable y dependiente del método de polinizacion,
del genotipo y del afio de evaluacion (Tabla VI, Anexo). No se encontré interaccion entre

estas fuentes de variacion (Tabla VII, Anexo).

Los coeficientes de variacién para la produccién de semillas de la PTSS, en polinizacion
abierta, fueron de 66,87%, 31,21% y 60,7%, para los afios 2014, 2015 y 2016,
respectivamente, con un promedio de 53,87%. Por su parte, para autopolinizacién fueron de
83,31%, 61,1% y 65,42% para los mismaos periodos, con un promedio de 74,95% (Tabla 20).
Los GTSE mostraron un coeficiente de variacion de 58,03% y 41,06% para autopolinizacion
y polinizacién cruzada, respectivamente. Por Ultimo, los genotipos diploides presentaron un
coeficiente de variacion de 65,43% y 21,62% para autopolinizacion y polinizacién cruzada,
respectivamente. Se puede ver que en todos los grupos de genotipos evaluados los

coeficientes de variacion fueron mayores en autopolinizacion que en polinizacion abierta.

La produccién de semillas de la PTSS fue significativamente mayor en polinizacién abierta
que en autofecundacién para todos los periodos evaluados (Tabla 21). Se observé un efecto
significativo en la produccion de semillas de la PTSS (p-valor <0,001), segun el periodo de
evaluacién. La produccién de semillas en autopolinizacién fue mayor en el afio 2015 con
respecto a 2014 y 2016; mientras que para polinizacion abierta los menores valores se

observaron en el afio 2014 (Tabla 21).

Tabla 21. Valores medios de produccién de semillas para autopolinizacion y polinizacién
abierta en la PTSS para cada periodo de evaluacion.

Afo Produccion de semillas (%) DMST
Autopol. Pol. Abierta

2014 8,473 23,35% 7,75

2015 20,54° 39,34° 8,56

2016 16,64" 28,01° 7,44

*Diferencia Minima Significativa para comparaciones entre
diferentes métodos de polinizacion dentro de una misma fila.
*Medias del periodo seguidas por letras diferentes muestran
diferencias significativas para el test de Duncan (0,05) dentro de
una misma columna.

83



La produccién de semillas en autopolinazacion de la PTSS, en comparacion con los GTSE y
Diploides, no mostr6 diferencias significativas. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en polinizacion abierta, entre los diploides y los GTSE; mientras que la PTSS

no mostro diferencias con las dos anteriores (Tabla 22).

Tabla 22. Valores medios de produccién de semillas para diferentes poblaciones, en
autopolinizacién y polinizacion abierta, para el periodo 2016.

Poblacion Produccion de semillas (%)
Autopol. Pol. Abierta
PTSS 16,64a 28,02ab
GTSE 9,9a* 22,47a
Diploides 16,75a 51,35b

*Medias del periodo seguidas por letras diferentes son significativas
para el test de Duncan (p-valor < 0,05) dentro de una misma columna.

Cuando la produccion de semillas de los 29 hibridos F; sexuales usados en el
intercruzamiento fueron agrupados de acuerdo a su ancestro sexual en comun (SWSB,
Q4205 y C4-4x), no se observaron diferencias significativas para produccién de semillas
entre los tres grupos (p-valor 0,96). Ademas, cuando los individuos de la poblacién sintética
fueron agrupados de acuerdo a los mismos ancestros sexuales (SWSB, Q4205 y C4-4x),
tampoco se encontraron diferencias entre grupos, tanto en autopolinizacion como

polinizacion abierta, en los tres afios evaluados (Tabla 23).
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Tabla 23. Valores medios de produccién de semillas de los genotipos F; sexuales
intercruzados, y para los genotipos de la PTSS en autopolinizacion y polinizacion abierta,
agrupados segun el ancestro sexual en comun, en 4 periodos de medicion.

2013 2014 2015 2016
Ancestro Intercruz. Autopol. Pol. Autopol.  Pol. Autopol. Pol.
sexual’ Abiert Abierta Abierta
a

Q4205 49 8,24 18,73 22,81 32,25 13,01 21,65
SWSB 50,73 7,62 23,92 19,63 39,10 17,89 31,73
C4-4x 51,75 9,52 24,98 19,56 46,15 14,67 29,95
p-valor* 0,96 0,87 0,70 0,82 0,25 0,56 0,35

TGenotipos sexuales agrupados segtin el ancestro sexual en comuin a partir del cual fueron originados.

*P-valores para comparaciones entre diferentes grupos dentro de una misma columna.

El analisis de correlacion de Pearson entre produccion de semillas en autopolinizacion y

polinizacion abierta mostr6é una alta correlacion (r=0,68; p-valor <0,01), lo que indica que los

individuos mas fértiles tienden a producir mayor cantidad de semillas tanto con su propio

polen como con polen foraneo.
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11.6. DISCUSION

El conocimiento de la variabilidad genética existente en el germoplasma de especies
vegetales es de vital importancia para el planeamiento de estrategias de mejoramiento y
conservacion de los recursos genéticos (Cidade et al., 2008, Quiroga 2011). Por otro lado, la
determinacién de su sistema de reproduccion (sexualidad, apomixis, alogamia, autogamia, o
combinaciones de cada una de ellas) es fundamental para establecer los métodos de

mejoramiento a adoptar (Borem et al., 2008).

En este Capitulo se analizé la variabilidad genética presente en la PTSS, a partir de
marcadores moleculares y caracteres morfo-agronémicos, y se la comparé con la
variabilidad presente en los GTSE y GTAN, con la finalidad de establecer en qué medida la
variabilidad del germoplasma tetraploide apomictico, empleado como fuente de diversidad

dentro de la especie, fue efectivamente transferida a la PTSS.

En este Capitulo también se determiné la fertilidad de la PTSS, en base a la produccion de
semillas, bajo dos métodos de polinizacién, y se compard los niveles de fertilidad

alcanzados por la PTSS con aquellos encontrados en los GTSE y genotipos diploides.

[1.6.1 Variabilidad molecular

La variabilidad molecular de la PTSS, GTSE y GTAN fue evaluada en base a marcadores
moleculares de SSR. La eleccion de este tipo de marcadores se debe a su alto nivel de
polimorfismos, generados a partir de una alta tasa de pérdidas o ganancias de pares de
bases en las regiones repetitivas o microsatélites (Toutz, 1989). Los cebadores utilizados
para generar los perfiles moleculares fueron desarrollados especificamente para P. notatum.
Debido a que todos los genotipos utilizados en este estudio fueron tetraploides, los
marcadores fueron codificados como dominantes, ya que la herencia de los marcadores a
este nivel de ploidia puede ser de tipo disémica, tetrasémica o polisémica (Stein et al. 2004),
ademas del hecho de que muchos loci se encuentran varias veces replicados en un mismo
genoma, por lo que se generan patrones de bandeo multiloci que impiden diferenciar las

variantes alélicas de cada uno de los loci.
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Los 7 cebadores de SSR empleados amplificaron un gran nimero de bandas, siendo casi en
su totalidad polimérficas. El PIC de cada cebador fue variable y con valores inferiores a los
detectados por Cidade et al. (2009) en los 25 genotipos de P. notatum de colecciones de
Brasil; sin embargo, el ranking de los cebadores en base a los valores de PIC y nimero de
bandas detectadas fueron coincidentes en ambos trabajos, siendo el cebador PN03-G8 el
menos informativo y PNO3-F6A y PNO03-H10 los de mayor contenido de informacion
polimérfica. A su vez, el nUmero de loci detectados por cada cebador fue en promedio el
doble (18 vs 9) al encontrado por Cidade et al. (2009).

El rango de pesos moleculares de los marcadores amplificados en este trabajo fueron
superiores a los detectados por Cidade et al. (2009). Si bien los marcadores de menor peso
fueron en promedio muy similares, con 197 pb y 201 pb en este trabajo y en Cidade et al.
(2009), respectivamente, los de mayor peso discreparon significativamente (606 pb y 235
pb, respectivamente). Esto probablemente se debié a que el método de tincion empleado
para la deteccidén de los microsatélites en esta tesis fue SYBR Gold, el cual es mas sensible
en la deteccion de bandas de alto peso molecular que la tinciébn con Nitrato de Plata
empleada por Cidade et al. (2009), lo que también podria explicar el mayor nimero de
bandas detectadas. Otro factor que podria estar relacionado a este hecho es el tipo de
enzima polimerasa utilizada en las reacciones de amplificaciéon por PCR, ya que las enzimas
de buena calidad son capaces de amplificar fragmentos de mayor longitud que aquellas de

menor calidad.

Los 10 genotipos apomicticos usados para la obtencién de la PTSS mostraron una distancia
genética relativamente alta. Estas distancias fueron considerablemente superiores a las
encontrada por Espinoza et al. (2006), empleando marcadores de AFLP, en un
germoplasma de 31 genotipos apomicticos y 11 clones sexuales experimentales. A su vez,
también fueron superiores a las distancias genéticas reportadas por Cidade et al. (2008),
mediante el uso de marcadores de ISSR, en un germoplasma de 95 entradas (93
tetraploides y 2 diploides). Las mayores distancias detectadas en este trabajo
probablemente se deban, por un lado, a una distribucién geografica mas amplia de los
genotipos utilizados, y por el otro, a la naturaleza hipervariable de los marcadores de SSR
(Toutz, 1989).

La falta de correlacién entre distancia genética, relevada a partir de los marcadores de SSR,
y distancia geografica en los GTAN, estaria indicando la ausencia de una estructuracion
geografica de las poblaciones naturales. Esta falta de estructura podria deberse a la

colonizacion de nuevos nichos ecolégicos, a partir de uno 0 unos pocos genotipos
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apomicticos, lo que podria ocurrir a partir de transporte de las semillas en el tracto digestivo
de animales herbivoros o bien por hidrocoria (Reyno et al.,, 2012). Estos individuos
apomicticos tendrian ventajas reproductivas con respectos a los sexuales, para la
colonizacion de estos nuevos nichos, debido principalmente a la posibilidad de una
reproduccion uniparental y otras ventajas evolutivas inherentes a su nivel tetraploide
(Horandl, 2006). La ausencia de correlacién entre distancia genética y geogréfica fue
previamente reportada para P. notatum, mediante el uso de marcadores de AFLP (Espinoza
et al. 2006), e ISSR (Cidade et al., 2008; Reyno et al., 2012), y resultados similares fueron

encontrados en otras especies de reproduccion apomictica (Paun et al., 2006).

La amplificacion de 56 marcadores especificos de los GTAN, ausentes en los GTSE, indica
que los primeros estarian representando un mayor numero de variantes alélicas con
respecto a los GTSE. Esto se podria explicar por el nimero de genotipos empleados y el
origen genético de cada uno de los dos grupos. Los GTAN empleados en la generacion de
la PTSS estaban representados por diez genotipos naturales que provienen de un origen
genético diverso y una distribucion geogréafica muy amplia (Argentina, Bolivia, Brasil, México,
Peru y Uruguay); mientras que los GTSE empleados fueron tres y dos de ellos con un origen
genético en comun, ya que el genotipo Q4205 se origind por autofecundaciéon de SWSB. Por
otro lado, la PTSS amplificé 122 loci que fueron compartidos con los GTAN, lo cual
demuestra una efectiva transferencia de la variabilidad presente en los apomicticos, ademas
de también compartir dos loci exclusivos de los GTSE. No hubo pérdida de variantes
alélicas, luego de la recombinacion de los hibridos F;, lo que indica un correcto muestreo de

los individuos a ser intercruzados para la conformacion de la PTSS.

El hecho de haber encontrado algunos genotipos de la PTSS con distancias genéticas muy
bajas entre si, probablemente se deba a que algunos individuos no se originaron por
hibridacion, producto del intercruzamiento de las F;s sexuales, sino producto de

autofecundacién de las mismas.

La variabilidad genética de la PTSS, medida a partir de la Heterocigosis esperada fue del
doble a la encontrada en los GTSE (0,31 vs 0,15) y muy similar a la encontrada en los
GTAN (0,31 vs 0,29). Cidade et al. (2009) obtuvieron un promedio de heterocigosis
esperada de 0,7 a partir de 11 cebadores de microsatélite en un germoplasma de 25
colecciones de P. notatum, lo que estaria muy por encima de los valores reportados en la
presente tesis. Mas aun, cuando comparamos la media de heterocigosis esperada para los
7 cebadores utilizados en esta tesis, y por Cidade et al. (2009), vemos que éstos ultimos

reportan un valor de 0,74, mas del doble al obtenido en la PTSS. Estas discrepancias
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podrian deberse a que los 25 genotipos evaluados por Cidade et al. (2009) presenten una
mayor diversidad genética que los 10 GTAN incluidos en ésta tesis. En un estudio reciente
de Castro et al. (2016), los autores utilizaron un amplio nimero de cebadores de SSR y
utilizaron, entre otros, al indice de Heterocigosis esperada para determinar el ndamero
minimo de individuos necesarios para representar la diversidad presente en 4 especies de
Passiflora. Los autores reportan valores de entre 0,47 y 0,53 para una muestra de 60
genotipos, mientras que en una muestra de 10 genotipos esos valores eran de 0,2 a 0,46,
rango en el cual se ubican los GTAN y la PTSS de esta tesis. Sin embargo, los estudios
anteriores fueron realizados sobre genotipos naturales que forman parte de distintas
colecciones de germoplasma, lo que podria compararse con los GTAN de esta tesis, pero
no con los GTSE y PTSS debido a que estos ultimos fueron obtenidos de forma sintética.
Phan et al. (2016) evaluaron la diversidad genética a partir de numerosos marcadores de
SSR e InDels en 3 tipos comerciales de Solanum lycopersicum, incluyendo entre 12 y 36
hibridos comerciales en cada tipo originarios de distintas empresas comercializadoras de
semillas. Los autores reportan que el tipo Cherry fue el de mayor variacion con una
heterocigosis esperada de 0,44, seguido del tipo “uva” con 0,33 y por ultimo el tomate de
mercado fresco con 0,3. En este caso si bien se trata de hibridos de distinto origen, no se
incluyeron en el analisis los genotipos o lineas parentales utilizadas para su obtencion, por
lo que la comparacion de estos resultados con los reportados en esta tesis es limitada.
Estos valores, al igual que los reportados por Castro et al. (2016), son mucho mas
conservados que los reportados por Cidade et al. (2009) para P. notatum, probablemente
debido a que los genotipos evaluados de ésta Ultima especie fueron apomicticos y
tetraploides, mientras que Solanum lycopersicum y las especies de Passiflora son sexuales

y diploides.

El porcentaje de loci polimorficos de la PTSS fue dos veces y media el encontrado en los
GTSE (98% vs 39%), y solo algo superior a la encontrada en los GTAN (98% vs 91%). Estos
resultados, junto a los discutidos previamente, demuestran, en primer lugar, que la amplia
variabilidad genética presente en el germoplasma apomictico fue transferida exitosamente a
la PTSS, y en segundo lugar, que fue posible la ampliacién del pool génico del germoplasma
tetraploide sexual experimental de P. notatum, permitiendo de esta manera disponer de uno

de los recursos mas importantes para el mejoramiento genético de la especie.

El AMOVA permiti6 observar que la mayor parte de la variabilidad (70%) es debida a
variaciones dentro de las familias, mientras que el 30% restante se encuentra entre las

familias. Esto indica que la mayor parte de la variabilidad aun se encuentra dentro de las
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familias de medios hermanos, por lo que de tratar de representarse la variabilidad de la
PTSS seria necesario que todas las familias se encuentren representadas. Probablemente
la variabilidad se podria distribuir de forma mas homogénea a partir de mas ciclos de

recombinacion sobre una muestra representativa de la poblacion.

La variabilidad molecular presente dentro de las familias de medios hermanos fue alta
(Tabla 9), y con un coeficiente de variacion bajo (11,54 para He y 11,67 para PLP), lo cual
indica que los niveles de variabilidad molecular entre las familias son uniformes, por lo que
ésta variabilidad se encuentra distribuida de forma uniforme entre las familias que componen
la PTSS.

11.6.2 Variabilidad morfo-agrondémica

Un total de 6 variables morfoldgicas y 3 variables agrondmicas fueron evaluadas sobre los
GTSE, GTAN y una muestra de 140 individuos de la PTSS, con la finalidad de estimar la
variabilidad presente en cada grupo de individuos y compararla con la detectada a nivel

molecular.

Las variables altura, diametro de planta y largo de hoja fueron las Unicas que mastraron
diferencias estadisticas significativas entre los tres grupos de genotipos. En primer lugar, el
valor medio de la altura de planta fue superior en la PTSS, seguida de los GTSE y por ultimo
los GTAN. En segundo lugar, el diametro de planta fue superior en los GTAN con respecto a
los GTSE y la PTSS. Cuando ambas variables son consideradas de forma conjunta, es
posible determinar el habito de crecimiento de éstos individuos. La PTSS presenta una
altura de planta de alrededor del doble de su diametro (44,8 cm vs 22,6 cm,
respectivamente) lo que indica que las plantas de éste grupo tienden a un habito de
crecimiento mas bien erecto. De forma contrastante vemos que los GTAN presentan
practicamente la misma altura que diametro (33,43 cm vs 33,53 cm, respectivamente)
indicando un habito de crecimiento mas postrado que el caso anterior. Por altimo, los GTSE
presentan en promedio 1,6 veces mas altura que diametro (39,11 cm vs 25,28 cm,
respectivamente) indicando un habito de crecimiento intermedio entre los anteriores. Sin
embargo, debido a los altos coeficientes de variacion encontrados en los grupos, para
ambas variables, es de esperar que se encuentren individuos con distintos habitos de

crecimiento dentro de cada uno de ellos.
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La determinacion del habito de crecimiento es de gran importancia en el germoplasma de P.
notatum debido a su relacién con el potencial productivo y persistencia bajo pastoreo (Acufia
et al., 2009; 2011; Interrante et al., 2009). La altura de planta estaria relacionada a la
cantidad de biomasa que una planta deja expuesta a la defoliacion, debido a que el material
vegetal que se encuentra en los primeros 5 cm sobre el nivel del suelo, en general no es
consumida por el animal en pastoreo, ni estd al alcance de la maquinaria para su corte y
confeccién de reservas (Gates et al., 2004). Esto queda en evidencia en este estudio,
debido a la alta correlacion entre las variables altura de planta y produccion de materia seca
(r=0,61; p-valor <0,001). El diametro de planta esta relacionado a la habilidad de la planta de
extenderse a través de sus rizomas y macollos, dando lugar por un lado, a una mayor
competencia con las malezas, y por el otro, a una mayor persistencia de la pastura, debido a
gue éstas son estructuras de reserva que permanecen fuera del alcance del corte o
pastoreo (Interrante et al., 2009; Acuia et al., 2009; 2011). Por lo tanto, es deseable que las
plantas presenten cierto equilibrio entre altura y diametro, con el objeto de mantener una
adecuada produccion de materia seca y alta persistencia en sistemas de pastoreo. Por otro
lado, Acuia et al. (2009) encontraron que los caracteres altura y diametro de planta en P.
notatum presentan una alta heredabilidad, siendo la H? de 0,85 para altura y 0,69 para
didmetro en hibridos de primera generacion. En un estudio posterior, Acuiia et al. (2011)
encontraron valores de H? para altura y diametro, en hibridos de segunda generacion, de
0,79 y 0,8, respectivamente. La alta variacion presente en la PTSS para estos caracteres y
el alto grado de determinacién genética para ambos caracteres permitiria una alta ganancia

genética a partir de sucesivos ciclos de seleccion.

