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_Cuanto?

_ tengo... veinte, dos de veinte.

_y... yotres de 22, dame una galletita.
_anotd 22

_ el mismo?

_ no otro individuo.

Tres meses depués...

_aver.., 20,20y 20, listo, ;y vos?
_tresde 21

_ no puede serl, es rarisimol

_es lo que veol!

Medio afio después...

_ 22,22y 22, terminamosl.

_ dio de altal, geniall.

_Y..te enteraste de algo?

_ Si..., se quedaron 200 afuera...

Kurtz: Do you call this an unsound method?
Willard: 1Idon’t see the method..., Sir.

(“Apocalipsis Now”, F. Coppola)

... the children are insane;

Waiting for the summer rain...

... This Is the end, beautiful friend

This is the end, my only friend

The end of our elaborate plans

The end of everything that stands ~ the end
No safety or suprise, the end.

(“The End”, Jim Morrison, The Doors)
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TASA DE TRANSMISION DE LOS CROMOSOMAS B

Las poblaciones de razas nativas de maiz presentan polimorfismos
numericos para cromosomas accesorios (B). Estos cromosomas B poseen una
herencia o transmision no mendeliana. Una de las caracteristicas del modo de
herencia no mendeliano es la variacién en su tasa de transmision (Tt = media
de Bs transmitidos a la progenie / nro. de Bs de los progenitores), de manera tal
que algunas progenies tienden a perder los cromosomas B y en otras los B

tienden a aumentar, comparado con la tasa de transmisién mendeliana.

Se analiz6 la progenie (Go) de 20 cruzamientos f.0Bx m.1B a partir de
una poblacién argentina de la raza Pisingallo, hallandose variacion en la Tt
masculina 0.17-0.98 (Tt media=0,52). Luego se seleccionaron durante 3
generaciones sucesivas las progenies que presentaron las mayores y menores
tasas de transmision masculina. Como resultado se obtuvieron dos grupos
significativamente diferentes, uno de alta Tt (0,65, 0,68 y 0,71) y otro de baja Tt
(0,41, 0,48 y 0,48), lo cual demuestra que la tasa de transmisién masculina de

los B esta sujeta a control genético.

Con el fin de establecer el modo de accién de los genes que regulan la
tasa de transmision se estudié: a) el comportamiento meiético de los B dentro
de los grupos seleccionados para alta y baja tasa de transmisién. b) el resultado

de los cruzamientos (G3;) entre ambos grupos, OB(alta) x 2B(baja) y



0B(baja)x2B(alta), y entre sus respectivos controles 0B(baja) x 2B(baja) y

OB(alta)x2B(alta).

Los estudios del comportamiento meibtico de los cromosomas B
realizados en individuos con 1B que difieren en su tasa de transmision (en la
poblacién parental VAV 6313) indicaron que, en general, el univalente B migra
precozmente a un polo, integrandose a uno de los nucleos resultantes. La
pérdida meidtica de los univalentes B fue escasa (3 a 8%) en los dos grupos de

baja y alta Tt masculina.

Los estudios del comportamiento meiético en individuos con 2B
seleccionados para alta y baja tasa de transmision, en las generaciones Gy, G
y G2, indicaron que en el 83,4 al 99% de las células los dos cromosomas B
formaron un bivalente. No se hallaron diferencias entre las frecuencias de
formacion de bivalentes B en plantas de baja y alta Tt masculina. La frecuencia
de micronucleos en los estadios telofase | - diada y telofase Il - tétrada fue
escasa (0 a 9,6% y 0 a 4,6%, respectivamente). Por lo tanto, el modo de accion
de los genes no implica la pérdida de los cromosomas B durante la meiosis del

grupo de baja tasa de transmision.

La tasa de transmision media obtenida de la progenie de los cruzamientos

OB(alta) x 2B(baja) (0,69) resultdé significativamente mayor que la Tt de los

cruzamientos 0B(baja) x 2B(baja) (0,48), no difiriendo significativamente de la Tt de
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0B(alta) x 2B(alta) (0,71). Por otro lado, la Tt obtenida de 0B(baja) x 2B(alta) (0,48)
fue significativamente menor a la Tt de OB(alta) x 2B(alta), no difiriendo
significativamente de la Tt obtenida de OB(baja) x 2B(baja). Estos resultados
indican que los factores que controlan la transmisiéon masculina de los B estan
genéticamente controlados por el receptor femenino con 0B. Ademas, debido a
que el progenitor femenino no posee Bs, puede concluirse que los genes que
controlan la tasa de transmision masculina se encuentran en los cromosomas A.
Algunos genotipos de los progenitores femeninos (de alta Tt) aumentan la
frecuencia con que la o6sfera con 0B es fecundada por el nucleo portador de los B,
mientras que esto no sucede con otros (de baja Tt), ocurriendo una fecundacion al
azar con una tasa de transmisién cercana a 0,5. Estos genotipos podrian estar
jugando un papel importante en el mantenimiento de los polimorfismos para

cromosomas B en la poblaciones.

COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS CROMOSOMAS B

El comportamiento meidtico de los cromosomas B se investigd en individuos

de las razas Amarillo chico y Pisingallo y en sus hibridos

La frecuencia de quiasmas de los cromosomas B se encuentra
positivamente correlacionada con la frecuencia de quiasmas de los A en la raza
Amatrillo chico. El analisis de la frecuencia de apareamiento de los B respecto de la
dosis indico que en esta raza la frecuencia de apareamiento de los cromosomas B

en individuos con 3B es notablemente menor que en individuos con 2B. Por otro



lado, en la raza Pisingallo los 3B poseerian una frecuencia de apareamiento

mayor, y no se modificaria por la frecuencia de quiasmas de los cromosomas A.

Los cromosomas B sélo pueden perderse en la meiosis cuando se
encuentran como univalentes. Esta pérdida meidtica se debe a tres razones
principales: 1) el univalente B se divide ecuacionalmente en anafase |; 2) el
univalente B permanece rezagado en anafase | ; 3) el univalente B migra a un
polo, pero no se integra a ninguno de los nulcleos formados en telofase |. Se
analizé la pérdida meidtica de los cromosomas B en relacién con su dosis. La
frecuencia de micronucleos en los individuos controles intrarraciales y en los
hibridos interraciales sin cromosomas B (0B) resulté muy pequefia cuando se la
comparé con individuos con cromosomas B. Por lo tanto, la presencia de

microntcleos sélo puede ser atribuida a los B.

Los resultados indicaron que los cromosomas B de los individuos de la raza
Amarillo chico se pierden con mayor frecuencia cuando se encuentran en simple
dosis (11,3 a 38,3%). En cambio cuando los B se encuentran en dosis mayores
que 1B, pueden aparearse y segregar correctamente durante anafase |,
permitiendo de esta manera su integracion en los nucleos resultantes de la telofase
I. En los individuos con 2B, la frecuencia de micronucleos en telofase |-diada es
baja en todos los individuos hibridos y controles intrarraciales de Amarillo chico y

Pisingallo (0 a 9,4%).



Los individuos con 3B de la raza Amarillo chico presentaron una mayor
tendencia a la pérdida meidtica (6,6 a 27,6%). La mayor frecuencia de
micronucleos se debe a que la frecuencia de apareamiento de los B en individuos
con 3B es significativamente menor que en individuos con 2B. Por lo tanto, la

peérdida meidtica aumenta a medida que aumentan los univalentes B.

La pérdida meiética de los cromosomas B es significativamente mayor en
los individuos de la raza Amatrillo chico que en los de la raza Pisingallo. En general,
la frecuencia de micronucleos en los hibridos interraciales fue intermedia respecto
de la frecuencia en cada una de las dos razas. En hibridos que portan un
cromosoma B de la raza Pisingallo transmitido por via materna, la pérdida meiética
resulté tan elevada como en los individuos de la raza Amarillo chico. De esta
manera, resulta poco probable que la elevada frecuencia de microntcleos
observada en telofase |-diada se encuentre asociada a los cromosomas B o a
algun efecto del citoplasma de Amarillo chico. En esta raza, la elevada pérdida
meidtica de los cromosomas B podria deberse: 1) a la presencia de genes en los
cromosomas A, que provocarian una mayor pérdida meiética de los univalentes B,

y 2) a una menor frecuencia de apareamiento de los 3B.

Palabras clave: Maiz, razas nativas, cromosomas B, transmision de los B, control
genético de la tasa de transmision, comportamiento meiético de los B.



ABSTRACT



B TRANSMISSION RATE

Native populations of maize show numerical polymorphisms for accessory
chromosomes (Bs). It is well known that B chromosomes have a non-Mendelian
inheritance. One feature of such mode of inheritance is the variation in the B
transmission rate (TR), in such a way that in some progenies the Bs tend to be
lost and in others they tend to be increased in number compared to Mendelian
expectation. This work was carried out in an Argentine population of the native
race Pisingallo. A variation in B-transmission rate was found (0.17 to 0.98, mean
TR=0.52). Afterwards, the progenies showing the highest and lowest male B-
transmission rate were selected along three generations. The results indicate
the presence in the 3 generations of two different groups of plants: high B-TR
(0.65, 0.68 and 0.71) and low B-TR (0.41, 0.48 y 0.48), and demonstrate the

existence of polymorphism for genes controlling the B-TR.

With the aim to understand the mode of action of these B-TR control
genes | have studied: a) the B meiotic behaviour of high and low selected
groups; b) the progeny (Gs) of crossing both groups, 0B(high)x2B(low) and

0B(low)x2B(high), and their controls 0B(low)x2B(low) and 0B(high)x2B(high).

The meiotic behaviour of individuals with 1B from the parental population,
which had a different B-transmission rate was studied. Scarce meiotic loss of Bs
was observed in the high and low male B-TR plants (3 to 8%). Studies of the

meiotic behaviour of Bs were carried out in individuals with 2B belonging to



different B-TR groups (high and low). These studies showed that the 2B are
homologous, can form a bivalent and have a regular meiotic behaviour. The low
frequency of micronuclei found in telophase |-dyad and telophase ll-tetrad (0 to
9,6% and 0 to 4,6%, respectively) indicated scarce meiotic loss of the two B in
the high and low male B-TR plants. Therefore, the mode of action of these

genes does not implicate a B-meiotic loss in the low B-TR group.

The mean B-transmission rate obtained from the progeny of
0B(high)x2B(low) (0.69) crosses was significantly higher than from 0B(low)x2B(low)
(0.48) crosses, and there was no difference with the B-TR from 0B(high)x2B(high)
(0.71). Besides, the B-TR obtained from 0B(low)x2B(high) (0.48) was significantly
lower than the one from 0B(high)x2B(high), and there was no difference with the B-
TR from OB(low)x2B(low). The former mentioned indicated that the male
transmission rate is genetically controlled by the 0B female parent, and that these
genes are located in the A chromosomes. Some genotypes (high B-TR female
parent) tend to increase the frequency of fertilisation by sperm with 2B, while others
(low B-TR female parent) do not; in these cases the fertilisation would occur

randomly resulting in a B-TR close to 0.5.