La PTSS presentd la mayor longitud de lamina foliar con respecto a los otros grupos de
genotipos, mientras que no se encontraron diferencias significativas en el ancho de hoja
entre los tres grupos. Estos caracteres presentaron altos coeficientes de variacion dentro de
los grupos, en particular para largo de hoja, el cual mostr6 un rango entre 14,5 y 68 cm
(Tabla V, Anexo). En un estudio reciente, Thaikua et al.,, 2014 analizaron caracteres
morfol6gicos y nutricionales en 17 genotipos pertenecientes a tres especies de Brachiaria,
incluyendo a un hibrido inter-especifico del mismo género, encontraron una alta correlacion
(r=0,72) entre la relacién largo-ancho de hoja y la digestibilidad in vitro de la materia seca.
Esta correlacion indica que seria posible la seleccion indirecta de genotipos de calidad
nutricional superior a partir de variables de medicién mas sencilla como son la longitud y

ancho de hojas.
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Las variables altura del eje floral y longitud de racimo no mostraron medias diferentes entre
los tres grupos, como asi tampoco entre los coeficientes de variacién de éstos caracteres
para los mismos grupos. Sin embargo, la variable altura del eje floral present6 altos
coeficientes de variacién en los tres grupos (>50%), indicando que existe una amplia
variacion para este caracter tanto en la PTSS como el germoplasma que le dio origen. Este
no fue el caso de la variable longitud del racimo, donde los coeficientes de variacion fueron
relativamente bajos en los tres grupos de genotipos (<22%), indicando una baja variabilidad
para el caracter. En un estudio reciente, Cidade et al. (2013) evaluaron 9 caracteres
vegetativos y reproductivos sobre un germoplasma de 58 genotipos de P. notatumde Brasil,
los autores reportaron que las variables mas informativas, en base a su capacidad de
diferenciar grupos de genotipos, fueron la altura del eje floral y longitud del racimo. Los
resultados expuestos en esta tesis fueron diferentes a los observados por Cidade et al.

(2013) ya que ambos caracteres mostraron poca variabilidad en el germoplasma evaluado.

Las variables agronémicas no mostraron diferencias entre las medias de los tres grupos de
genotipos; sin embargo, fueron las que arrojaron los mayores coeficientes de variacion, lo
gue indica que existen amplias diferencias entre los genotipos dentro de los grupos. Por otro
lado, es probable que los mayores coeficientes de variacion en las variables agronémicas se
deban en parte a que este tipo de variables son mas influenciadas por el ambiente que las
morfoldgicas. Acufia et al. (2009; 2011) reportaron valores de heredabilidad en sentido
amplio de 0,65 y 0,77 para la variable tolerancia al frio en hibridos de primera y segunda
generacién, respectivamente. Esto indica que el caracter presenta un alto grado de
determinacién genética, lo que posibilitaria altas ganancias genéticas en los sucesivos ciclos
de seleccién. La variable produccién de materia seca presento los coeficientes de variacion
mas elevados, sin encontrarse diferencias significativas entre los coeficientes de los tres
grupos de genotipos. Un dato que llama la atencién es el elevado coeficiente de variacion
encontrado en los GTSE para las variables agrondmicas, y en particular para la variable
produccién de materia seca (CV=99,7%), a pesar de que el nimero de genotipos incluidos
en este grupo fue muy bajo. Este hecho se debe a las caracteristicas contrastantes de los
individuos que componen este grupo, ya que uno de ellos es un genotipo sexual selecto, por
ser muy vigoroso y productivo (SWSB) (Tabla 1V, Anexo), mientras que el genotipo C4-4x es
un individuo obtenido por duplicacién cromosomica de un diploide sexual, y como fue
mencionado en el Capitulo I, estas plantas tienen un reducido vigor, menor fertilidad y baja

produccién de biomasa (Tabla IV, Anexo).

92



El andlisis de componentes principales permitid separar a un grupo relativamente disperso
de 7 GTAN, agrupados en el CP2, caracterizados principalmente por un alto diametro de
planta (Figura 16). El resto de los GTAN y los GTSE se encuentran relativamente dispersos,
sin que sea posible agruparlos de alguna manera. Se puede observar que los 140 individuos
de la PTSS se distribuyen de manera amplia, ubicAndose muchos de ellos por fuera de los
limites alcanzados por los GTAN y GTSE sobre el primer componente principal (CP1),
indicando una amplia variabilidad, producto de los dos ciclos de recombinacién realizados y
probablemente por algun grado de segregacion transgresiva para algunos de los caracteres
evaluados. Por otro lado, se puede observar que hay un grupo de alrededor de un 10% de
los individuos de la PTSS que se ubican hacia el sector derecho de la distribucion y por
fuera de los limites alcanzados por los GTAN y GTSE, y que corresponde a individuos que
relinen varias caracteristicas de interés agronémico, principalmente produccion de biomasa,

como queda en evidencia a partir de los vectores que representan cada variable (Figura 16).

El dendrograma generado con los GTAN y GTSE, a partir de los marcadores morfo-
agronémicos y sobre la base de las distancias Euclideas, permitié discriminar dos grupos,
ubicando por un lado a individuos de reducido tamario y vigor en el Grupo 1, y al resto de los
genotipos de mayor tamafio y vigor en el Grupo 2. Este tipo de analisis seria de utilidad en la
evaluacién de germoplasmas de gran nimero de individuos ya que permitiria discriminar
entre grupos de genotipos de interés agrondmico de aquellos que no lo tienen. Crippa
(2015) utilizando este tipo de analisis sobre 61 individuos de tres especies de Cinara, a partir
de 13 caracteres morfo-fisioldgicos, logré obtener 2 grandes grupos, uno formado por las
especies C. silvestris y C. cardunculus y el otro por C. scolimus, y a su vez permitio
subdividir a las dos primeras especies que se encontraban mas relacionadas. El autor
encontr6 diferencias en casi todas las variables morfo-fisioldgicas entre los grupos,
atribuyendo este hecho a los diferentes criterios de seleccién abordados para la especie C.
scolimus en primer lugar, que apuntan a la obtencion de capitulos comestibles, mientras que

para la especie C. cardunculus el objetivo es la obtencion de hojas comestibles.

El Andlisis de Procrustes Generalizados mostr6 un consenso del 56% entre las
distribuciones obtenidas a partir de los marcadores moleculares y marcadores morfo-
agronomicos, lo que indica que existe un grado considerable de consenso entre los posibles
agrupamientos obtenidos, en base a estos dos tipos de técnicas de analisis de variabilidad
genética. Como era de esperar, en base a los resultados del andlisis individual de las dos
técnicas, no es posible distinguir agrupamientos de genotipos en base a las 2 componentes

de la Figura 17.
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La ausencia de correlacién entre los resultados moleculares y morfo-agronémicos, obtenidos
a partir de la prueba de Mantel, podria deberse a la naturaleza diferente del andlisis de
ambos marcadores, muchos microsatélites detectan variaciones en regiones no codificantes
del ADN (Karlin et al., 2002; Qu et al., 2016); mientras que los morfo-agronémicos estan
relacionados con genes que se expresan y ademas estan influenciados por el ambiente, por
lo que variaciones a nivel de dichas regiones de ADN no necesariamente implican las
mismas variaciones a nivel de caracteres morfo-agrondmico. Ademas, puede que el nUmero
de variables morfo-agronémicas evaluadas no sea lo suficientemente alto como para
representar la variabilidad a nivel del ADN. Otra causa de esta falta de correlacion podria ser
la naturaleza hipervariable de las regiones de microsatélites (Toutz, 1989), que dan lugar a
una cierta sobre-estimacion de las distancias moleculares; mientras que las distancias
Euclideas, a partir de variables morfo-agronémicas, son mas conservadas. Por otra parte,
las variaciones a nivel de caracteres morfo-agronémicos estan influenciadas por factores
ambientales. En un estudio reciente, Cidade et al. (2013) evaluaron 9 caracteres vegetativos
y reproductivos y 187 marcadores moleculares de SSR sobre 58 genotipos de P. notatum
originarios de Brasil, encontrando una correlacibn muy baja entre estas dos estimaciones,
atribuyendo este hecho al escaso nimero de variables morfoldgicas evaluadas. Garcia et al.
(2007) evaluaron la variabilidad molecular en base a 60 marcadores de RAPD vy la
variabilidad morfolégica en base a 11 caracteres, en 8 poblaciones de P. dilatatum
compuestas por 20 individuos cada una, reportando una ausencia de correlacion entre
ambas técnicas, y atribuyendo este hecho a que probablemente estos marcadores se
encuentren en diferentes regiones del genoma. Brugnoli et al. (2014) trabajando con 17
poblaciones de P. simplex encontraron una correlacion del 23% entre la variabilidad
molecular estimada a partir de 163 marcadores de ISSR y la morfo-agrondmica en base a 6
caracteres. Ferrari Usandizaga (2015) trabajando con 27 genotipos de Acroceras macrum
encontr6 una correlacion de 22% (p-valor 0,035) entre variabilidad molecular, medida a partir
de 97 marcadores de ISSR, y la morfo-agrondmica estimada en base a 13 caracteres,
atribuyendo esta baja correlacibn a que la mayoria de los marcadores moleculares se
encuentran en regiones no codificantes del genoma y a que los marcadores morfo-

agronémicos pueden estar sesgados por efectos ambientales.

En el andlisis de correlaciones entre variables, se observa que todas las agrondmicas se
encuentran fuertemente correlacionadas (r>0,6), lo que representa una gran ventaja para la
seleccion de genotipos superiores, ya que permitira obtener mejoras en los 3 caracteres de
interés agrondmico en forma conjunta. La alta correlacidn entre altura de planta y produccién

de materia seca (r=0,61) se debe a que plantas mas erectas exponen una mayor proporcion
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de su biomasa al corte (altura mayor a 5 cm). La ausencia de correlacion entre altura y
diametro de planta indica que éstos caracteres se comportan como independientes en P.
notatum, por lo que la seleccion de individuos de mayor altura (y por la correlacién
mencionada anteriormente, mayor produccion de materia seca) no ira en detrimento del
diametro de planta en las progenies. Ninguna de las variables mostr6 correlaciones
negativas, por lo que no habria mayores impedimentos a la hora de seleccionar genotipos a

favor de uno u otro caracter.

Los datos obtenidos a partir de las mediciones de las variables morfo-agronémicas seran
utilizados en el programa de mejoramiento que se encuentra en curso en la Facultad de

Ciencias Agrarias de la UNNE.

111.6.3 Fertilidad

La produccion de semillas es un caracter de suma importancia en los programas de
mejoramiento de las especies forrajes que se multiplican por esta via, debido a que su nivel
de producciéon en muchos casos puede limitar su uso comercial (Rios et al., 2015) y su

adopcioén por parte de los productores (Jank et al., 2011).

En este trabajo se logré caracterizar la fertilidad de la PTSS, en base a su produccion de
semillas en autopolinizacion forzada y polinizacién abierta, y compararla con la obtenida en

el germoplasma sexual que le dio origen (GTSE) y otros genotipos diploides sexuales.

La produccion de semillas en autopolinizacion de la PTSS fue altamente variable en funcién
del genotipo, con individuos que van desde 0% hasta algunos con mas del 50% de
produccién de semillas. Esto quedo reflejado en los elevados coeficientes de variacion
reportados en este estudio (Tabla 19). Estos resultados contrastan fuertemente con los
reportados por Burton et al. (1970) donde los genotipos tetraploides produjeron menos de
0,1% de semillas en autopolinizacion, y los observados por Acufia et al. (2007) en 20
genotipos tetraploides sexuales que produjeron un 2% de semillas en promedio. Sin
embargo, los genotipos tetraploides utilizados en esos estudios son producto de duplicaciéon
cromosémica con colchicina, los cuales se caracterizan por un bajo vigor y fertilidad. En un
trabajo posterior de Acufia et al. (2009) se evalué la fertilidad en autopolinizacién de hibridos
sexuales de primera generacion (F;s) en dos afios, obteniéndose una produccion de

semillas promedio de 31%, valor marcadamente superior al encontrado en genotipos
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autoduplicados. Burton et al. (1955) reportaron disminuciones en la produccion de materia
seca en un 25% promedio, y de 34% en la produccion de semillas (g/planta) en progenies
diploides originadas por autopolinizacion. En concordancia con estos resultados, Acufia et
al. (2009; 2011) concluyeron que los individuos tetraploides originados por autopolinizacion
muestran una marcada disminucion del vigor que puede ser apreciada por observacion
visual. Considerando los casos reportados de depresién por endogamia en la especie, sera
necesaria la identificacion y seleccién de genotipos de la PTSS con baja autofertilidad para

su incorporacion a los programas de mejoramiento.

Debido a que practicamente todos los genotipos de la PTSS mostraron cierta produccion de
semillas bajo autopolinizacién, su futura utilizaciébn en programas de mejoramiento por
hibridacion implicara la seleccion de aquellos que posean bajos niveles de autofertilidad,

para facilitar los cruzamientos a gran escala sin el inconveniente de la emasculacion previa.

Para el caso de la fertilidad en polinizacién abierta, la PTSS presentd niveles medios de
produccién de semillas comparables a los obtenidos en los cruzamientos controlados del
Capitulo I. A su vez, los resultados fueron similares a los reportados por Burton et al. (1970)
en cruzamientos entre genotipos autoduplicados (26%) y a los encontrados por Acufia et al.
(2009) en cruzamientos entre genotipos tetraploides sexuales de origen hibrido y genotipos
apomicticos (23%). Los niveles de produccion de semillas de la PTSS se encuentra dentro
de los rangos reportados para la especie, e incluso dentro de los rangos reportados para
varios cultivares de algunas especies forrajeras perennes tropicales como Brachiaria
brizantha (34%), B. ruziziensis (22%), B. decumbens (21%), Pennisetum pedicellatum
(22%), P. polystachion (23%), Setaria sphacelata (43%), entre otros (Parihar y Pathak,
2006).

El factor “afno de evaluacién” presentd efectos significativos sobre la produccion de semillas
de la PTSS, encontrandose que en condiciones de autopolinizacion forzada fue inferior en
2014 con respecto a 2015 y 2016. Para el caso de produccion de semillas en polinizacién
abierta, los mayores valores se observaron en el afio 2015. Estas diferencias pueden
deberse a variaciones en las condiciones ambientales como temperatura, humedad
ambiente y precipitaciones, y efecto de plagas y/o enfermedades inherentes a cada afio de
evaluacién. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Acufia (2006), donde se
reportan efectos significativos del afio de evaluacion sobre los porcentajes de semillas, tanto
en autopolinizacibn como en polinizacién abierta, en un grupo de genotipos tetraploides
autoduplicados de P. notatum. Por lo tanto, seria necesario evaluar la produccion de

semillas durante mas de un afio para obtener resultados méas representativos.

96



Los genotipos diploides evaluados presentaron un nivel de produccién de semillas en
autopolinizacién de 16,75%. Estos resultados son contrastantes con los reportados por
Burton (1955), donde los genotipos evaluados presentaron en promedio 6% de produccion
de semillas en autopolinizacion, mientras que los mismos alcanzaban valores promedio del
89,5% en polinizacion abierta. Sin embargo, el autor reporta marcadas variaciones en la
produccién de semillas en autopolinizacion, segun el genotipo evaluado, donde algunas
plantas produjeron 0% y otras superaron el 15%, alcanzando valores de hasta el 25%.
Acufia (2006) por su parte reporta una produccibn media de semillas del 11% en
autopolinizacion, pero con fuerte variaciones segun el genotipo evaluado, reportando valores
entre 0 y 52,4% en individuos del cultivar Pensacola, y entre 0 y 47% en el cultivar Tifton 9,

del cual también se evaluaron algunos genotipos en esta tesis.

Los genotipos diploides evaluados alcanzaron una media del 52,35% de produccion de
semillas en polinizacion abierta, con una escasa variacion entre ambos genotipos
(Cv=21,6%). Este porcentaje de produccion de semillas estd por debajo del 89,5%
reportado por Burton et al. (1955), y algo por encima del 39% reportado por Acufia et al.
(2006). Sin embargo, este Ultimo autor reporta fuertes variaciones de la produccién de
semillas entre genotipos, con rangos que van entre 12,7 y 62,8% en el cultivar Pensacola y
entre 16,4 y 86,9% en individuos del cultivar Tifton 9. El hecho que en esta tesis se
evaluaron unos pocos genotipos, y ademas durante un solo periodo de floracién, restringe
su analisis comparativo con otros trabajos realcionados, debido a las fuertes variaciones en
la produccion de semillas reportadas para los diploides de P. notatum. Los resultados
obtenidos en este trabajo muestran que los individuos diploides evaluados produjeron
alrededor de tres veces mas semillas en polinizacion abierta que en autopolinizacién, lo que
indica que estos genotipos se comportan como alégamos, aunque con niveles variables de

autogamia.

Los GTSE presentaron niveles variables de autofertilidad, con niveles del 3,4% en el caso
del genotipo autoduplicado C4-4x, a valores hasta tres veces superiores como en los
genotipos de origen hibrido (Tabla VIII, Anexo). La producciéon de semillas en polinizacién
abierta fue significativamente superior a la produccion en autopolinizacion. En el caso del
genotipo C4-4x la fertilidad en polinizacion abierta fue tres veces superior (12,3%) a la
encontrada en autopolinizacion (3,4%), mientras en el caso de los individuos SWSB y
Q4205 la fertilidad en polinizacion abierta fue del doble (30,3% y 24,8% respectivamente) a
la alcanzada en autopolinizacion forzada (14,3% y 12% respectivamente) (Tabla VIII,

Anexo). La produccién de semillas del genotipo autoduplicado C4-4x fue muy similar a la
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reportada por Acufia et al. (2007) para genotipos del mismo origen, con valores promedio de
2% en autopolinizacion y 14% en polinizacion abierta. El genotipo Q4205 evaluado por
Acufia et al. (2006) mostré una produccion media de semillas de 16,1% en autopolinizacién
y de 27,9% en polinizacion cruzada, ambos valores muy similares a reportados en esta
tesis, de 12% y 24,8% para autopolinizacion y polinizacion abierta, respectivamente. El
genotipo SWSB mostrd una produccion de semillas muy similar al genotipo Q4205, el cual

se origina a partir de autopolinizacion del SWSB.

El analisis comparativo de la fertilidad, entre la PTSS, GTSE y Diploides, muestra que la
PTSS alcanzé los mismos niveles de fertilidad observados en los GTSE, los cuales
constituyen el germoplasma tetraploide sexual disponible en esta especie, con la ventaja de
que la PTSS posee una base genética mucho mas amplia, como qued6 demostrado en este
Capitulo. Por otro lado, el hecho de que la PTSS muestre la misma fertilidad que los
genotipos diploides naturales, es evidencia de que la generacion de un germoplasma
tetraploide sexual experimental, no produjo una modificaciébn en los niveles de fertilidad

caracteristicos del germoplasma sexual de la especie.