MEIOTIC BEHAVIOUR OF THE B CHROMOSOMES

The B-meiotic behaviour was studied in the races Amarillo chico and

Pisingallo, and in their interracial hybrids.
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It was found that there is a positive correlation between the chiasma
frequency of B-chromosomes and of A chromosomes in Amarillo chico race. The
analysis between B pairing and doses of Bs in this race indicated that, in 3B
individuals the B pairing frequency is significantly lower than in 2B individuals. On
the contrary, Bs from Pisingallo race would have a higher B pairing frequency and it

would not be modified by the A chiasma frequency.

The B-chromosomes may be lost in meiosis when they occur as univalents.
The meiotic loss can occur in tree different ways: 1) the B univalent splits mitotically
in anaphase I; 2) the B univalent lags in anaphase |; 3) The B univalent migrates to
a pole but it fails to integrate in to one of the telophase | nuclei. The relationship
between B-meiotic loss and B doses was analysed. The micronuclei frequency in
OB interracial hybrids and racial controls is very low when compared with the
frequency of individuals with Bs. Therefore, the existence of micronuclei can only

be due to the presence of B univalents.

The results indicate that the B-chromosome loss is higher in 1B individuals
than in 2B or 3B individuals in Amarillo chico race (11,3 to 38,3%). When Bs are
present in doses higher than one, they can pair and segregate in anaphase |, and
integrate in to one nucleus during telophase |. In 2B individuals, the micronuclei
frequency is low in telophase |-dyad in all hybrids and individuals from Amarillo
chico and Pisingallo race (0 to 9,4%). The 3B individuals from Amarillo chico

showed a higher B-meiotic loss than in the 2B ones (6,6 to 27,6%). This increase of
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micronuclei is due to the fact that the pairing frequency of 3B of Amarillo chico race
is lower than that of 2B. The B meiotic loss increases with the increase number of

B chromosomes.

The B-meiotic loss was significantly higher in individuals of Amarillo chico
race than in Pisingallo race. In general, the micronuclei frequency in hybrids was
intermediate considering both races. In hybrids with 1B coming from Pisingallo,
transmitted by the female side, the B-meiotic loss resulted as high as in the Amarillo
chico individuals. Therefore, it is unlikely that the high micronuclei frequency in
telophase I|-dyad is associated either with B chromosome or any Amarillo chico
cytoplasmic effect The high B-meiotic loss found in Amarillo chico race could be
due to the presence of genes in A-chromosomes of its individuals. These genes
would not obtain in individuals of Pisingallo. The presence of these genes and a
low 3B pairing frequency could explain the high B-meiotic loss found in Amarillo

chico race.

Key words: Maize, native races, chromosomes, B transmission, genetic control of

B transmission rate, B meiotic behaviour.
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CROMOSOMAS B

Caracteristicas generales

Los cromosomas extra o supernumerarios fueron detectados por vez
primera en el insecto Metapodius y los coledpteros Diabrotica soror y Diabrotica
punctata por Stevens (1908) y por Wilson (1906) (citado por Jones 1995), pocos
anos después del redescubrimiento de las leyes de Mendel y la consolidacion de la
hipétesis de Sutton y Boveri (teoria cromosdmica de la herencia). Este nuevo tipo
cromésomico presentaria como caracteristica principal que su transmision no
comporta de acuerdo con las leyes de Mendel. Algunos anos después se los
descubrié en maiz. Segun Randolph (1941), Kuwada en 1911 y 1915, en sus
pioneros estudios cromosémicos en Zea mays, concluyd que 24 era el numero
somatico de cromosomas puesto que éste resulté el numero comun a todos los
individuos de maiz dulce que él examind. Mas tarde, su interpretacién cambié al
reconocer que 2n=20 era el numero predominante en el maiz, y que la
descendencia de plantas con mas de 20 cromosomas recibe un nimero variable
de cromosomas (Randolph, 1941). Este mismo autor comenta que Longley (1927)
realiz6 diversas determinaciones del numero cromosémico en progenies de plantas
de maiz con numeros variables de cromosomas B. Sus resultados indicaron que
ellos se transmiten libremente a través de los gametos femeninos y masculinos, y
qgue los nUmeros transmitidos resultaron mas elevados que los que podria
esperarse de la combinacién gamética de los numeros parentales (Randoph,

1941).
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El término cromosoma B para referirse a los mencionados cromosomas

extra o supernumerarios, fue introducido por primera vez por Randolph en 1928
para distinguir esta forma de cromosoma supernumerario de los miembros del

complemento normal (cromosomas A). Desde entonces, se los ha descripto y

estudiado en muchisimas especies vegetales y animales. Actualmente se ha
determinado que estan presentes en mas de 1300 especies de plantas y cerca de

500 especies de animales (Jones and Puertas, 1993).

Los cromosomas B no son indispensables para la supervivencia de los
organismos portadores. Los efectos que los B producen sobre el exofenotipo en
muchas especies son, en general, débiles, y no suelen ser cualitativos sino
cuantitativos. Cuando los B estan presentes en dosis bajas los efectos pueden ser
neutros, mientras que en dosis altas los cromosomas B tienen siempre efectos
desfavorables. Por ejemplo, se ha observado en centeno que en dosis bajas hay
una aceleracion en la germinacion del polen y en la tasa de crecimiento del tubo
polinico (Puertas and Carmona, 1976). Por otro lado, los individuos portadores de
elevadas dosis de cromosomas B disminuyen su vigor y fertilidad (Mintzing, 1963,

Romera et al., 1989).

Ademas de los efectos sobre el exofenotipo, en muchas especies animales
y vegetales los cromosomas B influyen en forma considerable sobre el
endofenotipo, alterando la duracién del ciclo celular, la frecuencia y distribucion de

quiasmas (Remis and Vilardi, 1986), incrementando la cantidad de RNA nuclear y
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proteinas nucleares (Kirk and Jones, 1970). En ocasiones, estos efectos suelen
ser no proporcionales a la dosis de Bs, pues en dosis pares difieren menos
respecto de individuos sin B, que los que poseen dosis impares. Se propuso que
este efecto impar o en zig-zag se debe a una asociacion somatica de los B,
estando la actividad genética controlada por este apareamiento, mientras que en
dosis impares siempre un B somatico estaria desapareado y genéticamente activo
(Jones and Rees, 1982; Carlson, 1978). Los cromosomas B, en general, parecen
ser portadores de pocos genes funcionales y no resultan vitales para el organismo.
Se ha demostrado, sin embargo, la presencia de genes reguladores, como en el
caso de Scilla (Liliaceae), donde los patrones isoenzimaticos de la actividad

esterasica se ven alterados (Rejon, et al.., 1980, 1987, Oliver et al., 1982).

Herencia

La herencia de los cromosomas B es usualmente no-mendeliana. En
general, ellos se mantienen en las poblaciones por mecanismos de acumulacién
que varian entre las especies; de esta manera tienden a incrementarse
naturalmente en la descendencia, provocando un impulso. El impulso es una
desviacion de la tasa de transmision esperada de los B de acuerdo con las leyes
de Mendel. Segun sea el mecanismo de acumulacién, el impulso de los B puede

ser premeiético, meidtico o postmeiético.

El impulso premeidtico esta basado en el mecanismo de acumulacion

provocado por la no-disyuncion mitética y la multiplicaciéon preferencial de las
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células que contienen cromosomas B en los tejidos de la linea germinal (Matthews
and Jones, 1982). El nimero de Bs encontrado entre foliculos varia, y el nimero
de Bs de los foliculos es mayor que el de las células somaticas. En el saltamontes
Locusta migratonia los individuos que poseen 1B en las células somaticas
presentan en los foliculos células con OB y 2B, por no-disyuncién somatica de
células con 1B (Kayano, 1971). Las células espermatogoniales con 2B son mas
frecuentes que las que poseen OB y 1B. Esto se debe a que durante los estadios
tempranos del desarrollo del foliculo ocurre no-disyunciéon del B, seguida de la
inclusion de los 2B en las células destinadas a la formacién de la linea germinal.
Otro ejemplo de impulso premeiético en ortopteros lo constituye Calliptamus
palaestinensis (Nur, 1963), donde también ocurre una no-disyuncién preferencial

del B.

Contrariamente a lo antes descripto, en la mayoria de las especies
vegetales estudiadas el comportamiento de los B es regular en la mitosis. Sélo en
algunas especies los B se presentan como inestables durante las anafases
mitéticas. La inestabilidad puede ser al azar como en Allium cemuum (Grun, 1959)
y probablemente en todo el género Allium (Jones, 1995), y en el endosperma del
maiz (Alfenito and Birchler, 1990). Cuando la inestabilidad mitética de los B se
presenta de manera regular, podria constituir un mecanismo de acumulacion
provocando un impulso premeiético. En Aegilops mutica y Aegilops speltoides, los
cromosomas B sélo estan presentes en la parte aérea de la planta y no en sus

raices (Mendelson and Zohary, 1972; Cebria et al., 1994). En Crepis capillaris, la
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no-disyuncién de los B se produce en las lineas celulares que inician los érganos
florales; de esta manera, a partir de una planta con 1B se producen células con 2B
y OB, siendo las de 2B las que proliferan para dar origen a los tejidos reproductores

(Parker et al., 1989).

El impulso_meidtico estd basado en el mecanismo de acumulacién que

consiste en que un univalente B segregue preferencialmente durante la meiosis
para ser incluido dentro de los productos funcionales (Matthews and Jones, 1982).
Las hembras de Myrmeleotettix maculatus presentan un huso meiético asimétrico
que le permite al B orientarse en anafase | hacia el oocito secundario con mayor
frecuencia que hacia el cuerpo polar (Hewitt, 1976; Shaw et al., 1985). En
Pseudoccocus affinis, que posee cromosomas con centromero difuso y una
secuencia de divisién meidtica invertida (ecuacional seguida de reduccional), el
complemento paterno heterocromatico segrega en la segunda division hacia uno
de los polos y luego degenera; los espermatozoides se forman a partir del
complemento eucromatico materno. Cuando se transmiten Bs via paterna, estos
permanecen heterocromaticos hasta el final de la profase | y luego se
descondensan. Durante anafase | se dividen ecuacionalmente, y durante anafase
Il segregan preferencialmente con el complemento materno eucromatico (Nur and

Brett, 1988).