El fendmeno de autocompatibilidad parcial encontrado en este material, ya ha sido reportado
en varias otras especies aldgamas. Por ejemplo, Crowe (1971) encontré variaciones en los
niveles de autocompatibilidad en una poblacién de Borago officinalis, reportando que la
misma disminuia a medida que la endogamia de la poblacion aumentaba. Resultados
similares fueron reportados por Lundgvist (1958), quien trabajando en poblaciones diploides
y tetraploides de Secale cereale, demostré que a mayor heterocigosidad en los loci S-Z de
autoincompatibilidad, mayores eran los niveles de autofertilidad de los individuos. Tomando
en cuenta la naturaleza multialélica de estos loci en especies de gramineas (Trang et al.,
1982; Devey et al., 1994; Fearon et al., 1994), es esperable que numerosos alelos de estos
loci hayan sido incorporados a la PTSS a partir de sus diversos parentales involucrados en
su formacion. En adicion a esto, la formacién de esta poblacién involucré dos ciclos de
recombinacioén, por lo que es esperable un alto grado de heterocigosidad en la misma. Este
hip6tesis podria explicar ademas la baja autofertilidad encontrada en individuos tetraploides
duplicados de P. notatum, como fue reportado por Acuia et al. (2007), y como fue el caso
del genotipo C4-4x usado en este estudio, el cual mostro 3,4% de semillas bajo

autopolinizacién (Tabla VI, Anexo).

Otros autores como Wilkins y Thorogood (1992) atribuyen este debilitamiento del sistema de
autoincompatibilidad a causas ambientales, encontrando que en Lolium perenne un

tratamiento térmico de las inflorescencias a alta temperatura (34 °C) incremento la
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autofertilidad, desde 2,3% en condiciones naturales a 30,7% en el tratamiento aplicado.
Teniendo en cuenta que en esta tesis las evaluaciones se llevaron a cabo durante el verano,
y que la fertilidad en autopolinizacion forzada fue medida mediante ensobrado de las
inflorescencias, previo al comienzo de la floraciébn (antesis), es posible que las altas
temperaturas hayan influido en los altos niveles de autofertilidad observados. Por otro lado,
Williams y Webb (1987) reportaron que el ensobrado de flores de Lycopersicon peruvianum
lleva a un debilitamiento del sistema de autoincompatibilidad, probablemente debido a una
alta concentracion de etileno, didéxido de carbono o altos niveles de humedad dentro de los
sobres. Estos reportes sugieren que el mejor método para determinar fertilidad en
autopolinizacion seria mediante aislamiento de las plantas individuales, lo cual es imposible

en condiciones de campo debido a que la especie crece naturalmente en los alrededores.

La alta variabilidad encontrada en la produccién de semillas de la PTSS, para ambos
métodos de polinizacion y en los tres periodos evaluados, estaria relacionada al amplio
acervo geneético portado por el germoplasma involucrado en la generacion de la PTSS y a
los dos ciclos de recombinacion realizados para su obtencion. Estas altas variaciones en los
niveles de fertilidad, tanto en autopolinizacibon como en polinizacion abierta, fueron
previamente reportados por Burton et al. (1955) y Acufia et al. (2006). Este dltimo autor,
reporta coeficientes de variacién en genotipos diploides de entre 73 y 130% para produccion
de semillas en autopolinizacion y de 43 a 52% en polinizacion abierta. EI mismo autor
encuentra coeficientes de variacion en genotipos autoduplicados de 69 a 133% y de 49 a
51% para la produccion de semillas en autopolinizacion y polinizacion abierta
respectivamente. Los coeficientes de variacion reportados en esta tesis y los reportados por
Acufia (2006), muestran que existe una mayor variacién entre genotipos para autofertilidad
gue para fertilidad en polinizacién abierta. Este hecho podria estar relacionado a los distintos
niveles de heterocigosidad entre genotipos para los loci S-Z de autoincompatibilidad

descriptos anteriormente.

Las comparaciones de fertilidad realizadas entre grupos de individuos que compartian un
ancestro en comin (SWSB, C4-4x y Q4205) no mostraron diferencias significativas entre
grupos, tanto para la produccién de semillas de las F;s sexuales intercruzadas, como para
autopolinizacion y polinizacion abierta de la PTSS. Esto nos estaria indicando que la baja
fertilidad observada en el genotipo tetraploide duplicado C4-4x, se restableceria a niveles
normales, a partir de la primera generacion de hibridos, hecho que fue previamente
reportado en la especie por Acufia et al. (2009). Sin embargo, no fue posible realizar una

comparacion estadistica de la fertilidad entre los tres GTSE, por lo que la observacion de la
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menor fertilidad del genotipo C4-4x se basa uUnicamente en el hecho de que mostré un

porcentaje de semillas muy inferior con respecto a los otros dos GTSE (Tabla VI, Anexo).

La observacion de que existe correlacién entre la fertilidad medida en autopolinizacion y
polinizaciéon abierta representa un obstaculo en los programas de mejoramiento por
hibridacion, ya que la seleccién de individuos con altos niveles de fertilidad traeria consigo
mayores niveles de autogamia, y por ende mayor probabilidad de endocria. Sin embargo, es
posible que a pesar de que las plantas muestren cierto nivel de autogamia, al momento de
disponer de polen foraneo, la fecundacion se dé con este dltimo en lugar de con el polen
propio. Este comportamiento fue observado en Acroceras macrum, una graminea de la tribu
Paniceae al igual que P. notatum, donde individuos con considerables niveles de
autofertilidad al ser cruzados, sin emasculacion previa, produjeron Unicamente

descendencia hibrida (Ferrari Usandizaga, 2015).
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[I.7 CONCLUSIONES

e Los marcadores moleculares de SSR demostraron ser Utiles en la deteccion de la

variabilidad molecular en la poblacion tetraploide sintética sexual de P. notatum.

e La amplia variabilidad molecular encontrada en la poblacién tetraploide sintética sexual
de P. notatum es muy similar a la detectada en los progenitores apomicticos utilizado en
su generacién, lo cual demuestra que se logro transferir exitosamente la variabilidad
existente en el germoplasma apomictico, mediante el esquema propuesto de generacion

de una poblacion sintética sexual.

e Los niveles de variabilidad molecular alcanzados por la poblacién tetraploide sintética
sexual duplicaron a los observados en los genotipos tetraploides sexuales experimentales
originales, lo que demuestra que se logré incrementar el pool génico del germoplasma

tetraploide sexual de P. notatum.

e La variabilidad a nivel morfo-agronémico de la PTSS fue muy similar a la presente en el
germoplasma que le dio origen, lo que demuestra que se logré transferir la variabilidad
del germoplasma apomictico, generando un germoplasma tetraploide sexual con nuevas

combinaciones entre caracteres.

e El gran nimero de individuos y los altos niveles de variabilidad de la PTSS la convierten

en un germoplasma adecuados para los programas de mejoramiento de la especie.

e Numerosos individuos de la poblacion tetraploide sintética sexual mostraron combinar
varios caracteres agronémicos, superiores con respecto a los genotipos tetraploides
apomicticos naturales y los sexuales experimentales, por lo que podran ser incluidos al

programa de mejoramiento de la especie.
e No hubo correlacion entre la variabilidad molecular, medida a través de los marcadores

moleculares de microsatélites, y la variabilidad morfo-agronémica, medida en base a 6

caracteres morfolégicos y 4 agronémicos.
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Los niveles de fertilidad de la poblacion tetraploide sintética sexual fueron similares a los
observados en los genotipos tetraploides sexuales experimentales y sus contrapartes

diploides sexuales.

La fertilidad de la poblacién tetraploide sintética sexual fue mayor en polinizacién abierta
gue en autopolinizacién, lo cual demuestra que basicamente se comporta como alégama,

aungue con niveles variables de autogamia en funcién de los genotipos.

La fertiidad medida en polinizacion abierta y autopolinizacion mostré una correlacion
positiva, lo que provoca un aumente en el grado de autogamia cuando aumenta la
fertilidad general, lo cual es una desventaja desde el punto de vista del mejoramiento por

hibridacion.
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CAPITULO Il

SEGREGACION DEL MODO DE REPRODUCCION Y
EXPRESIVIDAD DE LA APOSPORIA EN CRUZAMIENTOS
DE PRUEBA

l11.1. INTRODUCCION

Alrededor del 60% de la gramineas tropicales se reproducen por apomixis (Jank et al.,
2011). Dentro de este grupo se encuentran varias especies de gran importancia como
forrajeras como es el caso de especies de los géneros Brachiaria, Panicum, Penissetum,
Paspalum, Cenchrus, Dichanthium, entre otras (Jank et al., 2014). Debido a su importancia,
varios programas de mejoramiento se han desarrollado en las Ultimas décadas en busca de
liberar al mercado cultivares superiores, lo que en casi todos los casos consistid en la
seleccion de variantes apomicticas naturales de los bancos de germoplasma (Vogel y
Burson, 2004). Debido a su reciente aparicién, el mejoramiento de especies forrajeras
megatérmicas es considerado aun en su infancia compardndolo con el mejoramiento de
cultivos mayores e incluso aquel desarrollado en forrajes templados (Jank et al., 2011).
Varios esquemas de mejoramiento fueron propuestos para especies de reproduccion
apomictica que poseen individuos sexuales (de origen experimental) con el mismo nivel de
ploidia de los apomicticos, estando la mayoria de estos esquemas orientados a la obtencion
de grandes familias segregantes para el modo de reproduccion y la posterior seleccion de
hibridos apomicticos superiores que se mantendrian inalterados en sucesivos ciclos de
cultivo gracias a su reproduccion asexual. Este esquema, sin embargo, probablemente no
sea eficiente para el caso de P. notatum debido por un lado a las amplias distorsiones en la
segregacion del modo de reproduccion a favor de los individuos sexuales, y por el otro a la
expresividad variable de la apomixis en los hibridos apomicticos obtenidos (Acuia et al.,
2009; 2011; Zilli et al., 2015), lo que podria llevar a obtener solo un 3% de hibridos
altamente apomicticos.

Un esquema de mejoramiento alternativo para especies apomicticas fue propuesto por Miles
(2007). El autor planteo el uso de una poblacion sintética sexual sobre la cual se realice la
seleccion de los genotipos sexuales en base al desempefio de sus progenies obtenidas, a

partir de cruzamientos de prueba con genotipos 0 cultivares apomicticos superiores,
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permitiendo a su vez la evaluacion de hibridos apomicticos como potenciales cultivares.
Este esquema permitiria la acumulacion de efectos genéticos aditivos y no aditivos a través
de los sucesivos ciclos de seleccion. Si bien este método de mejora brindaria una mayor
eficiencia en la obtencion de hibridos altamente heteréticos, es probable que no aporte
mejoras a partir de un aumento en la proporcion de hibridos altamente apomicticos en P.

notatum.

Numerosos estudios sobre herencia de la apomixis en gramineas forrajeras tropicales,
concluyeron en que el caracter se hereda como un factor mendeliano simple (un gen o un
block génico) y dominante (Savidan et al., 1983; Ndikumana, 1985; Sherwood et al., 1994;
Valle et al., 1994; Martinez et al., 2001). Por lo tanto, aquellos individuos sexuales presentan
un genotipo aa 0 aaaa, mientras que los apomicticos son heterocigotos simplexos con el
genotipo Aaaa. El hecho de que no se hayan reportado genotipos duplexos o superiores es
atribuido a un efecto de letalidad de los gametos con genotipo AA (Nogler 1984; Martinez et
al., 2001; 2007). Bajo este modelo, las frecuencias genotipicas esperadas en la progenie
son de 1:1 o 15:13 sexuales:apomicticos para una herencia tetrasémica con segregacion
cromosémica o cromatidica, respectivamente (Martinez et al., 2001). La Unica especie que
presenta marcadas distorsiones en la segregacion del caracter es P. notatum, con
frecuencias promedio de 2,8:1 (Martinez et al., 2001) a 6,5:1 (Stein et al., 2004), y en el caso
del Capitulo | de esta tesis con rangos de 1:1 a 8,6:1. Una discusiéon en lo referente a las
posibles causas de las variaciones en las distorsiones de la segregacion del caracter fue
realizada en el Capitulo | de esta tesis. A su vez, también se discutié la influencia del
progenitor masculino en la determinacion del grado de distorsiébn en la segregacion del
caracter. Bajo esta hipétesis, seria posible seleccionar genotipos apomicticos que generen
una mayor proporcion de hibridos de reproducciéon apomictica, en cruzamientos con
genotipos sexuales de la poblacion que manifiesten una alta aptitud combinatoria,

permitiendo de esa manera aumentar la eficiencia del programa de mejora.

Otra limitante de importancia en la seleccion de hibridos apomicticos superiores es la
expresividad variable de la apomixis en los hibridos obtenidos de progenies segregantes
para el modo de reproduccién. Savidan et al. (1981) reportaron que genotipos apomicticos
de Panicum méximum presentan sexualidad residual, los cuales al ser cruzados por
individuos tetraploides sexuales generan poblaciones segregantes para el modo de
reproduccion, y en las cuales los hibridos apomicticos presentan los mismos niveles de
expresion de apomixis que sus progenitores masculinos. En el caso de P. notatum, los

genotipos apomicticos naturales presentan una escasa sexualidad residual (1 a 10% de
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sacos de origen meidtico) (Martinez et al., 2001; Espinoza et al., 2006; Rebozio et al., 2011)
al igual que ocurre en Panicum maximum, dando en general progenies casi exclusivamente
por la via apomictica. Sin embargo, los hibridos apomicticos obtenidos en los cruzamientos
entre estos genotipos altamente apomicticos y genotipos tetraploides sexuales, muestran
niveles muy variables de expresividad del caracter (Martinez et al., 2001; Acufia et al., 2009,
2011; Zzilli et al., 2015), permaneciendo aun desconocidos los factores genéticos que

determinan dicha variacion.

Otro hecho de interés, en lo referente a la expresividad de la apomixis, es el efecto que
presentan ciertas condiciones ambientales sobre sus niveles de expresion. Uno de los
primeros estudios sobre este fendbmeno fue reportado por Knox (1967) en Dichanthium
aristatum, donde se atribuyen las causas de estas variaciones de expresividad a las
diferencias en el fotoperiodo de las dos localidades evaluadas en dicho estudio. En un
estudio posterior, Quarin et al. (1986) demostraron una expresividad diferencial de la
apomixis en Paspalum cromyorrhizon segun la estacion del afio en la que se evalle,
atribuyendo esta variabilidad principalmente a la longitud del fotoperiodo, apoyando la
hipétesis de Knox (1967), aunque no descartan que actlen otros factores ambientales,
como sequia y la temperatura, que inducirian a las plantas a producir una mayor
descendencia por la via sexual. El primer estudio de este tipo en P. notatum fue
desarrollado por Burton (1982), reportando que individuos apomicticos bajo tratamientos con
estrés hidrico, déficit de nutrientes y diferente fotoperiodo, no fueron capaces de generar
descendencia por la via sexual. Sin embargo, los autores admiten que la determinacién del
modo de reproduccion, mediante observacion visual sobre una muestra de 10 a 20
descendientes, no seria lo suficientemente sensible como para detectar bajos niveles de
expresion de la sexualidad en individuos apomicticos facultativos. En un estudio mas
reciente, realizado sobre un grupo de genotipos apomicticos naturales de P. notatum, se
demostré la presencia de sexualidad residual, tanto en el estadio de megagametofito como
en los descendientes que se generaron (Rebozio et al.,, 2011). Los autores sugieren que
este hecho estaria relacionado a ciertas ventajas evolutivas, ya que permitiria que las
poblaciones apomicticas generen una cierta cantidad de nuevas combinaciones genéticas
con ventajas adaptativas que les permitan colonizar nuevos nichos ecoldgicos. Los autores
a su vez encontraron diferentes niveles de expresividad de la sexualidad, segin el momento
del ciclo de floracion en la cual se evaluara, siendo inferior en plena floracién y mayor al final
de la misma, probablemente debidas a variaciones del fotoperiodo, como fue reportado por
Knox (1967) y Quarin et al. (1986). Los niveles variables de expresividad de la apomixis es

un hecho importante a tener en cuenta en los programas de seleccién de hibridos
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apomicticos. Es necesario realizar su evaluacion en la misma estacion del afio y en un
periodo lo méas corto posible, con la finalidad de obtener resultados mas representativos y

comparables entre individuos.

Desde un punto de vista practico, la estimacion de la expresividad de la apomixis puede
medirse en diferentes etapas del proceso reproductivo (6vulo, semilla o progenie). Andlisis
citoembriol6gicos realizados mediante observacion de sacos embrionarios maduros (Quarin
et al., 1984, Ortiz et al., 1997; Martinez et al., 2001; Quarin et al., 2001; Acufia et al., 2009;
Acufia et al., 2011) permiten distinguir la estructura diferencial de los sacos de origen
meidtico (tipo Polygonum) y los de origen apospoérico (tipo Paspalum) (Ortiz et al., 2013).
También es posible medir el nivel de expresién de la apomixis en la etapa de semillas, a
partir de la técnica de citometria de flujo (Matzk et al., 2000; Siena et al., 2008) que permite
diferenciar las semillas originadas de procesos sexuales de aquellas derivadas de origen
aposporico. Por ultimo, es posible medir el nivel de expresién de la apomixis, a través de los
descendientes que se generan por medio de pruebas de progenie con marcadores
moleculares (Ortiz et al., 1997) o fenotipicos (Burton y Forbes, 1960). Sin embargo, estas
Gltimas requieren mayor tiempo y recursos que las observaciones de sacos embrionarios o

analisis de semillas.

Considerando que existen variaciones en la segregacion del modo de reproducciéon en P.
notatum (Martinez et al., 2001; Stein et al.,, 2004; Acufa et al.,, 2009; 2011) y en la
proporcion de hibridos con alto grado de expresion de la apomixis (Acufia et al., 2009; 2011,
Zilli et al., 2015), es de fundamental importancia generar informacion para esclarecer las
relaciones entre las combinaciones parentales y las proporciones generadas entre hibridos
sexuales y apomicticos, y a su vez establecer los niveles de expresividad de la apomixis en
estos Ultimos, particularmente en aquellos obtenidos en cruzamientos con genotipos
superiores, con el objeto de lograr una mayor eficiencia en programas de mejoramiento y

seleccion en la especie.
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1.2 HIPOTESIS

1. La segregacion del modo de reproduccion, en progenies de P. notatum generadas a
partir de cruzamientos entre genotipos tetraploides sexuales y apomicticos, se

produce con proporciones mayores de descendientes sexuales que apomicticos.

2. Las proporciones de segregacion entre sexuales vs. apomicticos son variables en
cada progenie en funcion de los parentales apomicticos empleados en los

cruzamientos.

3. La apomixis en los individuos tetraploides de P. notatum posee niveles variables de

expresividad en funcién de los genotipos parentales.