Un ejemplo de impulso meiético en plantas descripto por Kayano (1957) lo

constituye la meiosis femenina de Lilium callosum. El univalente B permanece
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fuera de placa la metafasica |, en direccion al extremo micropilar del saco
embrionario, debido a un huso meiético asimétrico; de esta manera queda incluido

dentro de la o6sfera en un 70% de los casos (Jones and Rees, 1982).

El impulso postmeidtico es el mas conocido en plantas. El mecanismo de
acumulacién involucrado consiste en no-disyuncion del B, durante alguna de las
divisiones mitéticas posteriores a la meiosis para formar el gametofito,
orientandose los dos B resultantes hacia los gametos funcionales. En centeno, la
no-disyuncién ocurre durante la primera mitosis del polen y durante la primera
mitosis del saco embrionario. Los dos cromosomas B resultantes de la no-
disyuncién se dirigen con mayor frecuencia hacia el nucleo generativo en el grano
de polen y hacia la o6sfera en el saco embrionario. En centeno, la no-disyuncién
es controlada mediante regiones (genes) del cromosoma B dos regiones
adyacentes al centrémero (sitios pegajosos, sticky sites) impiden la separacion de
las cromatidas, y una region distal sobre el brazo largo controla en posicion trans la
accion de las anteriores (Jones and Puertas, 1993). Los cromosomas B de maiz

poseen también este tipo de impulso, que sera desarrollado mas adelante.

En algunas especies sin impulso los cromosomas B no poseen mecanismos
de acumulacion, es decir que la herencia de los B es mendeliana. En Allium
schoenoprasum, mediante cruzamientos controlados no sélo se demuestra la falta
de mecanismos de acumulacion, sino también, en algunos individuos, la existencia

de la pérdida post-meiética de los B, o los posibles efectos de los B en la aptitud
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darwiniana del polen, con tasas de transmision iguales o inferiores a las esperadas

de un comportamiento mendeliano (Bougourd and Plowman, 1996).

Variacion en la tasa de transmision

Una de las caracteristicas del modo de herencia no-mendeliano de los
cromosomas B es la variacién en su tasa de transmision. Es decir, en algunos
individuos sus progenies tienden a incrementar el nimero de cromosomas B,
mientras que en otros tienden a perderlos. Por lo general, la tasa de transmision
varia dentro de las poblaciones. Suele existir un polimorfismo para genes que la
controlan o modifican, es decir genes pro- y anti-B. El control genético de la tasa
de transmision fue demostrado en especies animales: Myrmeleotettyx maculatus
(Shaw and Hewitt, 1985, Shaw et al., 1985), Pseudococcus affinis (Nur and Brett,
1988). En el primer caso se determiné la presencia de un gen modificador en los
cromosomas A, cuyo efecto es reducir el impulso meiético en la transmision
materna del B. En el segundo caso, los niveles de impulso de los machos se
encuentran bajo la influencia de genes de los cromosomas A, que pueden
modificar la tasa de transmision de los B. Estos genes pueden disminuir la tasa de

descondensacion de los B durante la meiosis de los machos.

Secale cereale fue la primera especie vegetal donde se seleccionaron
genotipos con alta y baja tasa de transmisién de los cromosomas B por el lado
femenino. Mediante cruzamientos 2B x 0B pudo obtenerse una gran ganancia

selectiva después de una generacion de seleccién (Romera, Jiménez y Puertas,



1991); por el lado masculino, mediante cruzamientos 0B x 2B, el progenitor
masculino (2B) proveniente a su vez de un progenitor femenino con 2B (2B / 2B),
transmiti® mas los cromosomas B que las plantas con 2B provenientes de
progenitores femeninos con 0B (0B / 2B). Respecto de los progenitores femeninos
con 0B, los provenientes a su vez de progenitores femeninos con 2B (2B / 0B)
forman una mayor proporcion de descendientes con Bs, que las plantas con 0B
provenientes de progenitores femeninos con 0B (0B / 0B). Este efecto, llamado
efecto de impronta materna (impnnting), hace que la transmision masculina de los
B sea mayor cuando los progenitores de los individuos involucrados en los
cruzamientos provienen a su vez de progenitores femeninos con Bs. Entonces, en
los cruzamientos 2/0 B x 2/2 B se obtiene la mayor tasa de transmision, y en los
cruzamientos 0/0 B x 0/2 B la menor, mientras en los cruzamientos 2/0 B x 0/2 By
0/0 B x 2/2 B se obtienen valores intermedios de transmisién. Este efecto materno
no fue hallado en la transmisién femenina, en cruzamientos 2B x 0B (Puertas et
al., 1990). La respuesta a la seleccién para alta y baja tasa de transmision
masculina fue menor que la obtenida para la transmisién femenina. Por el lado
femenino, la tasa de transmision esta controlada por genes en los cromosomas B,
mientras que por el lado masculino la tasa depende de genes en los B y del efecto
de impronta materna (imprinting) (Jones and Puertas, 1993; Jiménez et al., 1993).
La variacién de la tasa de transmision se encuentra afectada genéticamente por la

frecuencia de formacion de quiasmas entre los B (Jiménez et al., en prensa).
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En las especies Hypochoeris maculata (Parker et al., 1982) y en Aegilops
speltoides (Cebria, Navarro y Puertas, 1994) también fue demostrada la existencia

de genes de transmision.

Dinamica poblacional

La dinamica poblacional tiene en cuenta la interaccion de todas las fuerzas
que actlan para establecer y generar los polimorfismos equilibrados para
cromosomas B en las poblaciones. De acuerdo con los tipos de fuerzas
consideradas como principales en el establecimiento y mantenimiento de los
polimorfismos, se establecen dos modelos posibles para explicar su existencia y

mantenimiento en las poblaciones: heterdtico y parasitario (Figura 1, pag. 34).

Segun el modelo heterético los B se mantienen en las poblaciones por las
ventajas adaptativas que en bajas dosis les confieren a los individuos,
compensando las pérdidas debidas a la disminucién de la ventaja adaptativa de los
individuos que los portan en altas dosis. Ejemplo de este modelo es Allium
schoenoprasum, donde los B no poseen mecanismos de acumulacion; ellos se
mantendrian en las poblaciones porque en bajas dosis aumentan la tasa de
germinacién (Jones, 1995; Bougourd and Plowman, 1996). Sin embargo, los casos

que aportan evidencia al modelo heterético parecen ser excepcionales.

Seguln el modelo parasitario, los B sobreviven en las poblaciones por sus

mecanismos de acumulacion, que les proporcionan un impulso hacia la siguiente



generacién y que compensarian las pérdidas sufridas por la seleccion natural
contra los individuos con altas dosis. Ejemplos de este modelo son Myrmeleotettix
maculatus, Pseudococcus affinis y Secale cereale. En Myrmeleotettix maculatus el
polimorfismo equilibrado se mantiene como resultado entre el impulso meiotico
femenino y una fuerte seleccién contra los individuos portadores de 2B y 3B. Como
segundo factor modulador de las frecuencias de Bs, existen genes en los A que
modifican la tasa de transmision (modificadores, genes anti-B), su frecuencia y la
magnitud de sus efectos en diferentes poblaciones (Shaw and Hewitt, 1985; Shaw
et al., 1985). En Pseudococcus affinis, la frecuencia de equilibrio depende de un
balance entre el impulso meiético de los machos y la eliminacion por reduccion de
la eficacia reproductora de los portadores. El grado de impulso esta controlado por
genes en los A; estos genes pueden disminuir la tasa de descondensacion de los
B durante la meiosis de los machos, y por lo tanto su impulso. La distribucion de
estos genes anti-B en las poblaciones podria determinar las diferentes frecuencias

de equilibrio encontradas (Nur and Brett, 1988).

En Secale cereale se estudid la frecuencia de plantas con Bs a lo largo de
tres generaciones sucesivas, en poblaciones con diferentes frecuencias. Las
frecuencias naturales de Bs se mantuvieron constantes, indicando un polimorfismo
estable y que las poblaciones pueden poseer diferentes frecuencias de equilibrio.
Las diferencias en las frecuencias no se deben a ningun efecto diferencial entre las
poblaciones en la aptitud darwiniana de los portadores de B, ni a variacion

citoldgica de los B (Romera et al.., 1989). Se crearon cuatro poblaciones artificiales
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a partir de dos poblaciones con frecuencias naturales de 20% y 60% de Bs, dos
con sus frecuencias naturales (controles) y dos con las frecuencias cambiadas.
Las poblaciones control mantuvieron las frecuencias naturales, mientras que las
otras recuperaron sus frecuencias originales al cabo de tres generaciones. Esto
indica que las frecuencias naturales originales representan un polimorfismo estable
y balanceado, posiblemente debido al efecto de impronta materna (imprintig) y a
los genes presentes en los B que afectan la tasa de transmision. Las poblaciones
poseen diferentes frecuencias de los alelos que controlan la tasa de transmision;
este politipismo seria el responsable de las diferentes frecuencias de cromosomas

B en las poblaciones naturales (Romera, et al., 1991).

genes anti-B genes pro-B
tiende a disminuir
polrpprﬂsmu . la frecuencia de Bs
TMEEIEa para tiende a aumentar
cromosomas B 4 la frecuencia de Bs
ventaja / \ desventaja
adaptativa adaptativa
en hajas dosis en altas dosis

Figura 1. Posibles fuerzas que intervendrian en el establecimiento y
mantenimiento de los polimorfismos numeéricos para Bs.
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CROMOSOMAS B DE MAIZ

Caracteristicas generales

La existencia de cromosomas B en maiz fue determinada por primera vez
en 1911 por Kuwada en la variedad sweet com; mas tarde fueron descriptos en
diversas variedades comerciales tales como flint com, pop com, dent com y flour
com (Avdulow, 1933; Longley; 1938; Randolph, 1941). Los cromosomas B de maiz
son facilmente distinguibles de los cromosomas A, porque en las preparaciones de
metafases mitéticas se tifien mas intensamente y son mas pequefnos Yy
subtelocéntricos. Los B poseen una elevada proporcién de heterocromatina
(Carlson, 1986). Durante paquitene pueden reconocerse claramente sus regiones
heterocrométicas y eucromaticas. Poseen una regién heterocromatica
pericentromérica, una regiéon eucromatica adyacente que mide un tercio de la
longitud total del cromosoma, y una porcién heterocromatica distal dividida en

regiones mas o menos separadas (Randolph, 1941).

En maiz, los cromosomas B no producen caracteristicas fenotipicas
particulares cuando se encuentran en dosis bajas; sin embargo, presentan
diversos efectos genéticos, fisiolégicos y morfolégicos cuando se encuentran en
dosis elevadas (15-25 Bs) (Randolph, 1941). Estos efectos consisten en: 1)
reduccion de la fertilidad (granos abortados, con endosperma nulo o sin desarrollo

y 6vulos sin desarrollar), 2) disminucién del vigor, 3) mayor volumen de los granos
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de polen y aumento del porcentaje de granos abortados. Estos efectos
acumulativos de los B podrian deberse a la accién de genes especificos situados
en ellos o a la presencia de un mayor contenido de heterocromatina nuclear
(Randolph, 1941). También existe evidencia de que algunas plantas con bajo
numero de nudos paquiténicos heterocromaticos (Knobs) son mas fértiles cuando

tienen pocos B (Randolph, 1941).

En cuanto a la relacién con el endofenotipo en maiz, el aumento de los
cromosomas B produce: 1) La disminucién de la duracion del ciclo mitético; este
efecto, descripto también en Lolium perenne y Secale cereale, se acentia cuando
aumenta el numero de Bs, efecto que quiza no sea especifico de los B pues el
tamario celular, el volumen nuclear y la duraciéon del ciclo mitético son parametros
que tienen estrecha relacion con el contenido de ADN de muchas especies
(Carlson, 1978; Evans et al., 1972). 2) Aumento de la recombinacion de los
cromosomas A. Mediante translocaciones A-B se ha determinado que diferentes
porciones del B controlan el aumento del entrecruzamiento. Recientemente se
establecié que la region heterocromatica distal del cromosoma B posee un

pronunciado efecto sobre el entrecruzamiento (Carison et al., 1993).

Comportamiento meiético

En las plantas con 1B, el univalente B se distribuye al azar en la meiosis | y
ocasionalmente se pierde en el citoplasma (Randolph, 1941). Powers y Dahl

(1937) determinaron que de un total de 114 anafases observadas, so6lo en 4 el
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univalente B permanecié rezagado, y que en la mayor parte de los casos se
ubicaba préximo a uno de los polos; luego, en telofase |, se integraba a uno de los
nucleos en casi todos los casos. Durante la meiosis |l segregé regularmente, y el
50% de las microsporas recibié un cromosoma B (Randolph, 1941). Power y Dahl
(1937) observaron que, de un total de 148 células en metafase Il, sdlo en 7 el
cromosoma B no se orientaba correctamente en la placa ecuatorial, de un total de
67 meiocitos en telofase Il, ninguno mostré al B rezagado; y en 100 tétradas

observadas soélo 7 presentaron micronucleos en adicion a los nucleos normales.

La pérdida de cromatina durante la meiosis en plantas con 1B no es mayor
que la determinada en individuos con OB y 2B (Powers and Dahl, 1937). Segun
Carlson y Roseman (1992), la pérdida meidtica del B puede ocurrir de dos
maneras: a) el univalente B permanece rezagado en anafase |, quedando excluido
de los nucleos telofasicos, b) el univalente B se divide ecuacionalmente en anafase
I, y las cromatidas migran a sendos polos, quedando rezagadas durante anafase I

y provocando su consiguiente pérdida.

En las plantas con 2B, los B forman regularmente un bivalente durante la
profase de la primera division meidtica, el cual segrega durante la anafase |,
excepto cuando, en raras ocasiones, ocurre desinapsis y eliminacion en el
citoplasma; luego los 2B se dividen normalmente durante la meiosis Il (Randolph,

1941).



De estas observaciones Randolph (1941) asumié que, salvo raras
excepciones, las microsporas y los gametos masculinos deberian recibir un
cromosoma B. Por lo tanto, deberia esperarse que en la progenie de un
cruzamiento 0Bfx2Bm el nimero regular fuera 1B, con algunos ocasionales casos
de 0OB. El supuesto nimero de Bs presentes en las microsporas fue correcto: de
130 microsporas observadas 116 poseyeron 1B y 14 0B, y ninguna tuvo mas de
1B. Sin embargo el esperado numero de Bs en la progenie del cruzamiento
0Bfx2Bm fue erréneo, pues se obtuvieron 22 individuos con 0B, 37 con 2B y 2 con
4B y en ninguno se registré 1B. Sin embargo, las dosis de Bs obtenidas en la
progenie, a partir de los cruzamientos reciprocos 2Bfx0Bm, estuvieron de acuerdo
con el nimero de Bs esperado a partir de las observaciones realizadas en
microsporas (0B y 1B). De acuerdo con estas observaciones, Randolph (1941)
propuso que es posible que algun tipo de comportamiento anémalo de los B en la
division del nucleo generativo masculino fuese el responsable de aquellos

resultados inesperados.

En las plantas con 3B se determiné que de un total de 154 células
examinadas en diacinesis, 91 contenian un bivalente B y un univalente B, y 63 un
trivalente B. En anafase | dos B se dirigen a un polo, mientras que 1B se dirige al
otro. En los casos donde uno de los cromosomas B permanecid como un
univalente, éste migré precozmente a uno de los polos. La pérdida cromosomica

durante telofase | fue escasa, puesto que no se encontré cromatina fuera de los
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nicleos en formacion. En el estadio de tétrada pudo observarse pérdida

cromosoémica solo en 3 de 500 observaciones (Powers and Dahl, 1937)

Herencia

Los cromosomas B del maiz poseen impulso postmeiético durante la
formacion del grano de polen. La herencia de los cromosomas B a través de la via
materna es mendeliana; no se detectan mecanismos que provoquen impulso
positivo alguno. Randolph (1941) y Blackwood (1956) analizaron la progenie de los
cruzamientos reciprocos entre plantas sin Bs y plantas con uno y dos B,
determinando una transmision regular (mendeliana) a través de la via materna.
Pero, por la via paterna los B experimentaban el fendémeno de no-disyuncion

después de la meiosis.

Roman (1947) pudo de determinar inequivocamente la existencia de no-
disyuncién, utilizando translocaciones entre el cromosoma B y los miembros
regulares del complemento normal (A). Encontré que los B* (cromosomas
translocados con centromero del B y marcadores genéticos del cromosoma A)
sufren no-disyuncion regularmente en la segunda mitosis del polen, produciendo
células espermaticas con cero y dos B* Como resultado de la doble fecundacién
se producen semillas en las que el embrién y el endosperma difieren en la
presencia 0 ausencia de los marcadores genéticos llevados por los dos B*

Demostrd también que las células espermaticas portadoras de los dos BA
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aventajaban en la fecundacién de la o6sfera a los que carecen de Bs; a este efecto

se lo denomind fecundacion preferencial (Roman, 1948) (Figura 2, pag. 41).

Se interpreté que la no-disyuncién en la segunda mitosis del polen, junto

con la fecundacion preferencial por la célula espermatica portadora de los dos B,

constituyen el mecanismo de acumulacién necesario para generar el impulso

postmeidtico que incrementa el numero de Bs en una poblacion.

Se propusieron dos explicaciones para la fecundacién preferencial: 1) la
célula espermatica con los dos B posee cierta capacidad para fecundar a la
oosfera; 2) durante la no-disyuncién las dos cromatidas del B se orientan
preferencialmente hacia el nucleo espermatico destinado a unirse con la oésfera.
Carlson (1969) determiné que la primera hipotesis era la correcta. Utilizando
plantas con dos translocaciones diferentes (TB-9b y TB-4a) pudo seguir
genéticamente la no-disyuncion en la segunda mitosis del polen, no encontrando
evidencias para una migracion de los dos cromosomas B translocados hacia algun
polo especifico. Por otro lado, pudo determinar que los nucleos espermaticos con y
sin B migran al azar a través del tubo polinico. Este hecho también indicaria que no
existe una orientacion predeterminada para los 2B luego de la no-disyuncion (Shi

et al., 1996).

Entonces, el mecanismo de acumulacion en maiz consiste en dos

elementos: 1) no-disyuncién en la segunda mitosis del polen, y 2) fecundacién
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preferencial (dirigida) a la odsfera. El primer fenémeno puede ocurrir con
frecuencias muy elevadas (50 a 100%). Cuando un B sufre no-disyuncién durante
la segunda mitosis del polen, se generan dos nucleos espermaticos diferentes, uno
con dos Bs y otro sin Bs. La célula espermatica portadora de los dos B fecunda la
oosfera en aproximadamente 60 a 70% de los casos, mientras que la desprovista
de Bs se une a los nucleos polares, dando lugar al desarrollo del endosperma

(Figura 2, pag. 41).
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Figura 2. Impulso postmeiético masculino de los B de maiz.

Existen dos posibles razones que explicarian la fecundacion preferencial, un
efecto propio de la regién proximal de los B, o una ventaja no especifica conferida

a la célula espermatica por la presencia de cromatina extra. La naturaleza de esta
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ventaja es desconocida. No obstante, pudo encontrarse una linea de maiz cuya
fecundacion preferencial resultaba bloqueada cuando se la utilizaba como

progenitor femenino (Carlson, 1969, 1978; 1986).

Por otro lado, mediante la prueba de heterofecundacion, pudo determinarse
que los nucleos polares no intervienen en la fecundacién preferencial. Esta prueba
consiste en la seleccién de la descendencia cuyo endosperma fue originado por un
nucleo espermatico perteneciente a un grano de polen y el embrién por un nucleo
perteneciente a otro grano de polen. La heterofecundacion no afecté a la
fecundacion preferencial, es decir el nucleo espermatico portador de los 2B es el
que lleva ventaja en la fecundacion de la odsfera mientras que al nicleo sin Bs de
otro grano de polen no le queda otra alternativa que fecundar a los nucleos
polares. Por lo tanto, la fecundacién preferencial no se debe a una afinidad entre

los nucleos polares y el nucleo espermatico sin Bs (Carlson, 1970; Carlson, 1986).

Beckett (1982) propuso un segundo mecanismo de acumulacioén, utilizando
heterocigotos para translocaciones A-B. Los heterocigotos producen tres tipos de
granos de polen: A% B*: A B* A. Asumiendo que no hay pérdida meiética de B”, el
tipo A B* tendria menor frecuencia por la duplicacién génica, y considerando sélo
los tipos A® B* y A, éstos deberian poseer igual frecuencia de transmision (50%).
Sin embargo determind que el par cromosémico A® B” era transmitido con mas
frecuencia (56-59%) que A. Los granos de polen con el cromosoma B poseerian

mayor capacidad competitiva para la fecundacion.