4. Los niveles de expresividad de la apomixis en hibridos apomicticos, medidos por la
presencia de sacos embrionarios apospdricos, provenientes de cruzamientos entre
genotipos tetraploides sintéticos sexuales y cultivares apomicticos son variables,

pero en la mayoria de los casos poseen altos niveles de expresion.
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111.3 OBJETIVOS

1. Determinar la segregaciéon del modo de reproduccién en familias hibridas, generadas por
cruzamientos intraespecificos entre genotipos de la PTSS y dos cultivares apomicticos de

P. notatum.

2. Estimar el nivel de expresion de la aposporia a partir de la observacion de sacos
embrionarios maduros en los hibridos que del analisis de segregacion previo fuesen

clasificados como apomicticos.
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ll.4. MATERIALES Y METODOS

111.4.1 Material vegetal

Se seleccionaron 11 individuos de la PTSS, cada uno de ellos provenientes de las 29
familias de medios hermanos descriptas en el Capitulo I. Las plantas fueron seleccionadas a
partir de variaciones fenotipicas apreciables a simple vista, y tratando de incluir individuos

de diferente origen.

Los dos genotipos apomicticos utilizados como dadores de polen en este capitulo fueron

seleccionados en base a su demostrado desempefio para la produccién de forraje.

El cv. Boyero UNNE (Reg. N°3213) fue inscripto en el afio 2012 en el Instituto Nacional de
Semillas, y representa el primer cultivar de P. notatum de origen hibrido (Urbani et al., 2016).
Presenta un héabito de crecimiento mas erecto que los tetraploides comunes lo que lo hace
apto para su uso tanto para pastoreo como para produccion de heno. Demostr6 ser mas
productivo que el cv. Argentine, en ensayos comparativos de rendimiento, en el sudeste de
EEUU y norte de Argentina, especialmente al inicio de la primavera y final del otofio (Urbani
et al., 2016).

El cv. Argentine (Pl 148996) fue introducido a los Estados Unidos por el USDA en 1945 y
liberado como cultivar en 1951 (Killinger, 1951). Es un cultivar semierecto, de alta
productividad y persistencia. Presenta hojas anchas y produce relativamente pocas
inflorescencias comparado con otros cultivares. No tiene buena tolerancia a las bajas
temperaturas, concentrando la mayor produccién de forraje en el verano (Blount y Acufia,
2009). Es el cultivar tetraploide mas difundido y utilizado en el sudeste de los Estados
Unidos, ocupando alrededor de un 25% del area total de cultivo de P. notatum, y solo

superado por el cultivar diploide Pensacola (Newman et al., 2014).

[11.4.2 Cruzamientos entre genotipos de la PTSS y cultivares
apomicticos

Los cruzamientos se realizaron con la finalidad de evaluar, por un lado, la segregacion del

caracter apomixis en las progenies, y por otro, para estimar los niveles de expresion de la
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apomixis en los hibridos clasificados previamente como apomicticos en las diferentes

familias.

Se seleccionaron 11 individuos de la PTSS, tratando de tener representada la mayor
variabilidad fenotipica de la poblacion, los cuales fueron utilizados como progenitores
femeninos en cruzamientos con dos cultivares tetraploides apomicticos de P. notatum (cv.
Boyero UNNE y cv. Argentine). Los cruzamientos por ambos cultivares apomicticos fueron
realizados de manera diferencial, debido a problemas que surgieron durante el primer
periodo de realizacion. En el afio 2014 se llevaron a cabo los primeros cruzamientos entre
genotipos de la PTSS y el cv. Boyero UNNE. Los mismos fueron realizados sin el auxilio de
la camara de cruzamientos, por lo tanto no se pudieron llevar a cabo las emasculaciones
previas de las plantas utilizadas como madres, debido a que el equipo humidificador que
alimenta dicha cdmara dej6 de funcionar durante todo ese periodo de floracion. A raiz de
ello, los cruzamientos por el cv. Boyero UNNE fueron realizados mediante polinizaciones
directas, sin emasculacion previa, durante las primeras horas de iniciada la antesis de las
plantas madres. Durante el periodo de floracion del afio 2015, se pudo contar nuevamente
con el equipo humidificador, por lo que fue posible realizar los cruzamientos de forma
controlada, con emasculacion previa de las madres, y esta vez se utilizd el cv. Argentine
como polinizador. Si bien el procedimiento de los cruzamientos difirié para los dos cultivares
apomicticos empleados como progenitores masculinos, no fue un obstaculo para los
posteriores analisis de segregacion por el modo de reproduccion y evaluacion del nivel de
expresion de la apomixis, debido a que se confirmé el origen hibrido de la totalidad de los
descendientes de las familias en las cuales intervino como polinizador el cv. Boyero UNNE,
ya que era muy probable que se obtuvieran descendientes producto de autofecundacion de
las plantas utilizadas como madres. Por su parte, en el caso de los descendientes de las
familias provenientes del cv. Argentine, cuyos cruzamientos fueron realizados en camara
con emasculacion previa de las madres sexuales, la confirmacion del origen hibrido se

realiz6 sobre una muestra al azar del 20% de los descendientes.

El procedimiento para llevar a cabo los cruzamientos directos, sin emasculacién previa,
consistié en colectar el dia previo al comienzo de la floracion (antesis) 2 inflorescencias de
cada madre, portando un trozo de rizoma, los cuales fueron colocados en un recipiente de
plastico de 1 litro, con agua limpia, y se ensobraron las paniculas con sobre de papel sulfito.
A la mafiana siguiente, al momento de la antesis, se procedié a colectar polen del cv.
Boyero UNNE, mediante un sobre de papel sulfito, el cual se coloc6 sobre las

inflorescencias del progenitor femenino cuyas espiguillas florecieron (antesis), y se procedio
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a polinizar por medio de agitacion del sobre. Una vez concluido el procedimiento de
polinizacion, las inflorescencias de las madres sexuales permanecieron ensobradas para
evitar contaminacion con polen de otra fuente. Este procedimiento se repiti6 durante 3-4

dias hasta completar la floracién de todas las espiguillas de la inflorescencia.

El procedimiento para los cruzamientos por el cv. Argentine, el cual fue realizado en camara
con emasculacion previa de las madres sexuales, fue el mismo descripto en el Capitulo |
(item 1.4.2)

Una vez transcurrido 25 a 30 dias de finalizados los cruzamientos, se procedi6é a la cosecha,
trilla manual y secado en estufa a 37 °C durante 48 h, para posteriormente separar las
espiguillas con cariépsides (semillas) de las sin ellos (vacias), mediante un equipo
denominado “soplador de semillas” (Seedburo Equipment Company 1022W) que separa las
espiguillas con semillas de las vanas por diferencia de peso. Finalmente, se determiné el
porcentaje de produccion de semillas para cada cruzamiento, en base al siguiente calculo:

(N° de semillas / N° total de espiguillas)*100.

111.4.3 Determinacién del origen hibrido de las progenies de los
cruzamientos PTSS x cvs. apomicticos

Se realiz6 para confirmar el origen hibrido de los descendientes de los cruzamientos entre
genotipos de la PTSS y los cultivares apomicticos Boyero UNNE y Argentine de P. notatum.
En el mes de agosto de 2014 y 2015 se realiz6 la siembra de las semillas obtenidas de los
cruzamientos por el cv. Boyero UNNE y cv. Argentine, respectivamente. Previo a la siembra,
se realiz6 el tratamiento de escarificado de las mismas, con acido sulfirico 98% durante 10
min, y la posterior siembra en bandejas bajo un invernadero. Una vez que las plantulas
desarrollaron 3 hojas verdaderas, éstas fueron repicadas a bandejas plasticas individuales
(speedlings). Un mes después del repique se procedié a realizar las extracciones de ADN
gendmico, siguiendo el protocolo descripto en el Capitulo | (item 1.4.3.1). En el mes de
noviembre de 2014 y 2015, las plantas fueron trasplantadas a campo dentro del Campo
Didactico y Experimental de la Facultas de Ciencias Agrarias de la UNNE, siguiendo un

marco de plantacion de 1 m x 1 m.

Para confirmar el origen hibrido de las progenies, se realiz6 una prueba de paternidad,

usando marcadores moleculares de ISSR y SSR. Las condiciones de amplificacion,
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electroforesis y deteccion de los marcadores de ISSR y SSR fueron las mismas descriptas
en el Capitulo | (item 1.4.3.2) y Capitulo 1l (item 11.4.2) respectivamente.

En los cruzamientos directos por el cv. Boyero UNNE, sin emasculacion previa del
progenitor femenino (afio 2014), la prueba de paternidad fue realizada sobre el total de la
descendencia; mientras que para los cruzamientos controlados con emasculacion previa por
el cv. Argentine (afio 2015), la prueba fue realizada sobre una muestra del 20% de la
descendencia. Se registraron como hibridos a todos aquellos individuos que amplificaron al

menos dos marcadores especificos del padre, ya sea con los ISSR, SSR 0 ambos.

l11.4.4 Analisis de segregacion del modo de reproduccion en
hibridos de PTSS x cvs. apomicticos

El andlisis de la segregacion por modo de reproduccion fue realizado en los descendientes
identificados como hibridos en las familias generadas de los cruzamientos entre 11
genotipos de la PTSS y los cvs. apomicticos Boyero UNNE y Argentine durante los afios
2014 y 2015, respectivamente. La clasificacién reproductiva se llevd a cabo mediante el
empleo de los dos marcadores RAPD (UBC243-377 y UBC259-1157) completamente ligado
a la aposporia en P. notatum (Martinez et al., 2003) que previamente fueron utilizados en el

Capitulo | para la clasificacion reproductiva de los hibridos de las familias F1s (item 1.4.4.1).

La metodologia empleada para la obtencién de los ADN gendmicos fue la misma descripta
previamente en el Capitulo | (item 1.4.3.1). Por otra parte, la metodologia para la generacion

de los marcadores de RAPDs fue la misma descripta en el item 1.4.4.1 del Capitulo I.

El analisis de la segregacion por el modo de reproduccion se realizd en base a la prueba de
bondad de ajuste (y°) para ajustar los rangos de segregacion observados entre

sexuales/apomicticos a los rangos esperados segun el modelo genético propuesto.
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11.4.5 Determinacion del nivel de expresion de la apomixis en
hibridos apomicticos de PTSS x cvs. apomicticos

Se realiz6 con la finalidad de conocer la variacion existente en los niveles de expresion de la
apomixis, medida a través de la aposporia, en los hibridos apomicticos provenientes de las
familias de los cruzamientos realizados entre los 11 genotipos de la PTSS y los cvs.
apomicticos Boyero UNNE y Argentine. La determinacién se hizo en funcién de la presencia
de sacos embrionarios apospéricos en Ovulos provenientes de espiguillas en antesis. El
analisis se llevo a cabo en los hibridos que fueron clasificados como apomicticos, en base a
la presencia de los marcadores de RAPD ligados al caracter apomixis UBC243-377 y
UBC259-1157. La metodologia de analisis y clasificacién de los sacos embrionarios por
técnicas citoembriolégicas fue la misma descripta en el Capitulo | (item 1.4.4.2). El nivel de
expresividad potencial de la apomixis fue calculado de la siguiente manera: (N° de évulos
con sacos apospéricos + N° de 6vulos con sacos meidticos + aposporicos) / N° total de

pistilos observados.

A partir de los datos obtenidos de la observacion de sacos embrionarios maduros se
calcularon medias y coeficientes de variacién. Se realizé un analisis de la varianza no
paramétrica a partir de la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las expresividades

promedio de cada familia.
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1.5 RESULTADOS

[11.5.1 Cruzamientos por el cv. Boyero UNNE

Un total de 11 individuos de la PTSS fueron cruzados por el cv. Boyero UNNE sin
emasculacion previa del parental femenino. Los porcentajes de produccién de semillas
fueron variables entre los parentales femeninos, abarcando un rango de entre 4,1 y 33,7%,
con una media de 22,1% (Tabla IX, Anexo). Se obtuvieron 11 familias hibridas con 25
descendientes cada una, con excepcion de la familia 148#1 de la cual se obtuvieron 16

individuos, lo que hace un total de 266 descendientes (Tabla 23).

Tabla 23. Familias obtenidas por cruzamientos entre genotipos de la PTSS y el cv. Boyero
UNNE de P. notatum. Numero de plantas por familia, nUmero y porcentaje de hibridos en
cada familia.

Familia* N° de N° hibridos % hibridos
plantas
A24-7 25 20 80
A41-2 25 20 80
C46-3 25 10 40
C6-2 25 11 44
E13-8 25 20 80
F13-2 25 9 36
G19-8 25 10 40
148-1 16 13 81
J18-1 25 15 60
K19-8 25 11 44
L25-4 25 16 64
Total 266 155 65

*Familia: grupo de descendientes producto del cruzamiento de cada genotipo de la PTSS como madre en los
cruzamientos por el cv. Boyero UNNE.
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Para determinar el origen hibrido de la progenie se utilizaron 8 cebadores de ISSR y uno de
SSR para identificar bandas especificas del padre apomictico (Figura 19). Los 8 marcadores
de ISSR lograron amplificar 18 marcadores especificos del cultivar boyero y ausentes en
algunas o todas las madres, mientras que el marcador de SSR permitié discriminar un total
de 5 marcadores especificos. Estos marcadores fueron amplificados en proporcién variable
por los descendientes de cada cruzamiento. Aquellos individuos que amplificaron al menos 2
marcadores especificos fueron considerados hibridos, mientras que los demas fueron
clasificados como producto de autopolinizacién de la madre. El porcentaje de hibridos
logrados en cada combinacion madre-padre fue muy variable, abarcando un rango de 36 a
81%, con un promedio general de 65%. De esta forma se lograron identificar 155 hibridos de

un total de 266 descendientes obtenidos en 11 combinaciones madre-padre (Tabla 23).
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Figura 19. Perfil molecular generado por el cebador de SSR PN02-G10 en gel de

poliacrilamida al 6%. “M”: Madre (E13-8); “P”: Padre (cv. Boyero UNNE). Flechas indican los
marcadores especificos del padre.
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[11.5.2 Cruzamientos por el cv. Argentine

Los mismos 11 individuos utilizados como progenitores femeninos en los cruzamientos por
el cv. Boyero UNNE en 2014 fueron cruzados por el cv. Argentine en 2015, mediante el
procedimiento de emasculacién previa de los parentales femeninos. Se obtuvieron 11
familias constituidas por 25 individuos cada una, con la excepcién de las familias E13-8, 148-
1 y K19-8 que estuvieron representadas por 6, 13 y 24 individuos respectivamente, lo que
hizo un total de 243 individuos (Tabla 24). Los porcentajes de produccion de semillas fueron
muy variables, abarcando un rango de 7,7 a 72,6%, y una media de 36,1%, algo superior a

la observada en los cruzamientos por el cv. Boyero (Tabla IX, Anexo).

Tabla 24. Familias obtenidas por cruzamientos entre genotipos de la PTSS y el cv.
Argentine de P. notatum. NUmero de plantas por familia, niUmero y porcentaje de hibridos en
cada familia.

Familia* N° de N° hibridos Porcentaje de
plantas hibridos
A24-7 25 25 100
A41-2 25 25 100
C46-3 25 25 100
C6-2 25 25 100
E13-8 6 6 100
F13-2 25 25 100
G19-8 25 25 100
148-1 13 13 100
J18-1 25 25 100
K19-8 24 24 100
L25-4 25 25 100
Total 243 243 100

*Familia: grupo de descendientes producto del cruzamiento de cada genotipo de la PTSS como madre en los

cruzamientos por el cv. Argentine.
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La determinacion del origen hibrido se llevé a cabo sobre una muestra de 5 individuos de
cada familia (20%) mediante el uso de 9 marcadores de ISSR, que permitieron identificar un
total de 22 marcadores especificos del cv. Argentine (Figura 20). Los 55 individuos
evaluados amplificaron al menos dos marcadores especificos del cv. Argentine.
Considerando que la muestra fue representativa de todas las progenies y al hecho que en
este caso los cruzamientos fueron realizados de manera controlada, mediante emasculacion
previa de las madres, se asume que todos los individuos que conforman cada familia son
hibridos (Tabla 24).
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Figura 20. Perfiles moleculares generados a partir de electroforesis en geles de agarosa al
2% con marcadores de ISSR. a) patron de amplificacién del cebador (AG)s-T; b) patron de
amplificaciéon generado con el cebador (AC)s-T. Las flechas indican los marcadores
especificos de cv. Argentine. “M”: Madre (a. 148-1; b. A24-7); “P”: cv. Argentine.

111.5.3 Segregacion del modo de reproduccion en hibridos entre
genotipos de la PTSS x cvs. apomicticos

[11.5.3.1 Familias de PTSS x cv. Boyero UNNE

Entre los 155 hibridos identificados en las 11 familias generadas por cruzamientos entre
genotipos de la PTSS y el cv. Boyero UNNE, se detectaron en total 31 hibridos que
amplificaron los marcadores UBC243-377 y UBC259-1157 ligados a la aposporia por lo que
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fueron clasificados como apomicticos (Tabla 25; Figura 21). EI nimero de hibridos
identificados como apomicticos entre familias fue muy variable, encontrandose familias
donde no se obtuvieron individuos apomicticos hasta otras como la A24-7 con hasta 8
hibridos apomicticos (Tabla 25). La segregacion del modo reproductivo de las familias A24-
7, A41-2 y K19-8 presentaron una segregacion sex:apo de 1,5 231 y 2,71
respectivamente, las cuales se ajustaron a un modelo de herencia tetrasémica con
segregacion tanto cromosdmica como cromatidica (p-valor > 0,05), mientras que la familia
C6-2 se ajustd mejor a un modelo de herencia tetrasdbmica con segregacion croméatidica (p-
valor 0,099) (Tabla 25). EI mejor ajuste fue obtenido con un modelo de segregacion
cromatidica en la familia A24-7, la cual presenté una segregacion sex:apo de 1,5:1. El resto
de las familias mostraron una segregacion distorsionada a favor de hibridos sexuales que se

alejaron significativamente de los modelos evaluados (Tabla 25).

Tabla 25. Familias de medios hermanos que comparten al cv. Boyero UNNE como
progenitor masculino, nimero de hibridos sexuales y apomicticos, proporcién de
segregacion del modo de reproduccién para cada combinacién, probabilidad de ajuste entre
proporcion observada y esperada para una herencia tetrasémica, con segregacion de tipo
cromosomica o cromatidica.

Familia N° hibridos N° hibridos Proporcion Segregacion Segregacion

Sexuales apomicticos Sex:Apo cromosémica cromatidica
(2:1) (15:13)
A24-7 12 8 1,5:1 0,527* 0,821*
A41-2 14 6 2,3:1 0,074 0,246
C46-3 10 0 1:0 0,002 0,006
C6-2 9 2 4,5:1 0,035 0,099
E13-8 19 1 19:1 <0,001 <0,001
F13-2 1 8:1 0,02 0,055
G19-8 1 9:1 0,011 0,036
148-1 11 2 5,5:1 0,013 0,046
Jis-1 12 3 4:1 0,003 0,017
K19-8 8 3 2,7:1 0,132 0,297
L25-4 12 4 3:1 0,045 0,150
Total 124 31 4:1 <0,001 <0,001

* p-valor de la prueba de chi® para comparacién entre la proporcione sex:apo observada y esperada, segtin un
tipo de herencia tetrasémica cuyos parentales sexuales y apomicticos poseen una constituciéon genotipica aaaa
(sexual) y Aaaa (apomictico).
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Figura 21. Perfiles moleculares generados a partir de electroforesis en geles de agarosa al
2% con marcadores de RAPD 100% ligados al caracter apomixis en P. notatum. a) patrén
de amplificacién del cebador de RAPD UBC259 en una madre sexual (a. A24-7; b. A41-2)
como control negativo (MS), el cv. apomictico Boyero UNNE (PA) y 9 individuos de su
progenie. La flecha indica el marcador ligado a la aposporia (1157 pb). b) patrén de
amplificacién generado con el cebador de RAPD UBC243 en una madre sexual (-), el cv.
apomictico Boyero UNNE (+) y 9 individuos de su progenie. La flecha indica el marcador
ligado a la aposporia (1157 pb). M: Marcador de peso molecular 1kb.

[11.5.3.2 Familias de PTSS x cv. Argentine

De las 243 plantas generadas en los 11 cruzamientos, 54 de ellas amplificaron los
marcadores UBC249-377 y UBC259-1157 ligados a la aposporia por lo que fueron
clasificadas como apomicticas (Tabla 26), mientras que las 189 restantes fueron clasificadas
como sexuales por no amplificar los marcadores ligados a la aposporia. Las proporciones de
segregacion sex:apo variaron entre 1:0 y 1,3:1, con un promedio general de 3,5:1 (Tabla
26). El valor promedio fue muy similar al encontrado en las familias F;s del Capitulo | (ver
Tabla 2). Las familias A24-7 y K19-8 mostraron una segregacion sex:apo que se ajusta tanto
a un modelo de segregacion cromosémica como cromatidica, aunque con un mejor ajuste
con ésta ultima. Las familias A41-2, C6-2 y J18-1 mostraron un ajuste bajo, pero significativo

(p-valor>0,05), a un modelo de segregacién cromatidica (Tabla 26). El resto de las familias
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presentaron distorsiones en la segregacion del modo de reproduccion a favor de hibridos

sexuales, y que no se ajustaron a ninguno de los modelos aqui evaluados (Tabla 26).

Tabla 26. Familias de medios hermanos que comparten al cv. Argentine como progenitor
masculino, nimero de hibridos sexuales y apomicticos, proporcion de segregacion del
modo de reproduccién para cada combinacion, probabilidad de ajuste entre proporcion
observada y esperada para una herencia tetrasémica, con segregaciéon de tipo
cromosoémica o cromatidica.

N° hibridos N° hibridos Proporcion Segregacion Segregacion

Familia Sexuales apomicticos Sex:Apo cromo§émica croma_ltl'dica
(1:1) (15:13)
A24-7 14 11 1,31 0,549* 0,903*
A41-2 19 6 3,2:11 0,009 0,057
C46-3 23 2 11,5:1 <0,001 <0,001
C6-2 19 6 3,2:1 0,009 0,057
E13-8 6 0 1:0 <0,001 <0,001
F13-2 20 5 4:1 0,003 0,021
G19-8 22 3 7,3:1 <0,001 0,002
148-1 10 3 3,3:1 0,005 0,008
J18-1 18 7 2,6:1 0,028 0,134
K19-8 14 10 1,41 0,410 0,782
L25-4 24 1 24:1 <0,001 <0,001
Total 189 54 3,5:1 <0,001 <0,001

* p-valor de la prueba de chi® para comparacion entre la proporcione sex:apo observada y esperada, segin un
tipo de herencia tetrasémica cuyos parentales sexuales y apomicticos poseen una constitucion genotipica aaaa
(sexual) y Aaaa (apomictico).

[11.5.4 Nivel de expresion de la apomixis en hibridos apomicticos

La observacion de sacos embrionarios maduros a partir de pistilos diafanizados sobre todos
los hibridos clasificados como apomicticos segun los marcadores moleculares ligados a la
aposporia permitié clasificar a los 6vulos en 4 tipos segun el tipo de estructura de sus sacos
embrionarios. En primer lugar encontramos évulos portando sacos embrionarios de origen
aposporico, los cuales en general se encontraban en mas de uno dentro de cada 6vulo,
comunmente en grupos de 3 a 5, con casos extremos de hasta 12 sacos dentro de un

mismo évulo, estando en éste Ultimo caso muchos de ellos subdesarrollados (Figura 22a).
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En segundo lugar encontramos évulos mixtos que en todos los casos presentaron un Unico
saco de origen mei6tico y uno o multiples sacos de origen aposporico de tamafio y posicion
variable (Figura 22b). En tercer lugar encontramos Ovulos portando sacos de origen
meidtico, los cuales siempre se encontraron en forma individual (Figura 22c). Por dltimo
encontramos 6vulos con ausencia de sacos embrionarios o que abortaron su desarrollo en
estadios tempranos sin presentar potencial para formar un embrion y endospermo (Figura
22d).

Figura 22. Ovarios diafanizados mostrando 4 6vulos de P. notatum. a) Tres sacos
embrionarios apospdricos en un mismo oOvulo los cuales se diferencian por la presencia de
sus nucleos polares (NP). b) Un saco embrionario de origen mei6tico con sus nucleos
polares (NP) y antipodas (A) + un saco embrionario de origen aposporico con sus nucleos
polares (NP). c) Un saco embrionario de origen meiotico donde en este plano se observan
las antipodas (A) y los nucleos polares (NP). d) Saco embrionario abortado.
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[11.5.4.1 Hibridos apomicticos de PTSS x cv. Boyero UNNE

Todos los hibridos clasificados como apomicticos por los marcadores moleculares ligados a
la aposporia presentaron 6vulos portando sacos embrionarios de origen apospérico. En la
Tabla 27 se puede ver que la proporcion de 6vulos portando sacos embrionarios
apospoéricos fue muy variable, con un rango de 0 a 70%, y una media general de 35%
(CV=67%). La proporcién de 6vulos portando ambos tipos de sacos embrionarios (meiético
+ aposporicos) mostrd un rango de 0 a 69%, muy similar al anterior, pero con una media de
24% (CV=75%). Por otro lado, los 6vulos portando sacos embrionarios de origen meiético
presentaron una proporcion media de 29% (CV=84%), con rango de 0 a 92%. Por ultimo, los
6vulos que carecian de sacos embrionarios viables presentaron una proporcién de entre 0 y
45%, con una media de 11% (CV=98%).

Los porcentajes de expresividad potencial de la apomixis fueron muy variables entre
individuos, abarcando un rango de 6% a 100%, con un promedio del 59,3% (CV=53,1)
(Tabla 27; Figura 23). Estos niveles de expresividad fueron alcanzados con variable
participacion de évulos portando sacos apospdricos y 6vulos mixtos, es decir con ambos
tipos de sacos embrionarios. Sin embargo, el hibrido K19(8)-6 presento solo sacos
aposporicos, y en una proporcion del 3% (Tabla 27; Figura 23). Por otro lado, hubo hibridos
como el A41(2)-17, K19(8)-4, K19(8)-14 que mostraron una expresividad del 10, 6 y 6%
respectivamente, y en cuyos casos estos niveles fueron alcanzados sélo a partir de 6vulos
mixtos (S. meibticos + aposporicos) (Tabla 27; Figura 23). Los hibridos A24(7)-21, A24(7)-3,
A24(7)-7, A41(2)-13, L25(4)-17 presentaron los niveles de expresividad mas altos (>90%),
de los cuales el hibrido A24(7)-7 se destaca con un 100% de expresividad potencial de la

apomixis (Tabla 27; Figura 23).
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Tabla 27. Porcentajes de 6vulos portando sacos embrionarios aposporicos (S.E.A.), sacos
embrionarios meidticos + apospéricos (S.E.M. + S.E.A)), sacos embrionarios meidticos

(S.E.M.) y sacos embrionarios abortados (S.E.ab.),

hibridos apomicticos producto de los

cruzamientos entre genotipos de la PTSS como madres y el cv. Boyero UNNE como padre.

Proporcién de 6vulos portando:

Genotipo S.E.A. S.E.M + S.E.A. S.E.M. S.E.ab.
A24(7)-13 59 5 22 14
A24(7)-15 55 31 9 4
A24(7)-21 43 50 7 0
A24(7)-23 44 25 25 6
A24(7)-24 16 3 59 22
A24(7)-3 48 42 6 3
A24(7)-7 63 37 0 0
A24(7)-8 33 27 17 23
A41(2)-1 16 19 42 24
A41(2)-10 51 20 20 9
A41(2)-12 21 53 26 0
A41(2)-13 35 59 3 3
A41(2)-16 3 3 49 45
A41(2)-17 0 10 65 25
C6(2)-12 29 21 44 6
C6(2)-14 55 3 39 3
C6(2)-22 13 33 43 10
E13(8)-13 40 7 40 13
F13(2)-22 70 15 6 9
G19(8)-18 64 21 12 3
148(1)-1 69 19 12 0
148(1)-10 61 21 15 3
J18(1)-11 41 31 14 14
J18(1)-25 10 33 27 30
K19(8)-14 0 6 74 20
K19(8)-4 0 6 70 24
K19(8)-6 3 0 92 5
L25(4)-17 63 31 6 0
L25(4)-6 15 69 4 12
Promedios 35 24 29 11
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Figura 23. Distribucion del porcentaje de évulos portando sacos meiéticos+aposporicos y
sacos aposporicos, en los 29 genotipos hibridos apomicticos obtenidos en los cruzamientos
entre genotipos de la PTSS por el cv. Boyero UNNE.

Todos los hibridos evaluados presentaron potencial para la reproduccion sexual debido ya
sea a la presencia de 6vulos con sacos mei6ticos 0 con sacos meibticos+aposporicos, o
mas comunmente ambos. Esta expresividad potencial de la sexualidad presento un rango
de 21% en el hibrido F13(2)-22, a 100% en los hibridos A41(2)-17, K19(8)-14 y K19(8)-4
(Tabla 27; Figura 23).

El andlisis de la varianza no paramétrica a partir de la prueba de Kruskal-Wallis no arroj6o
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las expresividades de cada

familia (p-valor 0,103).

Los agrupamientos realizados segun los rangos en porcentaje de expresion de la apomixis,
sin considerar aquellos 6vulos incapaces de producir una semilla (que presentaban sacos
embrionarios abortados), mostraron una distribucion discontinua, con baja o nula frecuencia
de individuos en los rangos de expresion que van de 20 a 50%, predominando las
frecuencias con alta (>70%), media (51-60%) y baja expresividad (<10%) (Figura 24).
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Figura 24. Frecuencias observadas en el porcentaje de expresividad de la aposporia,
expresada por rangos, en hibridos apomicticos provenientes de cruzamientos entre
genotipos de la PTSS y el cv. Boyero UNNE. En el célculo de los porcentajes se excluyeron
los 6vulos con ausencia de sacos embrionarios.

111.5.4.2 Hibridos apomicticos de PTSS x cv. Argentine

Todos los hibridos clasificados como apomicticos por los marcadores moleculares ligados a
la aposporia presentaron proporciones variables de sacos embrionarios de origen
apospérico. En la Tabla 28 se observa que la proporcion de Ovulos portando sacos
aposporicos presenta un rango de 0 a 91%, con una media de 27% (CV=80%). El segundo
tipo de dévulos que aporta a la expresividad de la apomixis, évulos mixtos, presentaron un
rango de 0 a 77%, con una media de 37% (CV=56%). La proporcién de 6vulos portando
sacos de origen meiético varié entre 0 y 52%, con una media general de 24% (CV=54%).
Por dltimo, la proporcion de évulos portando sacos abortados presentd niveles muy

variables, con un rango de 0 a 61%, y una media de 12% (CV=115%).

125



Tabla 28. Porcentajes de 6vulos portando sacos embrionarios apospoéricos (S.E.A.), sacos
embrionarios meidticos + apospéricos (S.E.M. + S.E.A.), sacos embrionarios meiéticos
(S.E.M.) y sacos embrionarios abortados (S.E.ab.), en los hibridos apomicticos producto de
los cruzamientos entre genotipos de la PTSS como madres y el cv. Argentine como padre.

Proporcion de 6vulos portando:

Genotipo S.E.A. S.E.M + S.E.A. S.E.M. S.E.ab.
A24(7)-13 45 42 3 9
A24(7)-14 70 17 13 0
A24(7)-16 58 12 30 0
A24(7)-18 47 20 23 10
A24(7)-19 91 0 3 6
A24(7)-22 47 26 26 0
A24(7)-23 62 26 9 3
A24(7)-4 27 30 36 6
A24(7)-6 23 63 13 0
A24(7)-7 9 70 9 12
A41(2)-11 13 47 31 9
A41(2)-18 32 29 24 15
A41(2)-22 28 53 13 6
A41(2)-4 22 16 34 28
A41(2)-6 26 26 29 19
A41(2)-7 22 19 28 31
C46(3)-13 6 13 42 39
C46(3)-6 3 53 34 9
C6(2)-15 24 9 36 30
C6(2)-17 23 7 40 30
C6(2)-2 29 25 33 13
C6(2)-23 10 37 30 23
C6(2)-5 32 39 19 10
C6(2)-7 10 24 48 17
F13(2)-1 3 49 40 9
F13(2)-14 16 41 28 16
F13(2)-25 50 38 9 3
F13(2)-4 18 55 21 6
F13(2)-8 17 60 11 11
G19(8)-2 30 58 9 3
G19(8)-20 84 13 3 0
G19(8)-6 47 50 0 3
148(1)-7 23 58 16 3
J18(1)-1 10 3 26 61
J18(1)-15 3 9 47 41
J18(1)-20 27 12 21 39
J18(1)-25 44 22 19 16
J18(1)-4 50 25 13 13
J18(1)-7 26 35 29 10
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J18(1)-8 63 34 3 0
K19(8)-1 3 42 52 3
K19(8)-16 6 55 39 0
K19(8)-17 9 77 14 0
K19(8)-18 0 63 31 6
K19(8)-2 6 77 16 0
K19(8)-21 6 64 30 0
K19(8)-23 3 49 40 9
K19(8)-3 23 35 38 4
K19(8)-4 25 50 25 0
K19(8)-6 3 67 30 0
L25(4)-15 25 51 18 6
Promedios 27 37 24 12

La expresividad de la apomixis fue evaluada en 51 hibridos clasificados como apomicticos,
por medio de los dos marcadores RAPD 100% ligados al caracter, los cuales se originaron a
partir de los cruzamientos entre 11 genotipos de la PTSS y el cv. Argentine. Los niveles de
expresion fueron muy variables entre genotipos mostrando un rango de entre 11y 97%, con
una media del 64,1% (CV=33,6) (Tabla 28; Figura 25). Como se puede ver en la Tabla 28 y
Figura 26, y al igual que ocurrio en los hibridos resultantes de los cruzamientos por el cv.
Boyero UNNE, la participacion de los 6vulos portando exclusivamente sacos embrionarios
apospoéricos fue muy variables, con valores que van de 0% en el hibrido K19(8)-18, a 91%
en el hibrido A24(7)-19. El mismo comportamiento se observa con los évulos mixtos (S.
meidticos + apospoéricos), mostrando un rango que va de 0% en el hibrido A24(7)-19, a 77%
en los hibridos K19(8)-17 y K19(8)-2. Los hibridos A24(7)-9, G19(8)-20, J18(1)-8 y G19(8)-6
fueron los que presentaron expresividades superiores al 90%; Cuando observamos qué
proporcion de ésta expresividad es debida a cada tipo de sacos, vemos que los hibridos
A24(7)-9 y G19(8)-20 son los que muestran mas del 80% de su expresividad a partir de
sacos exclusivamente aposporicos (Tabla 28; Figura 25), lo cual es algo deseable para un

futuro cultivar.
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Figura 25. Expresividad potencial de la apomixis en funciéon de la sumatoria del porcentaje
de dvulos portando sacos apospdricos mas évulos con sacos meidticos+apospdricos, en 51
hibridos apomicticos obtenidos en los cruzamientos entre genotipos de la PTSS por el cv.
Argentine.

El andlisis de la varianza no paramétrica a partir de la prueba de Kruskal-Wallis al 0,05
permitié observar que el promedio de la expresividad de la familia G19-8 fue mayor que los
encontrados en las familias K19-8, J18-1, A41-2, C6-2, C46-3, aunque sin diferencias
significativas con las familias 148-1, A24-7, L25-4, F13-2. Sin embargo, vale aclarar que el
namero de hibridos evaluados para cada familia fue muy variable, estando 2 familias
representadas por un Unico individuo, por lo tanto las comparaciones realizadas deben ser

tomadas con cierta precaucion.

Todos los individuos evaluados presentaron potencial para la reproduccion sexual debido a
la presencia de 6vulos con sacos meidticos o debido a la presencia de évulos con sacos
meidticos acompafnados de sacos aposporicos, o en el caso mas comun, por ambos tipos de
ovulos. En la Tabla 28 se puede ver que el potencial de expresion de la reproduccion sexual
(6vulos con sacos meidticos + 6vulos con sacos meiéticos + apospoéricos) es muy variable,
con un rango que va de 3% en el genotipo A24(7)-19 a 100% en el hibrido K19(8)-18.

El agrupamiento de los individuos segun rangos de expresividad de la apomixis, sin
considerar los 6vulos incapaces de producir semillas, muestra que no se encontraron niveles
de expresividad baja (<20%). En segundo lugar, se puede ver una baja frecuencia de
individuos con expresividad media (20 a 60%), y por ultimo, hay una alta proporcion de
hibridos con expresividad alta (>60). Un 36% de los hibridos mostraron una expresividad
muy alta del caracter (>80%) (Figura 26).
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Figura 26. Frecuencias observadas en el porcentaje de expresividad de la aposporia,
expresada por rangos, en hibridos apomicticos provenientes de cruzamientos entre
genotipos de la PTSS y el cv. Argentine. En el calculo de los porcentajes se excluyeron los
ovulos con ausencia de sacos embrionarios.
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111.6 DISCUSION

Las proporciones de segregacion del modo de reproduccién en P. notatum son muy
variables entre los diferentes estudios realizados en las Ultimas décadas, siendo esta
segregacion de tipo distorsionada a favor de hibridos sexuales en casi todos los casos
reportados. A su vez, los hibridos apomicticos producidos en estas familias segregantes
para el modo de reproduccién, presentan niveles variables de expresividad del caracter
apomixis. Estos hechos llevan a una menor eficiencia en los programas de mejora que
apuntan a la seleccion de hibridos apomicticos heteréticos, por lo que es de gran interés
determinar cudl es el efecto de cada parental y combinacion de los mismos, tanto sobre el
grado de distorsion en la segregaciéon del modo de reproduccion de sus progenies, como asi

también en los niveles variables de expresividad de la apomixis de sus hibridos.

En este capitulo se evalu6 la segregacion del modo de reproduccion, en 22 familias F;
originadas a partir del cruzamiento entre 11 individuos de la poblacion tetraploide sintética
sexual y dos cultivares apomicticos superiores (cvs. Boyero UNNE y Argentine). Ademas, se
estimo el nivel de expresividad de la apomixis, en todos aquellos hibridos que resultaron ser
apomicticos, segun la clasificacion realizada con dos marcadores de RAPD 100% ligados al

caracter.