Genes

La capacidad de los cromosomas B del maiz para llevar a cabo la no-
disyuncion esta controlada genéticamente por los propios B; por lo tanto, los B
tienen cierta independencia respecto de los cromosomas A en cuanto a la no-
disyuncién (Carlson, 1986). Mediante translocaciones A-B y deleciones en distintas
porciones del B Carlson (1986) demostré que existen cuatro regiones (genes) en
los B que controlan la no disyuncién. El B posee idéntica capacidad de no-
disyuncién que los B; sin embargo, la no-disyuncién solo era posible si el A®
estaba presente en el polen. La no-disyuncion no tiene lugar en un grano de polen
de constitucién genética A B* (Roman, 1949). Se encontré mas tarde que un
cromosoma B estandar puede sustituir al A® necesario para la no-disyuncion.
Estos hallazgos demuestran que la region distal eucromatica del B, llamada regién
1, es necesaria para inducir la no-disyuncién, actuando sobre la regién
centromérica. Puesto que puede actuar entre cromosomas tiene un efecto en trans

sobre la no-disyuncion (Ward, 1973; Carlson, 1986) (Figura 3, pag. 44).

Mediante diversas deleciones en la cromatina del cromosoma B, y
siguiendo genéticamente la no-disyuncidon mediante translocaciones A-B, se
determinaron otras tres regiones que controlan la no-disyuncioén del B. La region 2
corresponde a la eucromatina proximal y posiblemente a parte de la
heterocromatina centromérica, y posee un efecto trans, porque la presencia de Bs

intactos restaura la no-disyunciéon anulada por la falta de esta regién. La regién 3
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es el sitio correspondiente a la heterocromatina centromérica, donde las
cromatidas no se dividen y migran hacia el mismo polo durante la anafase; por lo
tanto, este sitio actua en cis durante la no-disyuncion. La regién 4 incluye el brazo
corto del cromosoma B: la falta de esta regién disminuye la tasa de no-disyuncion,
sin eliminarla completamente. Las regiones 1, 2 y 3 son esenciales para la no-
disyuncién, mientras que la regién 4 sélo aumenta la tasa de la no-disyuncion

(Figura 3, pag. 44) (Carlson, 1978; Carlson and Chou, 1981; Carlson, 1986).

BB heterocromatina
B eucromatina
I centromero

Figura 3. Las cuatro regiones que controlan la no-disyuncion del B

Los cromosomas B del maiz poseen genes que incrementan la tasa de
recombinacién de los cromosomas A en la microsporogénesis. Utilizando
translocaciones pudo determinarse que el aumento del entrecruzamiento en los
pares A A-B esta controlado por la porcion distal del cromosoma B (Carlson et al.,

1993). Los cromosomas B también suprimen su propia pérdida en la meiosis
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cuando se encuentran en dosis simple. Para que el univalente B migre durante
anafase | y se integre a un polo en telofase |, intervienen al menos las siguientes
dos regiones del cromosoma B: a) una regién heterocromatica distal, y b) una
region proximal (Figura 3, pag. 44). Si se delecionan algunas de estas regiones, el
B se pierde en la meiosis debido a: 1) quedar rezagado en anafase | y no incluirse
en ninguno de los dos nucleos en telofase I; 2) dividirse ecuacionalmente en la
primera meiosis y quedar rezagado en anafase |Il. La existencia de este sistema
genético no deberia sorprender, puesto que en maiz suele encontrarse a los B

como univalentes (Carlson and Roseman, 1992).

Los cromosomas B del maiz tienen al menos dos sistemas para reducir su
pérdida meidtica: 1) incrementando el entrecruzamiento para formar bivalentes, y
2) la presencia de mecanismos que suprimen la pérdida meidtica cuando se
encuentran como univalentes. La no-disyunciéon junto con la fecundacion
preferencial actuarian incrementando los B en las poblaciones de acuerdo con la
opinién de Roman (1948). Sin embargo, la no-disyuncién puede interpretarse como
un mecanismo que incrementa el numero de individuos con dos B en las
poblaciones, aun cuando la frecuencia de Bs sea baja, resultando una meiosis
regular debida al apareamiento bivalente en estos individuos (Carlson and

Roseman, 1992).



OBJETIVOS
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DESCRIPCION GENERAL

profundizar el conocimiento de los
polimorfismos numéricos para Bs
en las poblaciones nativas de maiz

. ‘

estudiar la transmisidn estudiar el comportamiento | ___
masculina de los B meidtico de los B
determinar si la transmision esta apareamiento de los B respecto “—

b sujeta a control genético de los quiasmas de los A y dosis

_»| modos de accidn de los genes en relacidn con el origen racial “—
que afectan la transmisidn de los individuos portadores

Ly ubicacidon de estos genes, en los estahilidad meidtica de los B !
cromosomas A o en los B en relacién con la dosis

TRANSMISION MASCULINA DE LOS CROMOSOMAS B

Nuestro grupo de investigacion determiné durante 1991-92 que existen, con
elevada frecuencia, polimorfismos numéricos para cromosomas B en las
poblaciones de las razas nativas de maiz. Estas son muy variables en cuanto a la
frecuencia de individuos con cromosomas B (0-94%). Con el fin de determinar los
modos de herencia masculina de los cromosomas B dentro de las poblaciones se

plantedé como primer objetivo:
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> Estudiar la transmisién masculina de los B, evaluando la no-disyuncién y la
variacion entre los cruzamientos 0Bx1B en la poblacién VAV 6313 de la raza
Pisingallo. Luego de finalizar con éxito este primer paso, se propuso como

segundo objetivo:

> Determinar, mediante dos generaciones de seleccion para alta y baja tasa
de transmision, si la variacién encontrada para la tasa de transmisién de los B en
Go en la poblacion VAV 6313 se debe a la existencia de un polimorfismo para
genes que afectan a la tasa de transmisién. Luego de la determinacion de la
existencia de genes que afectan la tasa de transmision, se planearon los siguientes

objetivos:

> Determinar, mediante el analisis meidtico de los B en individuos
seleccionados para alta y baja tasa de transmision, si los genes que afectan la tasa

de transmision influyen en el comportamiento meiético de los cromosomas B.

2> Determinar si los genes que afectan la tasa de transmisién se encuentran

en los cromosomas A o B.

=4 Determinar si los genes que afectan la tasa de transmisién actian en: 1) La
tasa de fecundacién por los nucleos espermaticos portadores de 2B, o 2) La
frecuencia con la que el receptor femenino con OB es fecundado por la célula
espermatica portadora de dos Bs. Esto Ultimo mediante la realizacion de
cruzamientos 0Bx2B entre los grupos de individuos con alta y baja tasa de

transmision de los cromosomas B.
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COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS CROMOSOMAS B EN
DIFERENTES RAZAS

Se investigd el comportamiento meiético de los cromosomas B en la raza
Amarillo chico y Pisingallo, y en los hibridos interraciales obtenidos entre ambas
razas. Con el fin de determinar el comportamiento meiético de los cromosomas B

dentro de las razas e hibridos se plantearon los siguientes objetivos:

» Analizar la frecuencia de quiasmas de los B en relacion con: a) la frecuencia

de quiasmas de los cromosomas A, b) la dosis de Bs, y c) el origen racial de los B.

> Evaluar la pérdida meidtica de los cromosomas B en relaciéon con el origen

racial de los individuos portadores de Bs.

> Evaluar la pérdida meiética de los cromosomas B en relacion con su dosis,

y en relacion con su frecuencia de quiasmas.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES EMPLEADOS

Los materiales empleados fueron las poblaciones pertenecientes a las razas

Pisingallo y Amarillo Chico VAV 6313 y VAV 6451, respectivamente.

La poblacion VAV 6313 cultivada por Ramén Humberto Rivera fue
coleccionada por C.L.M. Rosato, A.M. Chiavarino, y el Dr. C.A. Naranjo en Los
Tordillo, Piedras Blancas, Dpto. Ambato, Pcia. Catamarca, Argentina (1600 m). La
determinacion fue llevada a cabo por el Ing. Agr. J. Camara Hernandez, y se
conserva en el banco de germoplasma del laboratorio Vavilov (Facultad de
Agronomia, UBA) y en el Instituto Fitotécnico de Santa Catalina (UNLP). La
frecuencia de individuos con Bs en esta poblacién es 45.6% (Rosato et al.,

aceptado).

La poblacién VAV 6451 fue coleccionada y determinada por el Ing. Agr. J.
Camara Hemandez en El Condado, Dpto. Santa Victoria, Pcia. Salta, Argentina
(2000m). Esta poblacion se conserva en el banco de germoplasma del laboratorio
Vavilov (Facultad de Agronomia, UBA). La frecuencia de individuos con Bs en esta

poblacién es 59.1% (Rosato et al., aceptado).
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TRANSMISION DE LOS CROMOSOMAS B

Métodos citogenéticos

Las raices primarias de los granos de maiz fueron pretratadas con 8-
hidroxiquinoleina (0,02 M) durante 3 horas a 20 °C, y luego fijadas con etanol
absoluto: ac.acético glacial (3:1). La tincion de los apices se realizd6 con

hematoxilina 2% y citrato férrico como mordiente (Saez, 1960; Nunez, 1968).

La inflorescencias masculinas inmaduras fueron fijladas con etanol abs.:
ac.acético gl. (3:1). La tincién de los meiocitos se realizé también con hematoxilina

2% y citrato férrico como mordiente.

Cruzamientos realizados para la obtencién de G,

El experimento se realizé con individuos de una poblaciéon de la raza nativa
Pisingallo del NO. argentino (VAV 6313) (Figura 6, pag. 58). Se tomé una muestra
aleatoria de 145 individuos (granos). Los granos fueron identificados
individualmente y puestos a germinar en cajas de Petri, y se determiné el niumero
de Bs de cada individuo, tal como fue descripto. Cada una de las plantulas, una
vez individualizadas y determinado su nimero de Bs, fueron transplantadas al
invernaculo. En el periodo de prefloracién se realizaron fijaciones de parte de la
inflorescencia masculina: 1) en aquellas plantas en las que no pudo determinarse

el nimero de cromosomas B en el apice de la raiz primaria; 2) en las que portaban
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cromosomas B, con el fin de corroborar la estabilidad mitética del B en las lineas
somatica y germinal. El resto de la panoja fue protegida de la desecacién hasta la

formacién de polen (Figura 4, pag.55).

Siempre que se indique la férmula de un cruzamiento como nB x nB, el
primer término corresponde al progenitor femenino y el segundo al masculino.
Determinadas e identificadas cada una de las plantas portadoras de 0B, 1B, 2B y
3B se realizaron los cruzamientos 0Bx1B programados (Figura 6, pag. 58). Los
mismos se llevaron a cabo: 1) cubriendo con un sobre las espigas femeninas de
los individuos que se usaron como progenitor femenino con 0B, para evitar la libre
polinizacién; 2) cubriendo también con un sobre la inflorescencia (panoja) del
progenitor masculino portador de 1B, para recoger el polen, aproximadamente
media hora antes de usarlo en los cruzamientos (Figura 5, pag. 56); 3) vertiendo
luego el polen del individuo con 1B sobre los estigmas del individuo con 0OB; 4)
realizando, por Ultimo, la cosecha de los cruzamientos se realizd luego de 45 dias

de realizado el cruzamiento.