[11.6.1 Segregacion del modo de reproduccidn en cruzamientos de
prueba

Se obtuvieron porcentajes muy variables de hibridos en los cruzamientos realizados por el
cv. Boyero UNNE sin emasculacion previa del parental femenino. Esta variacién
probablemente sea debida a los niveles variables de autocompatibilidad de los progenitores
femeninos utilizados en los cruzamientos. En un estudio reciente de Ferrari Usandizaga
(2015) en Acroceras macrum, el autor reporta que los individuos evaluados producian
semillas bajo autopolinizacion forzada, sin embargo, cuando estas plantas disponian de
polen propio y externo, solo producian descendencia a partir del polen foraneo. Los
resultados aqui reportados indican que ese fenémeno ocurriria en menor grado en los
individuos aqui evaluados debido a que los individuos produjeron descendencia por

autofecundacion aun disponiendo de polen foraneo.
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La segregacion del modo de reproduccion fue muy variables entre las diferentes familias con
rangos de entre 1:0 y 1,3:1 (sexuales vs apomicticos). Acufia (2006) evalu6 la segregacion
del modo de reproduccion en 5 progenies de 3, 13, 3, 10 y 9 hibridos obtenidos a partir del
cruzamiento entre genotipos tetraploides sexuales experimentales y el cv. Argentine,
reportando segregaciones sex:apo de 0,5:1, 1,17:1, 2:1, 4:1 y 8:1 respectivamente. El
mismo autor evalu6 otras 4 progenies de 4, 6, 15 y 2 descendientes que compartian al
hibrido apomictico Tifton 7 como progenitor masculino, reportando segregaciones de 0,33:1,
2:1, 2:1 y 1:0 respectivamente. En un trabajo mas reciente, Acufa et al. (2011) realizaron
varios cruzamientos entre hibridos tetraploide sexuales y genotipos apomicticos, el cv.
apomictico Argentine fue utilizado como progenitor masculino en 3 de esos cruzamientos,
encontrando segregaciones de 1:0, 3:1 y 1:1 para progenies de 16, 12 y 4 hibridos
respectivamente. En el mismo trabajo se evaluaron 3 progenies de 3, 16 y 19 hibridos que
compartian al hibrido apomictico Tifton 7 como progenitor masculino, reportando
segregaciones sex:apo de 1:0, 1:0 y 8,5:1 respectivamente. Los rangos de segregacion
obtenidos en este Capitulo estarian dentro de los rangos reportados por estos autores. Sin
embargo, las progenies evaluadas en los cruzamientos realizados por Acufia (2006) y Acufia
et al. (2011) tienen un nimero muy reducido de descendientes debido a que el objetivo de
su trabajo no fue evaluar la segregacion del modo de reproduccion. A pesar de ello, estos
resultados indican una alta variacion en las proporciones de segregacion sex:apo en
cruzamientos entre distintos parentales femeninos con un mismo parental masculino, y cuya

variacion fue observada también en esta tesis.

En este Capitulo se puso a prueba la hip6tesis planteada en el Capitulo | acerca de que las
distorsiones en la segregacion del modo de reproduccion estarian influenciadas por el
parental masculino y no por la combinacién entre parentales. Si ésta hip6tesis fuese
correcta, se esperaria que las proporciones en la segregacion por el modo de reproduccion
entre familias obtenidas a partir del cruzamientos entre madres tetraploides sexuales y un
mismo parental apomictico sean las mismas o similares. La amplia variacién observada en
este estudio, en las proporciones entre sexuales vs apomicticos, para un mismo parental
masculino, sugiere que esta hipoétesis es falsa. Sin embargo, como se explico al principio de
la discusion, el bajo y variable numero de hibridos evaluados para cada combinacién (9 a 20
para el cv. Boyero y 6 a 25 para el cv. Argentine) no nos permite rechazar taxativamente
dicha hipétesis. Si lo comparamos con los resultados observados en las progenies Fis
evaluadas en el Capitulo | vemos que en ese caso se analizaron entre 39 y 50 hibridos por
familia. Otra diferencia con respecto al analisis de la segregacion realizado en el Capitulo |

es que en aquel caso se utilizaron soélo tres genotipos sexuales, dos de ellos muy
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emparentados entre si; mientras que en los cruzamientos pruebas realizados en este
Capitulo fueron empleados 11 genotipos y con un origen genético mas diverso. En analisis
de segregacion de la apomixis previos, realizados en dos trabajos de P. notatum por los
mismos integrantes del grupo de investigacion (Martinez et al., 2001; Stein et al., 2007) se
encontraron proporciones entre sexuales vs apomicticos muy diferentes al utilizar incluso los
mismos progenitores sexuales y apomicticos para la generacion de los hibridos. Martinez et
al. (2001) encontraron proporciones en F; de 2,8:1 (sex:apo), empleando como genotipo
sexual a Q4188 y como apomictico a Q4117; mientras que Stein et al. (2007) observaron en
F; una segregacion de 6,5:1 (sex:apo) usando los mismos parentales. Una de las diferencias
entre ambos estudios fue que en el caso de Martinez et al. (2001) se analizaron 213
hibridos, mientras que en Stein et al. (2007) fueron 115 hibridos. Otra diferencia fue que en
el primer trabajo se utiliz6 como fuente dadora de polen una poblacién cultivada del padre
apomictico Q4117 y en el segundo trabajo el polen para los cruzamientos se obtuvo de una
sola planta del genotipo Q4117. En el primer caso, al trabajar con una poblacién cultivada
hacia varios afios cabe la posibilidad que la misma no se haya mantenido pura (compuesta
por un unico genotipo) por lo que el polen utilizado pudo no haber provenido de un unico
genotipo, sino de mas de uno, debido a que la poblacion sufrié variacién genotipica producto
de segregacion por recombinacion genética o contaminacién con semillas de otros

genotipos.

Otro hecho llamativo, y discrepante con la hip6tesis mencionada anteriormente, es que las
madres (A24-7, A41-2, K19-8) que mostraron una alta proporcion de descendientes
apomicticos, en cruzamientos por el cv. Boyero, también lo hicieron en cruzamientos por el
cv. Argentine (Tabla 25; 26). Lo mismo ocurrié con aquellas madres (C46-3 y E13-8) que
mostraron una muy alta segregacion a favor de los hibridos sexuales (Tabla 25; 26). Existen
algunas excepciones, como la familia L25-4 que mostr6 una segregacion de 4:1 al ser
cruzada por el cv. Boyero UNNE y 24:1 al ser cruzada por el cv. Argentine. Estos resultados
estarian indicando lo contrario a la hipétesis planteada anteriormente, sugiriendo que las
distorsiones en la segregacion de la apomixis estarian bajo influencia del parental materno.
Sin embargo, los mismos solo pueden ser considerados de manera preliminar y orientativa,
debido al reducido y variable nimero de hibridos evaluados en cada familia, ademas del

hecho que solo fueron evaluados dos padres apomicticos.

Las proporciones de segregacion observadas en las familias hibridas obtenidas a partir
cruzamiento entre las 11 madres de la PTSS y el cv. Boyero UNNE arrojaron un promedio

de 4:1, mientras que el cruzamiento de las mismas madres por cv. Argentine arrojé una
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media de 3,5:1. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas
proporciones, y tampoco con resultados previos en la especie (Martinez et al., 2001, Acufia
et al., 2009). Por lo tanto, el uso de cualquiera de estos cultivares apomicticos, en un
programa de mejoramiento por hibridacién, generaria en términos generales segregaciones
similares, mas alla de las variaciones detectadas con cada genotipo de la PTSS, los cuales
no pueden ser confirmados por el escaso y variable nimero de hibridos analizados. La
realizacion de nuevos andlisis de segregacion en el modo de reproduccidn, en varias
progenies compuestas por un mayor niumero de descendientes, en la cual intervengan
diferentes genotipos de la PTSS y varios genotipos apomicticos, permitird arribar a mejores
conclusiones sobre la influencia del genotipo apomictico o de la combinacion parental en las

segregaciones esperadas.

Sin embargo, debido al bajo y variable nimero de hibridos obtenidos en la mayoria de las
familias, el analisis de la segregacion de la apomixis puede que no sea completamente
representativo, por lo que la comparacion de estos resultados con aquellos obtenidos en
estudios previos en los cuales se trabajé con un nimero grande de progenies podria verse
limitado. A pesar de ello, si bien los andlisis fueron limitados, permitieron conocer de manera
preliminar el comportamiento de la segregacion de la apomixis en progenies generadas a
partir del cruzamiento entre varios genotipos de la poblacién tetraploide sintética sexual

generada previamente y dos cultivares apomicticos.

111.6.2 Expresividad de la apomixis

El nivel de expresion de la apomixis es un caracter de suma importancia para los programas
de mejoramiento orientados a la obtencion de hibridos heterdticos altamente apomicticos, ya
que la posibilidad de generar recombinantes, por la via sexual, es considerado indeseable
por alterar la pureza genotipica de un cultivar apomictico. La determinacion del nivel de
expresion de la apomixis, a través de la observacion directa de sacos embrionarios
maduros, permiti6 encontrar grandes variaciones entre los distintos genotipos clasificados

como apomicticos segun los marcadores ligados al caracter.

Se observé una alta variabilidad en los niveles de expresion de la apomixis, tanto entre
hermanos de una misma familia como entre familias de diferente origen parental, tanto

femenino como masculino. Una prueba de comparacién de medias mediante analisis de la
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varianza no paramétrica (Kruskal Wallis al 0,05) no mostr6 diferencias significativas entre los
promedios de los niveles de expresion de las diferentes progenies, obtenidas a través de
distintas madres sexuales, ni tampoco de diferentes padres apomicticos; por lo que no
tendria sentido seleccionar parentales en base a una mayor expresividad esperada de la

apomixis en sus progenies.

La mayoria de las especies apomicticas presentan niveles de expresividad variables de la
apomixis (Ozias-Akins, 2007). Las causas de esta variacion permanecen sin explicacion
hasta la fecha. Nogler (1984b) plante6 una hipétesis para explicar la expresividad variable
de la aposporia en hibridos inter-especificos de Ranunculus, a partir de las variaciones en el
momento (“timing”) de induccién de la aposporia, siendo los hibridos completamente
apomicticos cuando la induccién ocurria antes de iniciada la meiosis femenina, y que el nivel
de expresion del caracter seria cada vez menor cuanto mayor sea este retraso. A su vez,
establece que el momento de induccion del caracter es un factor meramente cuantitativo
cuyas causas de variacion se desconocen. Nogler (1984b) reportd una disminucion de la
expresividad de la aposporia, en sucesivas retrocruzas de hibridos apomicticos por su
parental sexual recurrente, atribuyendo este hecho a un retraso acumulativo de la induccién
a la aposporia. Si esta hipétesis fuese verdadera, seria un claro obstaculo en los programas
de mejoramiento enfocados a la obtencién de hibridos heteréticos apomicticos, debido a que
una disminucién progresiva de la expresividad de la apomixis en progenies segregantes,
producto de cruzamientos entre parentales sexuales e hibridos apomicticos de generaciones
avanzadas, daria lugar a pérdidas acumulativas de los niveles de expresividad, dando lugar
a una disminucion en la eficiencia de dichos programas. En un trabajo reciente en P.
notatum, Acufia et al. (2009) report6é que solo un 10% de los hibridos de primera generacion,
obtenidos a partir de cruzamientos entre genotipos sexuales experimentales y genotipos
apomicticos naturales, presentan altos niveles de expresion de la apomixis. Posteriormente,
Acufia et al. (2011) utiliz6 estos hibridos altamente apomicticos de primera generacion, en
cruzamientos por genotipos tetraploides sexuales, reportando que solo un 3% de estos
hibridos de segunda generacion mostraron altos niveles de expresién de la apomixis. En
contraposicién con esos reportes, los resultados obtenidos en este trabajo no apoyan la
hipotesis planteada por Nogler (1984b) y apoyada por los resultados de Acufia et al. (2009;
2011), debido a que no se encontré6 una expresividad inferior de la apomixis, en las
progenies obtenidas por el cultivar hibrido de primera generacion Boyero UNNE, con
respecto al cultivar Argentine de origen natural. Estudios sobre expresividad de la apomixis,
mediante técnicas citoembrioldgicas, reportaron que el cv. Boyero UNNE presenta una

expresividad potencial de la apomixis del 93% (Urbani et al., 2016); mientras que el cv.
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Argentine alcanza el 100% (Acuia et al., 2007). Probablemente, sea necesario el uso de
hibridos apomicticos facultativos, con distintos niveles de expresién de la apomixis, para

poner a prueba la hipétesis planteada por Nogler (1984b).

Los porcentajes de expresividad potencial estan conformados por la suma de los
porcentajes de Ovulos portando sacos embrionarios apospéricos y 6vulos portando sacos
apospoéricos + meiéticos. Los primeros solo son capaces de producir embriones de tipo
materno o clonal; mientras que los Ultimos son capaces de generar un embrion, tanto por la
via sexual como apomictica, o por ambas vias en caso de semillas poliembriénicas. Desde
un punto de vista aplicado, es deseable que toda la descendencia, o al menos la mayor
parte, sea de origen clonal (Blount y Acufia 2009), es decir derivada de procesos
apomicticos, lo que seria mas probable seleccionando aquellos individuos con una alta
proporcion de évulos portando Unicamente sacos embrionarios apospaoricos. Seria necesario
un andlisis de la expresion de la apomixis en estadios mas avanzados (semillas o progenie)
para conocer qué proporcion de esos pistilos mixtos generan descendencia apomictica o

sexual.

Un estudio reciente sobre expresividad de la apomixis, en diferentes estadios del desarrollo
reproductivo (6vulos, semillas y progenie), fue realizado en genotipos apomicticos
facultativos de Paspalum malacophyllum (Hojsgaard et al., 2013). En dicho trabajo se
demostré que la expresividad de la apomixis aumenta a través de las sucesivas etapas,
llegando al 100% a nivel de progenie, es decir que los individuos mantienen un cierto
potencial para la reproducciéon sexual, pero que finalmente tienden a producir descendencia
solo por la via apomictica. Resultados similares fueron reportados en genotipos apomicticos
naturales de P. notatum (Rebozio et al., 2011) y en el cv. hibrido Boyero UNNE (Urbani et
al., 2016) utilizado en este estudio. Sin embargo, todos los casos estudiados presentaban
niveles de expresividad potencial por encima del 70%, seria necesario un estudio similar
para determinar qué ocurre con aguellos individuos de baja expresividad como algunos de

los reportados en este trabajo.

En practicamente todos los hibridos analizados en este estudio se encontré una proporcién
variable de évulos con sacos embrionarios abortados incapaces de generar un embrién. La
ausencia de sacos desarrollados en los 6vulos, en proporciones variables, afecta la
capacidad de produccion de semillas, por lo tanto no fueron considerados en el célculo de la
expresividad de la apomixis, por lo que si la evaluacion de la expresividad de la apomixis se
produjera en estadios mas avanzados del ciclo reproductivo (semillas o progenie) arrojaria

valores superior a los encontrados a nivel de Ovulos. Teniendo en cuenta Unicamente
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aquellos O6vulos con sacos desarrollados, con capacidades para generar embriones
(semillas), la expresividad promedio de la apomixis seria de 64,5y 71,4% para las progenies
provenientes del cruzamiento entre los 11 genotipos de la PTSS por los cvs. Boyero UNNE y
Argentine, respectivamente, en lugar de 59,3 y 64,6%. Esto representa un aumento de
alrededor del 5 al 7% nada més; sin embargo, este aumento puede llegar a ser de hasta de
un 20% en algunos genotipos, debido a su mayor proporcion de sacos abortados. Este
escaso aumento en el promedio de expresion se debe a que aquellos hibridos que portan un
alto numero de sacos abortados o inmaduros son los que muestran un mayor numero de

sacos embrionarios meiéticos y por ende pocos aposparicos (Tabla 27 y 28).

Por ultimo, es probable que la proporcion de sacos abortados o inmaduros esté
correlacionada negativamente con el porcentaje de semillas logradas por estos hibridos, ya
gue es esperable que aquellos individuos que presentan una elevada proporcién de 6vulos
con sacos de este tipo, presenten a su vez un elevado numero de espiguillas vacias. Seria
interesante poner a prueba esta correlacion debido a que se podria incluir esta informacion

para la seleccién de genotipos superiores de alta produccion de semillas.
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[11.7 CONCLUSIONES

e Los marcadores moleculares ligados a la apomixis demostraron ser efectivos como
herramienta para la clasificacion reproductiva de progenies hibridas, segregantes para el

modo de reproduccion, en estadios tempranos del desarrollo vegetativo.

e La segregacion del modo de reproducciéon en cruzamientos de prueba entre varios
genotipos tetraploides sintéticos sexuales y dos cultivares apomicticos de P. notatum
mostré proporciones muy variables entre sexuales vs. apomicticos, pero siempre con

proporciones superiores de descendientes sexuales.

¢ No se pudo confirmar si las variaciones observadas en las proporciones de segregacion
entre sexuales vs. apomicticos en las diferentes progenies de los cruzamientos de
pruebas, fueron debidas a un efecto del parental masculino o la combinacion de

parentales utilizados.

e La metodologia de observacién de sacos embrionarios maduros empleada para estimar
el potencial de apomixis en P. notatum, resultdé ser una herramienta util para clasificar a

los hibridos apomicticos segun el nivel de expresion de la aposporia.

e La expresividad de la apomixis en los hibridos apomicticos, provenientes de los
cruzamientos de prueba entre varios genotipos tetraploides sintéticos sexuales y dos
cultivares apomicticos de P. notatum, fue muy variable en funcién del genotipo y su

origen genético.
e Una alta proporcion de los hibridos apomicticos presentd niveles de expresividad de la
apomixis superiores al 80%, por lo que podran ser evaluados como potenciales

cultivares.

e Con los datos obtenidos en esta tesis no se pudo relacionar la expresividad de la

apomixis con el parental materno ni el paterno.
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e Seria necesaria una evaluacion de la expresividad de la apomixis en otras etapas
reproductivas (semilla y progenie) para determinar si los niveles de expresividad varian o

se mantienen constantes.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En el presente trabajo se logré generar familias F; de Paspalum notatum segregantes para
el modo de reproduccion. Se observé que las proporciones en la segregacion entre
individuos sexuales vs apomicticos fueron muy variables entre las diferentes familias, en
general con marcadas distorsiones a favor de los hibridos sexuales. La obtenciéon de
segregaciones muy similares en familias generadas a partir de un mismo padre apomictico
plantea la hip6tesis de que el genotipo apomictico determina las proporciones obtenidas
entre hibridos sexuales y apomicticos. Sin embargo, debido a la importancia que tendria
este hecho desde el punto de vista aplicado, serian necesarias nuevas evaluaciones, a partir
de nuevas combinaciones parentales, pero donde se analice un nimero mas grande de
descendientes para poder confirmar el comportamiento observado en esta tesis. Por otro
lado, seria interesante evaluar la meiosis del genotipo V14327, que fue el parental
masculino que dio lugar a wuna familia en la cual las proporciones entre sexuales y
apomicticos fueron equivalentes, y a su vez evaluar la meiosis de los hibridos apomicticos
pertenecientes a esta familia. Existen evidencias que este genotipo apomictico posee un
comportamiento meiético regular, con presencia de bivalentes, a diferencia del resto de los
genotipos tetraploides apomicticos de P. notatum que poseen una meiosis irregular y
presencia de multivalentes. Dicho comportamiento meidtico podria tener alguna influencia

en la segregacion de la apomixis.

Algunos de los hibridos sexuales fenotipicamente mas diversos fueron intercruzados y se
generd una poblacion tetraploide sintética sexual con una base genética mas amplia que la
existente previamente. La amplia variabilidad genética presente en la poblacion tetraploide
sintética sexual, la cual fue estimada en base a marcadores moleculares de microsatélites y
nueve marcadores morfo-agronémicos, demostré que la metodologia de transferencia por
hibridacion de la variabilidad presente en los genotipos tetraploides apomicticos naturales
fue efectiva, lograndose incrementar el acervo génico del germoplasma tetraploide sexual de
la especie. Este nuevo germoplasma sexual cuenta con nuevas combinaciones génicas
aportadas por los parentales apomicticos, lo que le otorga una alta variabilidad genética, uno
de los recursos fundamentales para el mejoramiento genético. Esta poblacién sintética

servird de base para los programas de mejoramiento de la especie.

Este nuevo germoplasma sexual fue caracterizado desde el punto de vista de su fertilidad,

encontrandose que la misma es muy variable, lo que podria estar relacionado a su alta
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variabilidad genética. Los datos de produccion de semillas en polinizacion abierta y
autopolinizacién demostraron que la poblacion se comporta como alégama, aunque con
niveles variables de autofertilidad. La presencia de genotipos con niveles altos de autogamia
es un inconveniente para su utilizacion futura en programas de mejoramiento por hibridacion
ya que serd necesario realizar cruzamientos controlados, con previa emasculacion de dichos
genotipos sexuales usados como parentales femeninos, para evitar autopolinizacién y el

consiguiente analisis posterior para confirmar el origen hibrido de las progenies.

El estudio de la segregacion del modo de reproduccion fue muy variable en los cruzamientos
de prueba entre varios genotipos de la poblacion tetraploide sintética sexual y dos cultivares
apomicticos. Las variaciones se produjeron independientemente del padre apomictico
empleado con diferentes madres sexuales, lo que contradice la hipétesis planteada
previamente a partir de los resultados de la segregacion en el modo de reproduccién en
familias F;s. Sin embargo, debido al escaso y variable nimero de hibridos evaluados, no es

posible comprobar dicha hipétesis.

Los niveles de expresividad de la apomixis encontrados en los hibridos apomicticos de los
cruzamientos de prueba fueron muy variables, no encontrdndose una relacién con los
parentales evaluados. La evaluaciéon de la expresividad de la apomixis en otras etapas del
ciclo reproductivo (semillas y progenie) nos permitiria conocer si la expresion del caracter se
mantiene o aumenta como ha sido demostrado en una especie apomictica facultativa del
mismo género. Debido a la importancia que la expresividad de la apomixis tiene en el
mejoramiento de las especies apomicticas, seria de gran interés determinar las causas

genéticas que gobiernan dichas variaciones.

Otro de los caracteres de gran importancia, en particular en especies megatérmicas, es la
dormancia y caracteristicas de germinacion de las semillas, debido a que es una limitante
para su adopcion y multiplicacion. Esta especie presente variabilidad genética para dichos
caracteres, por lo que seria de gran interés su evaluacion en la poblacién sintética sexual y

su incorporacién como criterio de seleccion en los programas de mejoramiento genético.
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ANEXO

Tabla I. Numero total de pistilos diafanizados (PT), numero de pistilos portando sacos
meidticos (SM), sacos meibticos mas apospéricos (SM+SA), sacos aposporicos (SA), sacos
inmaduros (Si) y sacos abortados (Sa) en los diferentes hibridos F; evaluados por la técnica
citoembrioldgica.
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L 32 29 15 14

Tabla Il. Intercruzamientos realizados entre genotipos F;s sexuales de las diferentes familias
hibridas de P. notatum. NUmero total de espiguillas polinizadas, nimero de semillas y
porcentaje de semillas para los diferentes genotipos F; sexuales intercruzados.

Genotipo F; Espiguillas

S N° de semillas % de semillas
sexual olinizadas

A 32 247 128 56

A4l 269 130 64

C29 314 169 42

ES8 142 68 40

E 41 315 228 23

F 47 335 181 55

G 19 121 88 42

H11 110 89 81

H21 372 210 57

29 112 53 5

J10 395 302 51

J18 189 71 61

K19 143 78 32

L 25 276 154

N
o

= I
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Tabla Ill. Prueba de homogeneidad de las varianzas para cada variable entre grupos de

genotipos.

Variable  Grupo(1l) Grupo(2) n(1) n(2) Var(1) Var(2) F p-valor
Altura {GTAN} {GTSE} 30 9 114,12 371,36 0,31 0,09
Altura {GTAN} {PTSS} 30 408 114,12 112,21 1,02 0,89
Altura {GTSE} {PTSS} 9 408 371,36 112,21 3,31 0,02
Diametro {GTAN} {GTSE} 30 9 34,93 67,69 0,52 0,33
Diametro {GTAN} {PTSS} 30 408 34,93 4545 0,77 0,28
Diametro {GTSE} {PTSS} 9 408 67,69 4545 1,49 0,32
L.Hoja {GTAN} {GTSE} 30 9 39,88 69,82 0,57 0,41
L.Hoja {GTAN} {PTSS} 30 408 39,88 55,69 0,72 0,17
L.Hoja {GTSE} {PTSS} 9 408 69,82 55,69 1,25 0,53
A.Hoja {GTAN} {GTSE} 30 9 1,65 1,38 1,2 0,84
A.Hoja {GTAN} {PTSS} 30 408 1,65 1,47 1,12 0,61
A.Hoja {GTSE} {PTSS} 9 408 1,38 1,47 094 0,77
A.E.F. {GTAN} {GTSE} 30 9 93,74 295,17 0,32 0,09
A.E.F. {GTAN} {PTSS} 30 367 93,74 137,32 0,68 0,12
A.E.F. {GTSE} {PTSS} 9 367 295,17 137,32 2,15 0,06
L.Racimo {GTAN} {GTSE} 30 9 7,73 53 1,46 0,60
L.Racimo {GTAN} {PTSS} 30 371 7,73 4,45 1,74 0,02
L.Racimo {GTSE} ({PTSS} 9 371 53 445 1,19 0,61
MS {GTAN} {GTSE} 30 9 16419,75 23215,46 0,71 0,63
MS {GTAN} {PTSS} 30 410 16419,75 17598,67 0,93 0,74
MS {GTSE} {PTSS} 9 410 23215,46 17598,67 1,32 0,46
Tol. frio {GTAN} {GTSE} 30 9 0,53 0,61 0,87 0,90
Tol. frio {GTAN} {PTSS} 30 411 0,53 1,37 0,39 0,02
Tol. frio {GTSE} {PTSS} 9 411 0,61 1,37 045 0,05
Rebr.inv. {GTAN} {GTSE} 30 9 0,94 1,03 0,91 0,96
Rebr.inv. {GTAN} {PTSS} 30 408 0,94 1,12 0,84 0,46
Rebr.inv. {GTSE} ({PTSS} 9 408 1,03 1,12 0,92 0,74
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Tabla IV. Media y desvio estandar (D.E.) para las distintas variables morfo-agronémicas
evaluadas sobre la PTSS, los GTSE y GTAN. Altura: altura de planta; Diam.: diametro de
planta; L.Hoja: largo de hoja; A.Hoja: ancho de hoja; A.E.F.: altura del eje floral; L.Rac.:
longitud del racimo; MS: produccion de materia seca; Tol. frio: tolerancia al frio; Rebr. Inv.:
rebrote invernal.

Planta Altura Diam. L.Hoja A.Hoj A.E.F. L.Rac. MS Tol. Rebr.
a frio inv.
A24#1 Media 40,67 20,83 315 9 52 11,5 122,37 2,67 3
D.E. 6,66 2,84 6,54 0,87 0 2,12 16,87 0,58 0
A24#3 Media 47 26,33 36,67 8,67 58,33 14,33 192,61 3 3,33
D.E. 7,55 3,25 6,37 0,76 3,79 1,04 54,48 0 0,58
A24#4 Media 31,67 18,67 32,17 7,67 45,83 9,83 40,71 2,33 2
D.E. 3,06 3,01 2,02 0,29 1,76 0,76 12,19 0,58 0
A24#7 Media 47,5 18,5 37,75 8,5 74,75 13,5 11291 2,67 2,67
D.E. 3,54 1,41 1,77 0,71 1,77 0,71 86,96 0,58 0,58
A24#9 Media 42,33 19,67 315 7,33 50,75 13 109,45 3 3
D.E. 4,62 4,31 1,8 0,76 1,77 1,41 29,81 0 0
A32#1 Media 42,67 23 36,83 8,83 63,5 135 157,78 2,33 3,33
D.E. 11,59 9,64 6,37 0,29 5,66 0,71 33,04 0,58 0,58
A32#11 Media 41,33 31,67 31,67 8,83 64,5 12,33 209,21 3 2,67
D.E. 10,02 3,33 5,8 0,58 3,91 1,04 110,3 1 0,58
A32#2 Media 37,67 15,5 28,5 7,17 54,75 10,5 100,19 2,33 1,67
D.E. 18,01 9,17 12,38 1,04 6,72 0 91,81 1,15 0,58
A32#4 Media 52 25,33 32,17 9,5 57,17 12,83 169,64 2 2
D.E. 4,36 12,29 1,76 0,5 3,69 0,29 42,15 1 0
A32#6 Media 42,67 22,33 33 10,33 61,25 13,75 171,82 2,67 2,33
D.E. 4,04 2,25 4,5 0,58 3,18 0,35 24,82 0,58 0,58
A35#11  Media 52 18,67 35 9 70 155 139,67 2,33 2,67
D.E. 13 9,31 7,37 1 0 0 71,21 1,53 1,15
A35#4 Media 49,33 26 35,5 8 63,17 12,83 206,23 2 2,67
D.E. 6,66 3,12 8,35 1 7,29 0,76 97,03 1 0,58
A35#5 Media 40,67 25,67 29,33 10 50,5 12 138,03 2,33 2,33
D.E. 5,13 5,39 511 0,87 6,76 1,32 103 1,15 1,15
A35#7 Media 37,33 29,67 26,67 8,83 55,33 13,17 211,01 3,33 3
D.E. 6,81 5,92 5,8 0,76 2,25 0,76 65,99 0,58 0
A35#9 Media 37,5 11,75 25,5 8,25 sd sd 28,29 1,33 1,33
D.E. 3,54 53 0 1,77 sd sd 16,81 0,58 0,58
A41#1 Media 44 18,5 29,17 8,33 61,75 14,25 164,76 3 3
D.E. 18,19 10,11 11,15 2,93 20,86 1,77 136,47 1,73 1,73
A41#3 Media 39 28,67 23,17 8,17 52 10,5 14196 3,33 3
D.E. 8,54 2,75 2,25 1,15 8,85 0,5 55,96 0,58 0
A41#4 Media 51,5 24,5 33 9,75 68,25 16 203,4 3 3
D.E. 19,09 0,71 1,41 0,35 10,96 141 173,15 2 1,73
A41#6 Media 49,33 25,33 32,33 9,5 68,33 13,5 217,2 3,33 3,67
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A41#8

B229

C29#10

C29#3

C29#5

C29#6

C29#9

CA#4X

C46#1

C46#2

C46#4

C46#5

CA6#7

Co6#1

Co#2

Co#7

Co6#8

C6#9

CyA1556

E13#10

E13#2

E13#3

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

11,02
49,33
10,07
31,67
9,5
43,33
5,77
36

47,67
2,52
34,67
5,51
39
7,21
19,33
7,37
50
13,75
40,67
9,02
36
6,08
27
6,56
54
10,39
50
4,58
51,67
6,66
52,67
9,45
38,33
19,35
51,67
5,77
42
7,21
36,33
9,02
42
21,21
55,67

0,76
21,17
2,75
35,5
8,66
25,67
2,02
29,5
2,65
25,17
9,29
32,33
5,25
23,5
4,09
15,5
3,91
27
1,32
25
5,07
27,17
9,83
9,17
3,33
19,83
8,1
21,5
2,29
20,17
7,85
15
15
17
10,33
20,83
6,66
36,83
5,51
15,67
3,51
23,5
3,54
25,17

9,29
36
3,28
26,33
6,25
255
4,77
22,83
3,18
31,33
3,51
26,67
1,61
30,67
8,46
19,5
1,32
32,5
2,18
24,33
1,04
27,83
3,79
22,5
0,87
31,5
4,92
33,67
4,54
36,5
4,44
32,5
8,54
25,33
3,79
35,67
13,7
35,5
3,5
28,67
6,29
28
8,49
38

0,5
8,67
0,76
8,83
0,29

8
1

7,5
0,87
6,17
1,26

0,87

9,17
1,04
10,33
1,53
7,17
0,29
10
0
9,17
1,04
10

9,33
0,76
8,25
1,06
9

4,37
49,17
8,75
61,33
3,88
57,67
6,33
55
2,65
58,17
7,37
59,5
2,6
56,17
5,69
29,33
2,08
62,83
12,27
50,33
3,01
58,5
7,07
sd
sd
70,75
2,47
61,67
5,75
54
9,9
52,5
2,83
63
2,12
60,17
6,9
66,83
9,93
60
0
67
0
71,67

0,87
10,83
1,26
12,67
1,15
13,5
1,32
12,33
1,04
11,33
1,44
12,5
0,87
14,17
1,76
10,17
2,47
14
15
12,67
0,29
15,25
1,06
sd
sd
15,75
0,35
13,5
0,5
15
0
10,5
0,71
13
0,71
14
0,87
15,17
1,04
12
0
12,5
0
13,33

34,5
241,08
54,98
84,61
60,19
195,7
124,4
120,33
81,5
169,1
124,33
114,76
28,98
191,39
113
10,45
9,45
262,45
128,46
119,32
82,87
146,55
154,13
15,07
1,58
224,71
133,43
258,87
161,04
241,92
153,13
183,09
146,44
120,02
138,93
164,73
112,26
317,48
152,6
205,46
77,06
104,98
51,71
299,93

O NEF WO B~ P

e
[
0
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E13#4

E13#7

E41#10

E41#11

E41#2

E41#3

E41#7

E8#1

E8#10

E8#11

E8#4

E8#7

F13#11

F13#2

F13#3

F13#6

F13#8

F47#1

FA47#5

F47#6

F47#8

F47#9

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

9,29
43,33
14,64

51

8,54
38,67

5,69

36

7,94
51,67

5,13
41,33

8,08
38,33

5,77

49

6,56

35,5

9,19

20

7,07

27

8,54

32,5

3,54
52,33

3,06
55,67

6,03
48,33
12,58

42
10,58
55
13,23
42,67
3,06
40
7
40
5
39

3,61
42,67

6,21
24
9,64
22,83
2,02
17,5
2
24
8,26
13,33
0,76
19,67
1,15
17,67
1,76
25
3,28
13
1,41
13,25
7,42
19,83
5,75
11,5
1,41
23,17
4,75
25,17
7,51
23
1,32
23,67
1,04
22
1,32
28
6,73
23,67
6,81
25,17
4,93
31
6,14
35,33

2,78
34,5
9,12
28,17
4,25
31,5
6,5
27,33
4,25
40,33
6,43
32,83
6,66
28,83
6,33
32,33
8,25
27
0,71
19,25
4,6
25,83
4,25
25,5
2,83
37,5
4,77
37,17
7,52
31,83
1,61
28,5
4,58
34,67
6,43
30,5
1.8
24,33
3,4
30
1
28,5
2,18
26,83

0,87
8,33
0,76
8,67
0,29
10

0,5
8,33
2,47
9,83
0,29

8,17
1,61

1,41
6,25
1,77
7,17
1,89
6,5
0,71
9,17
0,76
9,33
0,58
9,5
0,87
8,67
0,76
9,33
0,58
9,17
0,76
8,5
0,87
8,67
0,76
8,17
0,76
8,33

11,02
63,17
21,1
65,17
5,92
40,83
5,75
57
7,7
43,5

57,17
53
56,33
9,5
59,83
6,35
40

18
2,83
34,75
2,47
37

58,83
4,86
75,17
8,84
64,17
5,8
61
11,76
68,5
14,6
60
8,41
48,5
11,79
61,67
6,83
58,67
4,54
63,67

0,29
13,17
2,75
12,67
0,76
10,33
0,58
12,67
0,76
10,5

12,33
2,89
12,5

0,5

11,17

2,93
10

6,75
1,06
8,83
2,25
11

14
0,5
13,5

11,83
1,15
14,17
2,57
13
1,32
15,67
1,15
11,5
2,78
12,83
0,58
12

12,67

151,04
243,54
138,74
217,37
141,62
149,46
88,34
116,2
66,86
179,14
51,17
88,19
104,23
132,59
80,85
296,18
51,62
81,32
66,58
37,24
1,21
28,39
10,7
25,89
2,72
278,01
206,33
388,97
2174
210,97
52,96
199,53
163,09
370,35
294,85
125,42
81,49
103,9
134,49
100,21
74,11
195,97
139,98
144,91

0,58
3,33
1,15
3,33
1,15

Wk, N -

1,67
1,15
2,33
1,15
3,33
0,58

0,71
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Gl1#2

G1l1#4

G11#6

G11#7

G11#9

G19#10

G19#2

G19#3

G19#6

G19#7

G24#1

G24#10

G24#11

G24#2

G24#8

H11#1

H11#2

H11#3

H11#6

H11#8

H12#1

H12#10

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

6,11
42,67
8,74
36
8,19
51,33
7,09
46,33
6,03
51,67
18,93
45
7,07
42,67
17,67
46
13,89
45,67
11,59
36
6
49,67
6,66
48
5,29
44,33
7,51
48,33
115
48,33
11,55
54,67
4,51
40,67
16,92
47,67
10,21
49
6,56
45,67
9,29
59
6,56
57

5,35
23,83
9,81
18,5
9,12
21
6,95
29
4,92
21,33
5,48
17,25
10,96
22,83
4,01
15
2,65
23,5
4,58
19,67
4,07
17,67
53
22
0,87
31,33
2,52
17,33
1,04
20,83
5,75
26
2,78
23,67
11,47
26,67
2,36
28,17
3,79
28,5
6,08
27,33
6,6
27,67

5,39
32,67
10,37
27,83

1,76

88

6,73

36,67
4,8
39,83
16,65
29
0
33,67
13,82

30,5

2,18
32,83

6,53

31,5

2,18

30
15

28,5

4,09
33,33

3,06
34,83

5,25

35,5

25
34,5
4,77

28
4,58
36,5

2,6

29,33

3,88

85

11,14
46,83
19,53
42,67

0,29
7,17
0,29
7,83
1,53
9,17
2,02
8,5
1,32

0,5

8,5
1,73

9,17
0,29
7,33
0,58
9,17
0,29

0,5
7,83
0,29
8,83
0,76

9

1
8,83
1,26

9,5

0,5
8,33
0,76
8,67
0,58

8,5

0,5

10,17
0,29
9,33

1,15
53,33
13,77
58,67
10,98
62,67

8,02

65

9,85
64,33

7,08

58,5

0
43,67

21,3

70,25
53
64,17

2,75
45,67

2,52

52,5
12,99
58,67
11,02
57,17

4,54
54,33

9,46
64,17

9,61

65

7,55
74,25

3,18
70,67

6,71

68

5,89

66

2,29
91,67

5,39

76,5

0,76
12,83
2,25
11,67
2,31
11,17
0,29
10
3,61
12,5
1
14
0
11,17
2,08
14
0,71
12,5
1
10
0,87
11,83
2,02
12,17
1,53
11,33
0,29
12
15
13,67
2,52
11,83
1,53
14,25
1,77
13,67
1,04
15,33
0,58
12,83
0,58
18,17
1,76
16,5