Una vez cosechada la descendencia de la primera generacién (Go), se
procedié al recuento del nimero de cromosomas B heredados en esta generacion,
en al menos 24 individuos provenientes de cada una de las espigas resultantes de
veinte cruzamientos. Las raices primarias fueron pretratadas y fijadas como fue
descripto anteriormente. Luego se llevaron a cabo los recuentos cromosomicos en

un total de 662 individuos. El célculo de la tasa de transmisiéon masculina de los B
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para cada cruzamiento (es decir, para cada espiga cosechada) se realizé
dividiendo el nimero medio de los cromosomas B transmitidos a la descendencia
por el nimero de cromosomas B del progenitor masculino (Shaw and Hewitt,

1985).

niamero medio de Bs de la progenie
Tt=—— :
niamero de Bs de los progenitores

Cruzamientos realizados para la obtenciéon de Gy y G;

La generacion siguiente (G,) se realizé seleccionando las espigas de G
que mostraron las tasas de transmisién mas bajas y mas altas (Ttg=0,27-0,28 y
Tta=0,88-0,92-0,98) (Figura 6, pag. 58). Los individuos con 2B provenian de la no-
disyuncion del B durante la segunda mitosis del polen de los individuos con 1B. Se
tomaron 55 granos de cada espiga seleccionada de baja transmision. Se los
identificé y se determin6 el nimero de Bs de cada planta (OB 6 2B). Al mismo
tiempo se tomaron 35 granos de cada espiga seleccionada para alta transmision
con las que se procedio de la misma manera. Las plantulas fueron transplantadas
al invernaculo. Durante la prefloracion se fij6 parte de las inflorescencias
masculinas inmaduras, tal como fue descripto anteriormente (Figura 4, pag. 55).
Finalmente, con las plantas individualizadas segun el numero de Bs (0B 6 2B) se
realizaron los cruzamientos 0Bx2B programados para ambos grupos (alta y baja)
separadamente, tal como fue descripto anteriormente para la obtencién de la Gg

(Figura 5, pag. 56).
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Figura 4. Extraccion de parte de la inflorescencia masculina inmadura para su posterior
analisis meidtico.
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Figura 5. a) En la porcion superior de la planta la inflorescencia masculina se
encuentra ensobrada para recoger el polen; en la parte media de la cafia una
inflorescencia femenina se encuentra ensobrada (sobre de papel blanco)
para evitar |a libre polinizacién. b) Cruzamiento realizado.
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Una vez cosechada la progenie Gy se procedi6 al recuento del numero de
cromosomas B heredados en esta generacion, en al menos 24 individuos de cada
una de las 19 espigas resultantes de los cruzamientos 0Bx2B de alta y baja
transmision. Para este estudio se pretrataron y fijaron las raices primarias de estos
individuos. El calculo de la tasa de transmision masculina para cada cruzamiento
se realiz6, de manera idéntica a la descripta para Gy, dividiendo el nimero medio
de Bs transmitidos a la descendencia por el nimero de Bs del progenitor masculino

(2B para Gy).

La generacién siguiente (G) se obtuvo mediante la seleccion de las espigas
de Gy que mostraron las tasas de transmision mas bajas y mas altas (Ttg=0,34-
0,46 y Tta=0,75-0,84) (Figura 6, pag. 58), y cruzamientos 0Bx2B. Los individuos de
2B provienen de la no-disyuncion del B durante la segunda mitosis del polen de los
individuos portadores de 2B. Se tomaron 65 granos de cada espiga seleccionada
de alta y baja transmisién. Se los identificd y fueron puestos a germinar en cajas de
Petri. Luego se determind el nimero de cromosomas de cada planta (0B ¢ 2B).
Las plantulas fueron transplantadas al campo experimental. Durante la prefloracién
se llevaron a cabo fijaciones de parte de la inflorescencia masculina inmadura, de
manera similar a la descripta anteriormente (Figura 4, pag. 55). Finalmente, con las
plantas individualizadas segun el numero de Bs (0B 6 2B) se realizaron los
cruzamientos 0B¢ x2B,, programados en ambos grupos (alta y baja transmisién)

separadamente, tal como fue descripto anteriormente para la obtencién de la Go.
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Una vez cosechada la progenie G; se procedié al recuento del numero de
cromosomas B heredados en esta generacion, en aproximadamente 29 individuos
de cada una de las siete espigas del grupo de alta transmisién y en ocho del de
baja. El calculo de la tasa de transmision masculina para cada cruzamiento se

realiz de la manera ya descripta para Gy y G;.

150 individuos de coleccidn
la poblacibn VAV 6313 de en 1991
la raza Pisingallo
BOXOAB
- 1993
GO
/H‘selegcaﬁnn)\
ay baa
0BOX28 o
Gla G1b
selecclén (alta TH) seleccién (bhaja TH)
0BRXO28 1995
G2a G2b
seleccion (alta Tt) seleccion (baja Tt) 1996
0BQx28 08X 2B
Glaxa G3axh G3bxa G3bxh

Figura 6. Esquema de los cruzamientos realizados

Las tasas de alta y baja transmisién de cromosomas B en las generaciones
G1 y G, fueron comparadas mediante un ANALISIS KRUSKAL-WALLIS (utilizando

el Programa STAT-GRAPH).
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Nota 1: A los valores de las tasas de transmision obtenidas en Gy, Gy y G,
mediante el recuento cromos6mico de la progenie, se les agregaron los recuentos
realizados en los individuos que fueron empleados como progenitores

seleccionados para la siguiente generacion.

Nota 2: Las tasas de transmision de cromosomas B en muchos de los
cruzamientos seleccionados no coinciden con los valores mas extremos de cada
generacion, porque: 1) las espigas que presentaron los mayores o menores
valores de tasa de transmision, luego de su determinacién, muchas veces
produjeron insuficiente cantidad de granos como para iniciar la siguiente
generacion; 2) las tasas de transmision de las espigas seleccionadas en algunos
casos sufrieron pequefios cambios respecto del valor seleccionado, luego del
agregado de los datos de las determinaciones del numero de Bs en los individuos

tomados para la siguiente generacion.

Cruzamientos realizados para la obtencion de G;

Se tomaron 130 granos de la espiga de alta tasa de transmisién resultante
de la G; (Tt=0,724) y 70 granos de una espiga de baja transmision (Tt=0.48). Se
los indvidualizé y luego se determiné el nimero de cromosomas de cada planta
(OB 6 2B). Las plantulas fueron transplantadas al campo experimental. Finalmente,
con las plantas identificadas por el nimero de Bs (0B 6 2B) se realizaron los

cruzamientos 0Bx2B programados dentro y entre ambos grupos (alta y baja
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transmision) (Figura 6, pag. 58). Los cruzamientos fueron realizados tal como fue

descripto anteriormente para la obtencion de la Gq (Figura 5, pag. 56).

La G; se obtuvo mediante cuatro tipos de cruzamientos: 1) 5
cruzamientos 0B(alta) x 2B(alta) (control), 2) 6 cruzamientos 0B(alta) x 2B(baja),
3) 6 cruzamientos 0B(baja) x 2B(alta), y 4) 5 cruzamientos 0B(baja) x 2B(baja)

(control) (Figura 6y 7, pags 58 y 60).

gru d nﬂa
transmision

gr de baja grupo de baja
transmision transmision

Figura 7. Esquema de los cruzamientos de la G;

Una vez cosechada la progenie G; se procedié al recuento del nimero de

cromosomas B transmitidos en esta generacion, en 25-30 individuos de cada una
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de las 22 espigas resultantes de los cruzamientos obtenidos (Figura 6, pag. 58).
Para esto se pretrataron y fijaron las raices primarias de estos individuos. El
célculo de la tasa de transmision masculina para cada cruzamiento se realizé en la

manera ya descripta.

Las tasas de transmisién de cromosomas B de la generacién G; fueron

comparadas mediante un ANOVA de 2 factores (modelo fijo).

Comportamiento meiético dentro de los grupos con diferente tasa de
transmisiéon

Durante el periodo de prefloracién se realizaron fijaciones de parte de la
inflorescencia masculina en diferentes individuos de la poblacién parental, Go y Gy
con diferente tasa de transmision. El resto de la inflorescencia fue protegida de la
desecacion a fin de que se desarrollara normalmente hasta la formacion del polen
(Figura 4, pag. 55). Los meiocitos fueron tefiidos de la misma manera que la

descripta en la seccion métodos citogenéticos.
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COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS CROMOSOMAS B

Cruzamientos realizados

Se llevaron a cabo cruzamientos controlados entre individuos portadores
de diferentes dosis de cromosomas B pertenecientes a una poblacién de la raza
Amarillo chico (VAV 6351), entre individuos portadores de diferentes dosis de
Bs pertenecientes a una poblacién de la raza Pisingallo (VAV 6313), y entre
ambas razas. Como resultado de estos Ultimos se obtuvo una F1 de hibridos

interraciales con diferentes dosis de Bs de distinto origen.

Hibridos v controles A(1B): Se obtuvieron 3 hibridos a partir de un
cruzamiento entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico (1B) y un
progenitor masculino de la raza Pisingallo (2B), y 7 controles mediante un
cruzamiento intrarracial y una autofecundaciéon en la poblacion VAV 6351

(Amarillo chico).

Hibridos y controles B(1B): Se obtuvieron 3 hibridos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo (1B) y
un progenitor masculino de la raza Amarillo chico (1B), y 5 controles mediante
un cruzamiento intrarracial y una autofecundacién en la poblacién VAV 6313

(Pisingallo).
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Hibridos y controles C (2B): Se obtuvieron 3 hibridos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico
(0OB) y un progenitor masculino de la raza Pisingallo (2B), y 5 controles mediante

un cruzamiento intrarracial en la poblacién VAV 6313 (Pisingallo).

Hibridos y controles D (2B): Se obtuvieron 4 hibridos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo (0B) y
un progenitor masculino de la raza Amarillo chico (2B), y 4 controles mediante

un cruzamiento intrarracial en la poblacién VAV 6351 (Amarillo chico).

Hibridos y controles E (3B): Se obtuvieron 6 hibridos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico
(2B) y un progenitor masculino de la raza Pisingallo (2B), y 5 controles mediante
un cruzamiento intrarracial y una autofecundacién en la poblacién VAV 6313

(Pisingallo).