86,47
117,81
122,52

86,51

54,62
167,32

47,03

222,4
167,62
310,98
253,06

169,2

58,49
191,89
222,68
238,38
153,42
283,38

80,66
153,16
150,98
193,32

98,45
204,88

22,18
364,84
166,48
187,15

79,33
213,68

50,02
254,52
144,27
156,89
130,09
124,43
107,08
291,42
135,47
227,59
155,27
490,46
300,43
407,91
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H12#4

H12#6

H12#9

H21#10

H21#3

H21#4

H21#6

H21#8

H29#10

H29#11

H29#2

H29#3

H29#6

148#1

148#10

148#4

148#8

148#9

J10#10

J10#2

J10#3

J10#6

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

2,65
47,67
3,21
42
5,2
56
4,58
60,67
8,96
58,33
5,69
43
1,41
51
4
48,33
2,89
48
7,21
36,33
9,29
58,67
10,12
48,67
14,22
61,67
1,53
42
6,24
39
8,72
44
11,53
33,5
2,12
46

50

55,33
0,58
41
4,58
60,67

2,75
23,67
4,86
24
541
23,17
2,02
19,17
4,16
16,67
6,25
14,25
1,06
17,67
3,01
24
541
20,5
1,8
23,67
5,06
18,67
3,82
19,83
6,83
19,83
0,58
24,83
3,79
28
6,14
24,5
2,78
20,25
8,13
26,5
0
25,67
3,82
15,83
1,15
14,83
4,16
19,33

3,4
32,33
2,75
30,17
2,57
37,67
5,35
51,5
5,57
40,67
3,06
29,25
6,01
42,5
9,37
355
3,46
27,33
1,53
26,83
6,29
33,33
8,55
33
4,77
54,67
2,93
335
5,22
30
11,17
37
11,14
31,5
8,49
35,67
1,53
39,5
3,61
41
7,47
33,17
7,02
38,67

0,76
9,17
0,58
9,17
0,58
9,33
0,58
8,83
0,58

0,5
6,25
0,35
8,67
0,76

9,5

0,5
7,17
0,58
7,17
1,26
8,67
0,58

0,5
9,33
0,58
9,67
0,29

2,6
8,83
0,29
9,75
0,35

11,33
1,15
9

0,5
9,17
0,58
8,17
0,76

10,17

6,54
67
5,22
64
6,36
73,5
9,1
80,67
5,48
58,25
3,89
40,75
6,01
67
4,95
65
1,8
59,67
8,43
47,67
6,83
60
6,06
64,67
13,14
73
2,18
50,5
7,78
51,83
7,75
56,83
10,07
53,25
10,96
53,67
7,77
75,17
1,76
49,17
2,36
41
13,31
73

1
13,17
0,58
12,5
0,71
14,5
1,32
14,33
0,58
12,83
1,61
11,25
1,77
12,83
0,76
14,83
0,58
11,5
0,5
11,17
1,15
15,17
0,76
14,83
1,44
12,83
0,58
12,67
3,01
11,17
2,84
13,17
1,15
9,5
0,71
12,83
0,58
15
0,87
12,5
1
9
1,32
16,33

63,83
161,87
120,23
167,39
109,79
333,97
158,09
479,95
123,71
251,56
102,83

99,99

64,28
216,41

26,54
355,25

52,53
258,02

10,04
137,76
103,23
389,86

21,05
212,64
117,57
453,96

99,68
243,88
105,06

164,7

88,58
250,88
123,66
122,41

27,42
294,79
160,95
151,59

73,69
155,04

74,5

80,21

49,89
326,45

0,58
1,67
0,58
2,67
0,58

N O W o b -

3,33
0,58
4,33
0,58

2,33
0,58
4,67
0,58

4,67
0,58
2,67
0,58
2,33
0,58
2,67
1,15

2,5
0,71

2,67
0,58
2,67
0,58
2,33
0,58
4,67
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J10#9

J13#10

J13#2

J13#5

J13#7

J13#9

J18#1

J18#4

J18#5

J18#6

J18#9

JA42#1

J42#10

JA42#5

JA2#7

JA42#8

K19#10

K19#11

K19#5

K19#7

K19#8

L25#1

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

7,51
35
0
54,67
9,29
45,67
1,15
38,33
5,77
50
8,66
41,33
5,51
40
13,45
58,33
10,69
46,33
5,51
27,33
4,62
50,33
4,16
30,33
9,07
42,67
15,04
63,33
2,89
47
2,65
49
5,29
43
3,46
24,33
2,89
41,33
5,51
32,33
6,43
33,67
7,77
47

1,61
9,5
0
24,17
1,53
22,83
0,76
13
3,5
12,33
5,03
20
3,01
22,67
5,97
24,67
5,75
29,67
34
13
10,48
16,5
1,32
21,67
7,23
31,5
3,61
21,5
3,28
14,67
6,17
27,67
6,93
29,17
4,54
25,17
9,09
27,83
10,54
25,67
7,32
27,83
1,53
22,17

4,8
25,5
0
40
4,82
38
1.8
34,83
1,89
40,5
6,54
37,17
5,75
28,17
2,57
32,83
14,51
36,5
0,5
27,5
6,06
30,33
7,75
24,5
0,87
32,67
7,15
38,5
5,57
35,33
1,04
34,17
3,33
31,17
1,04
20,67
1,15
27,67
3,69
27,5
7,81
28,17
3,75
32,17

0,29
10

7,17
0,58
9,5

7,33
0,76
8,33
1,04

0,5

0,5
7,67
0,76
8,33
1,04
6,83
0,76
8,83
0,58

7,5

0,5
9,83
0,29

10,67
0,76

7,5

0,5
9,33
0,29

8,5

0,5
5,17
0,29
7,83
0,29

7,5
2,29
7,67
0,29
9,17

6,56
36

57,5
2,29
58
0,87
44,33
7,57
61,25
15,2
54,67
3,51
63,17
12,5
75,33
12,79
73,33
6,25
44,25
0,35
56,33
2,57
38,5
4,77
67
9,85
68,67
1,04
47,83
14,63
60,75
2,47
62,67
5,58
43,75
8,84
63,33
8,81
52,5
2,12
62,67
8,08
63,17

1,53
10

14
1,32
14,83
1,76
15,5
0,87
14,25
3,18
15
1,32
115
2,18
11,83
3,33
16,67
0,58
11,5
0,71
10,33
1,44
11,83
2,93
14,5

13,33
0,76
10,17
0,29
11,75
0,35
12,83
1,15

0,71
11,5
0,5
11
1,8
13
0,5
14,5

187,23

281,45
118,25
136,67
53,24
51,17
18,3
128,44
87,33
217,74
120,85
213,05
210,99
200,51
64,24
232,05
103,62
22,55
13,72
145,67
83,61
27,99
34,01
254,47
177,14
268,28
151,17
135,53
81,71
282,09
226,09
193,14
109,64
47,01
21,81
169,93
70,7
73,19
29,35
60,21
31,4
207,43

1,53
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L25#10

L25#3

L25#5

L25#6

L45#1

L45#10

L45#2

L45#4

LA5#7

L5#1

L5#10

L5#11

L5#3

L5#7

Q3775

Q3776

Q3838

Q4064

Q4205

Q4294

SVv2893

SWSB

D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media
D.E.
Media

7,55
44,33
1,53
39
9,54
36
7,94
45,67
8,14
50,33
11,93
45,33
2,52
46,33
13,65
51,67
7,51
50,33
11,68
42,33
5,51
44,67
8,39
45
6,24
40,67
6,03
29,33
14,01
43
11,53
37
2,65
20,33
3,06
35,67
9,29
43,33
12,01
30,67
12,01
42,67
10,69
54,67

1,15
24,33
6,05
27,67
6,83
26,5
9,26
25,83
9,22
21,83
8,95
26,33
7,02
22
8,19
26
3,91
27
8,76
21,33
3,82
25,5
4,77
26,67
6,03
25,67
5,62
15,83
8,39
32,83
1,53
38,5
3,28
30
4
34,83
5,62
32,67
2,75
32
7,94
35,67
7,77
27,67

1,76
33,33
7,08
29,17
4,62
30,33
4,37
29,83
9
33,5
6,61
33,33
7,25
36,5
12,49
39,67
4,19
30,5
2,65
30,17
5,75
32,83
7,69
32,17
5,75
31,83
13,65
25
9,1
26,33
5,03
29,67
4,19
17,67
2,08
29,33
3,62
25
3,77
26,5
55
29,83
511
37,17

1,76
8,33
0,76
8,33
0,29
7,83
1,04
7,5
0,87
8,33
0,76

0,87

8,33

0,29
8,5

8,5

0,5
8,33
0,29
8,83
0,29
8,83
0,29
8,17
0,76

0,5
9,17
0,58
8,33
0,29

5,5

0,5
9,33
0,29
8,17
0,58
8,83
1,04
9,17
0,76
8,33

5,51
67
2,78
62,17
3,82
55
5,27
53,5
10,83
65
8,85
64,17
2,08
64,17
18,91
73,5
3,97
63,5
9,99
65,67
11,37
60,83
5,01
62,83
11,34
59,33
5,97
67

70,83
4,25
59,33
3,51
46,67
1,53
58,17
9,02
64
3,61
53,67
4,65
69,5
3,77
62,33

0,5
13,83
2,52
12,17
0,76
12,33
0,76
11,67
1,04
12,83
1,61
14
1,73
12,83
1,26
15,83
0,29
14
0,87
13,83
0,76
14,67
1,04
15,33
1,04
11,83
1,53
14

14,5

1,32
14
0,5

0,87
15,17
1,44
13,33
0,76

135

14,83
1,04
14,33

104,54
280,25
154,74
171,58
75,04
186,87
50,78
307,69
84,41
204,4
56,86
193,4
44,18
219,73
137,29
280,33
141,79
199,02
136,89
192,15
43,41
305,56
61,19
316,36
148,12
289,56
127,86
147,83
2544
215,03
137,96
266,54
152,25
120,33
112,3
172,07
161,42
119,97
71,69
82,34
67,41
201,97
140,57
328,09

1,73
3,33
1,15

2,33
0,58

W Rk W

2,33
1,53

1,73

1,73
3,33
0,58
3,33
0,58

R A O

2,5
2,12
2,33
0,58
2,33
1,15

2,67
0,58
2,33
0,58
2,33
0,58

3,33
1,53
2,33
0,58
2,67
1,15
3,67
0,58
2,67
0,58
2,67
0,58

3,67
1,15

2,67
0,58

3,33
0,58
2,67
0,58

3,33
0,58
2,67
0,58
1,33
0,58
2,67
0,58

1,67
0,58
3,67
0,58
3,33
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TB86

V14327

D.E.
Media
D.E.

D.E.

17,62
23,33
5,77

Media 28
10,58

3,75
25,67
5,53
33,5
15

4,25 0,29
20 7,5
2 0
88 9

3,12 0

4,07
46,83
5,51
51
2,18

0,58
9,33
0,29
12
1,73

97,65
50,42
52,44
137,59
57,15

1

2

1
3,33
0,58

0,58

1,67

0,58
3
0

Tabla V. Analisis de la variabilidad morfo-agronémica en los GTAN, GTSE y PTSS de P.
notatum. Poblacién, variable analizada, numero de individuos evaluados, media, desvio
estandar, coeficiente de variacion, minimos y maximos.

Poblacion Variable n Media D.E. CVv Minimo Maximo
GTAN Altura 30 33,43 10,68 31,95 17 55
GTAN Diametro 30 33,53 591 17,62 20,5 42
GTAN L. Hoja 30 27,42 6,32 23,03 16 39
GTAN A. Hoja 30 8,57 1,28 15 5 10
GTAN A.E.F. 30 58,42 9,68 16,57 40,5 74
GTAN L. Racimo 30 12,82 2,78 21,7 6 16
GTAN MS 30 164,84 128,14 77,74 15 491,36
GTAN Tol. frio 30 2,5 0,73 29,24 1 4
GTAN Rebr. inv. 30 2,6 0,97 37,25 1 4
GTSE Altura 9 39,11 19,27 49,27 11 75
GTSE Diametro 9 25,28 8,23 32,55 11 35,5
GTSE L. Hoja 9 27,22 8,36 30,69 18 41,5
GTSE A. Hoja 9 7,5 1,17 15,63 6 8,5
GTSE A.E.F. 9 51,89 17,18 33,11 27 68
GTSE L. Racimo 9 12,61 2,3 18,25 8,5 15
GTSE MS 9 152,84 152,37 99,69 4,02 396,86
GTSE Tol. frio 9 1,89 0,78 41,39 1 3
GTSE Rebr. inv. 9 2,56 1,01 39,67 1 4
PTSS Altura 408 44,79 10,59 23,65 15 71
PTSS Diametro 408 22,6 6,74 29,83 4 41,5
PTSS L. Hoja 408 32,44 7,46 23,01 14,5 68
PTSS A. Hoja 408 8,53 1,21 14,2 5 12
PTSS A.E.F. 367 59,83 11,72 19,59 16 95,5
PTSS L. Racimo 371 12,85 2,11 16,42 6 20
PTSS MS 410 195,49 132,66 67,86 0 730,43
PTSS Tol. frio 411 2,65 1,17 44,06 1 5
PTSS Rebr. inv. 408 2,81 1,06 37,59 1 5
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Tabla VI. Fuentes de variacion (p-valor) para cada una de las variables morfo-agronémicas
evaluadas en la PTSS de P. notatum.

Variable Fuente de variaciéon

Genotipo Bloque

Altura <0,01 <0,01

Diametro <0,01 0,01

L. Hoja <0,01 0,22

A. Hoja <0,01 0,79
A.E.F. <0,01 <0,01
L. Racimo <0,01 <0,01
MS <0,01 <0,01
Tol. frio <0,01 <0,01
Rebr. inv. <0,01 <0,01

Tabla VII. Andlisis de la varianza para las distintas fuentes de variacion y sus interacciones
en la evaluacion de la produccion de semillas.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4874495 174 280,14 4,12 0,0004
Método de polinizacién 11208,48 1 11208,48 164,8 <0,0001
Genotipo 26539,37 76 349,2 5,13 0,0001
Afio 3801,9 1 3801,9 55,9 <0,0001
Método de polinizacién*Genotipo 5479,37 76 72,1 1,06 0,4658
Método de polinizacién*Afo 313,24 1 313,24 4,61 0,045
Genotipo*Afio 1402,59 19 73,82 1,09 0,4301
Error 1292,28 19 68,01
Total 50037,23 193
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Tabla VIII. Produccion de semillas en condiciones de autopolinizacion y polinizacion abierta
en genotipos de la PTSS (2014, 2015 y 2016), y en genotipos tetraploides sexuales
experimentales y diploides (2016).

Afio Genotipo Autopol. Pol. Abierta
2014 A29 #2 0,0 10,0
2014 A48 #1 0,0 51
2014 A48 #8 0,0 0,0
2014 B19 #6 19,8 53,0
2014 B19 #8 12,7 42,2
2014 B19 #11 6,5 17,4
2014 E8 #9 0,0 4,7
2014 E13 #8 0,9 9,2
2014 E41 #7 0,8 25,7
2014 H13 #2 25,2 60,9
2014 HA47 #2 16,1 18,1
2014 H47 #6 6,1 20,4
2014 J10 #10 22,3 39,0
2014 J18# 2 12,7 35,9
2014 J42 #2 14,3 31,9
2014 K6 #2 8,8 46,6
2014 K29 #5 11,0 39,7
2014 K46 #2 0,3 9,0
2014 L11 #4 0,8 11,5
2014 L12 #2 8,4 19,3
2014 L29 #3 15,7 16,1
2014 N24 #7 10,0 14,0
2014 N32 #9 3,3 9,5
2014 N35 #5 6,5 24,8
2014 O11 #6 2,1 8,6
2014 019 #8 12,7 23,4
2014 024 #2 10,6 44,3
2014 P5 #3 3,9 9,9
2014 P25 #4 10,3 18,4
2014 P45 #4 3,8 9,0
2015 A48 #8 2,6 37,7
2015 B19 #6 20,5 69,0
2015 B19 #8 19,9 44,3
2015 B19 #10 22,7 49,7
2015 E8 #9 7,0 22,3
2015 E13 #8 13,4 45,2
2015 E41 #7 3,1 314
2015 H47 #1 31,9 31,1
2015 H47 #11 12,7 44,2
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2015 J10 #10 22,3 50,3

2015 J18# 2 34,2 28,5

2015 J42 #6 63,5 53,7

2015 K29 #3 34,0 58,8

2015 K46 #3 16,7 31,4

2015 L12 #10 13,5 19,6

2015 N24 #7 32,2 38,6

2015 N35 #4 30,2 51,3

2015 011 #6 16,4 43,4

2015 024 #8 9,8 32,2

2015 P25 #4 21,8 38,8

2016 A48-1 1,2 2,8

2016 A48-8 0,0 4,1

2016 B19-11 0,0 4,8

2016 E13-2 53 8,7

2016 E8-1 7,9 8,5

2016 H47-6 15 18,6

2016 J13-2 34,6 51,3

2016 J42-5 22,5 29,4

2016 K46-1 26,2 47,2

2016 L11-8 27,4 51,9

2016 L21-3 18,1 51
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2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016

N32-11
N35-5
N41-3
011-2
019-3

024-11

P25-10
P45-7

P5-3
C4-4x

Q4205

SWSB
Hojs 398
Tifton 9

31,8
21,4
24,1
11,5
25,2
24,6
16,0
20,5
7,5
3,4
12,0
14,3
24,5
9,0

46,9
34,1
36,6
9,6
40,0
18,8
28,7
38,1
21,6
12,3
24,8
30,3
59,2
43,5

Tabla IX. Porcentajes de semillas y de germinacién en los cruzamientos de prueba entre 11
genotipos maternos de la PTSS y los padres apomicticos cv. Boyero UNNE y cv. Argentine.

Madre Padre

! Boyero UNNE Argentine

% de semillas % germinacion % de semillas % germinacion
A24#T 31,7 91 | 47,4 53
A41#2 41,6 57 21,0 93
C46#3 31,7 83 | 29,8 65
Cé#2 21,2 66 35,5 60
E13#8 31,7 75 : 17,7 57
F13#2 | 31,6 46 5 45,8 67
G19#8 33,7 73 72,6 82
148#1 31,6 82 7,7 72
J18#1 21,2 76 28,5 70
K19#8 21,2 94 42,4 70
L25#4 11,4 78 48,9 70

172