Hibridos y controles F (3B): Se obtuvieron 2 hibridos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo (1B) y
un progenitor masculino de la raza Amarillo chico (1B), y 6 controles mediante
un cruzamiento intrarracial y una autofecundaciéon en la poblacion VAV 6351

(Amarillo chico).

Hibridos y controles con 0B: Se obtuvieron mediante cruzamientos 0B x

OB intra e interraciales. Se analizaron: a) 2 individuos obtenidos a partir de un

cruzamiento intrarracial en la raza Pisingallo, b) 3 individuos obtenidos a partir
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de un cruzamiento intrarracial en la raza Amarillo chico, c) 3 obtenidos a partir
de un cruzamiento Amarillo chico x Pisingallo, y d) 3 mediante un cruzamiento

reciproco Pisingallo x Amarillo chico.

Analisis del comportamiento meiético

Las hibridos obtenidos (F1) y sus controles intrarraciales respectivos
fueron cultivados al afio siguiente. Los individuos fueron identificados y luego se
llevé a cabo la determinacién del nimero de cromosomas B, tal como fue descripto
anteriormente. Cada una de las 270 plantulas, individualizadas e identificadas
segun el numero de cromosomas B que portaban, fueron transplantadas al campo
experimental. En el periodo de pre-floracion se realizaron fijaciones de la

inflorescencia masculina.

Las frecuencias de apareamiento de los B, de bivalentes A abiertos y de
microndcleos fueron transformadas segun Christiansen et al (1976). Esta
transformacion se utiliza cuando los datos estan expresados en frecuencias y
hay diferencias en los tamaros de las muestras. Las frecuencias transformadas

fueron comparadas con ANOVA y correlaciones simples.

xi = (pi - Po ) ( Ni / po (1-po))"?

Donde pp es la frecuencia media de cromosomas B, p; representa la frecuencia de
cromosomas B en la poblacién i y N, es el nimero de individuos portadores de cromosomas B

en la poblacién i.
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RESULTADOS
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TRANSMISION DE LOS CROMOSOMAS B

Tasa de transmision

Determinacion de la dosis

Los cromosomas B del maiz son faciimente distinguibles de los
cromosomas A: en metafases mitdticas en general estan mas intensamente

tefiidos, son los méas pequefios y son subtelocéntricos (Figura 8, pag. 66).

Figura 8. Metafase mitética con dos cromosomas B. La barra mide 10 pym.

Tasa de transmision en Gy

El recuento cromosdmico en las células madres de las microsporas, en la

mayoria de los individuos portadores de cromosomas B involucrados en los
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cruzamientos 0Bx1B (Tabla 1, pag. 67), junto a los recuentos cromosémicos en

raices verificaron su estabilidad mitética en las lineas somatica y germinal.

cruzamiento nro. de individuos con Bs tasa de
0B 1B 2B 4B total transmisién

1 27 26 53 0,98
o 28 1 21 1 51 0,92
3 28 22 50 0,88
4 16 9 25 0,72
5 16 9 25 0,72
6 17 9 26 0,69
7 16 8 24 0,67
8 17 8 25 0,64
9 18 7 25 0,56
10 18 6 24 0,50
11 19 5 24 0,42
12 20 5 25 0,40
13 20 5 25 0,40
14 20 5 25 0,40
15 41 1 9 51 0,37
16** 37 6 43 0,28
17 63 10 73 0,27
18 19 2 21 0,19
19 21 2 23 0,17
20 21 2 1 24 0,17
total 482 4 175 1 662 Tt+ES=0,52+0,08

Tabla 1. NUmero de cromosomas B y tasa de transmision en G,. Los asteriscos
sefialan las espigas seleccionadas para la siguiente generacion.
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A partir de los datos de los cruzamientos OB x 1B (Tabla 1, pag. 67) se
determind que la tasa media de transmision masculina de cromosomas B en Gg fue
TtteS.= 0,52+0,06, y el rango de variacion fue: 0,98-0,17 (Figura 9, pag. 73). La
descendencia (Go) de los 20 cruzamientos 0Bx1B presento individuos con 0B y 2B,

siendo muy escasa la frecuencia de individuos con 1B (0,60%) y 4B (0,15%).

Tasa de transmision en G

La tasa de transmision media de la progenie Gj, resultante de los
cruzamientos 0Bx2B, seleccionados a partir de individuos de alta transmision de la
generacion anterior (Tt=0,98, 0,92, 0,88; Tabla 1 -sefalados con un asterisco-,
pag. 67) fue: Tt,xES.= 0,65+0,03 (Figura 9, pag. 73). La frecuencia de individuos
con 2B fue significativamente mayor que la frecuencia mendeliana (0,5) (Xe
=50,742, p< 0,00001). Esta progenie G; de alta transmision presenté 0B y 2B,
siendo muy baja la frecuencia de individuos con 1B; 3B y 4B (0,5; 0,2 y 1,7%)

respectivamente (Tabla 2, pag. 69).

La tasa de transmision media de la progenie G;, resultante de los
cruzamientos 0Bx2B, seleccionados a partir de individuos de baja transmision de la
generacion anterior (Tt=0,27, 0,28; Tabla 1 -sefialados con dos asteriscos-, pag.
67) fue: Tt,x ES.= 0,41+0,01 (Figura 9, pag. 73). La frecuencia de individuos con 2B

fue significativamente inferior a la frecuencia mendeliana (0,5) (X° =10,116, p=
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0,015). Esta progenie G; de baja transmision presenté 0B y 2B, siendo muy baja la

frecuencia de individuos con 1B (0,6%) (Tabla 3, pag. 70).

cruzamiento  nro. de individuos con Bs  nro. medio tasa de
0B 1B 2B 3B 4B total de Bs transmisién
(i 15 80 95 1,68 0,84
2 9 15 2 26 1,46 0,73
3 30 5 1 4 9N 1,44 0,72
4 16 39 55 1,42 0,71
5 8 17 25 1,36 0,68
6 10 15 25 1,20 0,60
7 10 14 24 1,17 0,58
8 10 14 24 1,17 0,58
9 10 2 12 24 1,08 0,54
10 13 11 1 25 1,04 0,52
total 131 2 273 1 7 414 1,30 Tt+ES=0,65+0,03

Tabla 2. Numero de cromosomas B y tasa de transmision en G4, obtenidos a partir
de cruzamientos 0Bx2B dentro del grupo seleccionado para alta transmision. Los
asteriscos sefialan las espigas seleccionadas para la siguiente generacion.

Mediante el ANOVA (Kruskal-Wallis) se determiné que la diferencia entre
las tasas de transmision halladas en Gy en los grupos seleccionados para alta y

baja transmisién fueron significativamente diferentes (F= 13,63, p= 0,0002).
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cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
0B 1B 2B total de Bs transmision
20 16 36 0,89 0,44
14 11 25 0,88 0,44
14 11 25 0,88 0,44
4* 445 1 35 82 0,88 0,44
17 13 30 0,87 0,43
14 10 24 0,83 0,42
15 10 25 0,80 0,40
8" 27 17 44 0,77 0,39
9 6 A 8 25 0,68 0,34
total 183 2 131 316 0,83 Tt+ES=0,41+0,01

Tabla 3. Numero de cromosomas B y tasa de transmision en G;, obtenidos a partir
de cruzamientos 0Bx2B dentro del grupo seleccionado para baja Tt. Los asteriscos
sefalan las espigas seleccionadas para la siguiente generacion.

Tasa de transmision en G,

La tasa de transmision media de la progenie G resultante de los
cruzamientos 0Bx2B, seleccionados a partir de individuos que presentaron las
mayores tasas de transmision dentro del grupo de alta de la generacion anterior

(Tt=0,84, 0,72, 0,71; Tabla 2 -sefalado con un asterisco-, pag. 69), fue: Tt,x ES.=
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0,68+0,03. La frecuencia de individuos con 2B fue significativamente superior a la

frecuencia mendeliana (0,5) (X‘? =57.619, p< 0,00001) (Figura 9, pag. 73). Esta

progenie G; presentd OB y 2B, siendo muy baja la frecuencia de individuos con 1B

y 4B: 0,3% y 1%, respectivamente (Tabla 4, pag. 71).

cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
0B 1B 2B 4B total de Bs transmision
1* 23 108 131 1,65 0,82
2 10 18 2 30 1,47 0,73
3 g 23 33 1,42 0,71
4 10 19 29 1,31 0,66
5 12 22 34 1,29 0,65
6 13 r 1 31 1,23 0,61
7 10 13 23 1,13 0,57
total 87 1 220 3 311 1,36 Tt+ES=0,68+0,03

Tabla 4. NiUmero de cromosomas B y tasa de transmision en G,, obtenidos a
partir de cruzamientos 0Bx2B dentro del grupo seleccionado para alta Tt. El
asterisco sefiala a la espiga seleccionada para la siguiente generacién.

La tasa de transmision media de la progenie G, resultante de los

cruzamientos 0Bx2B, seleccionados a partir de individuos de las menores tasas de

transmision dentro del grupo de baja en la generacion anterior (Tt=0,43, 0,39;
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Tabla 3 -sefialado con un asterisco-, pag. 70), fue: Ttyt ES.= 0,48+0,01. La
frecuencia de individuos con 2B no fue significativamente inferior a la frecuencia
mendeliana (0,5) (X° =0,588, p= 0,443) (Figura 9, pag. 73). Esta progenie G;
presenté mayormente OB y 2B, siendo muy baja la frecuencia de individuos con 4B

(0,3%) (Tabla 5, pag. 72).

Mediante el ANOVA (Kruskal-Wallis) se determin6 que diferencias entre las
tasas de transmisién halladas en G; en los grupos seleccionados para alta y baja

transmision fueron significativamente diferentes (F= 10,691, p= 0,0011).

cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
0B 2B 4B total de Bs transmision
1 14 14 28 1,00 0,50
2 16 16 32 1,00 0,50
3 14 14 28 1,00 0,50
4 18 18 36 1,00 0,50
5 15 14 29 0,97 0,48
8* 43 39 82 0,95 0,48
T 14 9 1 24 0,92 0,46
8 16 13 29 0,90 0,45
total 150 137 1 288 0,97 Tt+E£S=0,48+0,01

Tabla 5. Nimero de cromosomas B y tasa de transmision en G,, obtenidos a
partir de cruzamientos 0Bx2B dentro del grupo seleccionado para baja Tt. El
asterisco sefiala la espiga seleccionada para la siguiente generacion.
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frecuencia

. tasa de transmision

Figura 9. Distribucién de la tasa de transmision masculina de los B por planta en la
poblacién parental G, y la descendencia (G, y G;) de alta y baja transmision.

Tasa de transmision en G;

Se obtuvieron cuatro clases de progenies en la G; resultantes de

cruzamientos 0B x 2B. Los cruzamientos fueron realizados entre individuos
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pertenecientes al grupo de alta Tt (alta x alta), de baja Tt (baja x baja), y entre

los grupos de alta y baja Tt (alta x baja y baja x alta).

Se seleccionaron los individuos de G, que presentaron la mayor Tt dentro
del grupo de alta (Tt=0,82, Tabla 4 -sefialado con un asterisco-, pag. 71) y la
menor Tt dentro del grupo de baja (Tt=0,48, Tabla 5 -sefialado con un asterisco-,
pag. 72). La tasa de transmision media de la progenie Gj resultante de los
cruzamientos OB(alta)x2B(alta), fue: Tt..+ES.= 0,71£0,04. La frecuencia de
individuos con 2B es significativamente superior a la frecuencia mendeliana (0,5)
(X% =23.742, p< 0,00001). Esta progenie G, presenté OB y 2B, siendo muy baja la

frecuencia de individuos con 4B (0,7%) (Tabla 6, pag. 74).

cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
OB 2B 4B total de Bs transmision
1 5] 20 1 27 1,63 0,82
2 9 27 36 1,50 0,75
3 Fé 19 26 1,46 0,73
4 8 18 26 1,39 0,69
5 12 15 27 1,11 0,56
total 42 99 1 142 1,42 Tt+ES=0,71+0,04

Tabla 6. Nimero de Bs y tasa de transmisiéon en G, obtenidos a
partir de cruzamientos 0B(alta)x2B(alta).

74



La tasa de transmision media de la progenie G; resultante de los
cruzamientos 0B(baja)x2B(baja), fue: Tty+ES.= 0,48+0,04. La frecuencia de
individuos con 2B no es significativamente inferior a la frecuencia mendeliana (0,5)
(X° =0,286, p= 0,593). Esta progenie G; presenté (nicamente 0B y 2B (Tabla 7,

pag. 75).

cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
oB 2B total de Bs transmisién
1 10 14 24 117 0,58
2 14 16 30 0,11 0,53
3 10 10 20 1,00 0,50
4 15 12 27 0,89 0,44
5 17 8 25 0,64 0,32
total 66 60 126 0,95 Tt+ES=0,48+0,04

Tabla 7. Numero de cromosomas B y tasa de transmisién en G,
obtenidos a partir de cruzamientos 0B(baja)x2B(baja).

La tasa de transmision media de la progenie G; resultante de los
cruzamientos 0B(alta)x2B(baja), fue: Tt,tES.= 0,69+0,05. La frecuencia de
individuos con 2B es significativamente superior a la frecuencia mendeliana (0,5)
(X% =21,893, p< 0,00001). Esta progenie G; presenté mayormente OB y 2B, siendo

muy baja la frecuencia de individuos con 4B (1,25%) (Tabla 8, pag. 76).
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cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio

tasa de

0B 2B 4B total de Bs transmision
1 6 20 2 28 1,71 0,86
2 5 22 27 1,63 0,82
3 8 19 27 1,41 0,70
4 9 19 28 1,36 0,68
5 1 15 26 1,15 0,58
6 14 14 25 1,12 0,56
total 50 109 2 161 1,38 Tt+ES=0,69+0,05

Tabla 8. Numero de cromosomas B y tasa de transmision en G,
obtenidos a partir de cruzamientos 0B(alta)x2B(baja).

cruzamiento nro. de indiv. con Bs nro. medio tasa de
0B 2B 4B total de Bs transmisién
1 11 14 25 1,12 0,56
2 14 16 30 1,07 0,53
3 13 11 1 25 1,04 0,52
4 16 16 32 1,00 0,50
5 14: "3 27 0,96 0,48
6 18 8 26 0,61 0,31
total 86 78 1 165 0,97 Tt+ES=0,48+0,04

Tabla 9. Nimero de cromosomas B y tasa de transmisién en G,
obtenidos a partir de cruzamientos 0B(baja)x2B(alta).
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progenitor masculino progenitor masculino
de alta transmision de baja transmision
FUOEROr B 0,71 £0,04 0,69 £0,05
de alta transmision
progenitor femenino de 0,48 £ 0,04 0,48+ 0,04
baja transmision

Tabla 10. Tasa de transmisién en Gs, a partir de cruzamientos 0B(alta)x2B(alta),
0B(alta)x2B(baja), 0B(baja)x2B(alta), y 0B(baja)x2B(baja).

La tasa de transmision media de la progenie G; resultante de los
cruzamientos 0B(baja)x2B(alta), fue: Tt,.+ES.= 0,48+0,04 (Tabla 9, pag. 76). La
frecuencia de individuos con 2B no es significativamente inferior a la frecuencia
mendeliana (0,5) (X? =0,390, p< 0,532). Esta progenie G; presenté mayormente
0B y 2B, siendo muy baja la frecuencia de individuos con 4B (0,6%) (Tabla 9, pag.

76).

Al comparar las tasas medias de estos cuatro cruzamientos, teniendo en
cuenta la Tt del progenitor femenino (alta o baja), y por otro la Tt del masculino
(alta o baja), se determiné que: 1) las Tts medias difieren significativamente entre
grupos de alta y baja Tt cuando se comparan los progenitores femeninos
(F=25.595, p<0,0001); 2) no hubo diferencias significativas entre los grupos de alta
y baja Tt cuando se comparan los progenitores masculinos (F=0,040, p=0,844)

(Figura 10, pag. 78; Tabla 10, pag. 77).
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Figura 10. Tasa de transmision en G; para cada tipo de cruzamiento. En azul se
encuentra representados los progenitores femeninos de baja Tt, y en rojo los
de alta Tt. Las barras representan el error estandar.

Comportamiento meiético de los cromosomas B
en individuos de alta y baja tasa de transmision

Comportamiento meiético de individuos con 1B

Se analiz6 el comportamiento meidtico de individuos con 1B de alta y
baja tasa de transmisién pertenecientes a la poblacién original (VAV 6313)
(Tabla 11, pag. 79). Se fijo parte de las inflorescencias inmaduras en estos

individuos para corroborar la estabilidad de los B a lo largo del desarrollo, tal
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como fue descripto en métodos (pag. 53). Luego de la determinacion de la Tt en
los 20 cruzamientos 0B x 1B en GO, se analiz6 el comportamiento meiético de 5
progenitores masculinos involucrados en 5 de estos cruzamientos, cuyas

inflorescencias se encontraban previamente fijadas.

anafase | telofase | tel. Il - tétrada
Tt de plantas Bs Divisién micronucleos | micronucleos Tl
de VAV 6313 rezagados ecuacional

(1B) % nro. % nro. % nro. % nro.

cel. cel. cel. cel.

0,17 (baja) o 108| 2 (108 3 133 0 152
0,17 (baja) 0 | 50 0 | 50 7 48 2 270
0,40 (baja) 1 32| 2 32| 8 339 o 155
0,66 (alta) 2 158 3 18| 3 330 o 98
0,08 (alta) 1 1150| 1 150| 4 130 1 284

Tabla 11. Comportamiento meiético de 1B en plantas de la poblacién original
(VAV 6313) con diferentes tasas de transmision.

El cromosoma B puede perderse en meiosis cuando queda rezagado en
anafase |, cuando se divide ecuacionalmente durante anafase |, o cuando luego
de migrar a un polo no se integra en telofase | (Figuras 20 y 21, pags. 112 y
113). La presencia del B rezagado y dividiendo sus cromatidas en anafase |
proporciona una medida directa de su pérdida meidtica, asociada con una
mayor proporcion de micronucleos en telofase | - diadas y telofase |l - tétradas.
La frecuencia de células que presentan al B como rezagado y dividiéndose

ecuacionalmente varié entre 0-2% y 0-3% en todos los individuos analizados.
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La frecuencia de micronlcleos en diadas también fue escasa, su valor varia
entre 3-8%, con una media de 5%; y en tétradas entre 0-2% con una media de
0,6% (Tabla 11, pag. 79). La pérdida meiética de los B registrada fue escasa, y
no existen diferencias significativas entre los grupos que presentaron alta y baja
tasa de transmision. En general, el univalente B migré precozmente a un polo,
integrandose a uno de los nucleos resultantes en telofase | (Figuras 18 y 19,

pags. 110y 111).

Comportamiento meiético de individuos con 2B

Los resultados fueron obtenidos del andlisis meiético de 2B portados por
las plantas seleccionadas para alta y baja tasa de transmision en Gy (Ttser: 0,29

y 0,92) y Gy (Ttser: 0,41y 0,76) (Tabla 12, pag.81).

La presencia de 2 univalentes B en diacinesis y metafase | vario entre 1 y
17%, aproximadamente (Figuras 22 D y 23 B y C, pags. 114 y 115). La
frecuencia de 2 univalentes B en los individuos seleccionados para baja tasa de
transmisién (10,7%) fue mayor que la frecuencia de 2 univalentes B que
presentaron los individuos los seleccionados para alta tasa de transmision
(3.3%) (Tabla 12, pag. 81); sin embargo, el ANOVA indico que las diferencias
entre las frecuencias de formacién de 2 univalentes B en plantas seleccionadas

para alta y baja Tt no es significativa (F = 4.817, p = 0,595).
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diac.- Ml telofase I-diada telofase llI- tétradas

Tt de indiv. frecuencia de 2 Ig Bs rezagados Bs rezagados

seleccionados Tt o microntcleos

(2B) % nro. % nro. % nro.
0,27 (baja) Go 16,1 %267 1,0 231 1,2 85
0,27 (baja) Go 2,7 263 9,6 ‘124 4.6 109
0,44 (baja) Gy 6,4 125 0,0 83 0,0 38
0,28 (baja) @ G 1,8 136 -------- g 2,4 41
0,28 (baja) = Go 166 235 3,3 245 2,6 76
0,84 (alta) | G, 21 5192 57 56 1.4 69
0,84 (alta) G, 2,3 88 2,1 . 48 1,2 82
0,08 (alta) = G, 84 333 4,0 99 1,6 64
092(alta) | Go 20 13| 11 87 24 25
0,92 (alta) | Go 1,0 386 1,7 121 2,6 190

Tabla 12. Comportamiento meiético de 2B en plantas de G, y G, seleccionadas
para alta y baja tasa de transmision.

El analisis de correlacién entre la frecuencia (corregida) para la formacién
de 2 univalentes B respecto de la tasa de transmision seleccionada, tampoco es

significativo (r = -0,617, p = 0,0574) (Figura 22 D, pag. 114).

La frecuencia de microntcleos durante los estadios de telofase | y diada

fue escasa, con un valor medio de 3.2%, y varia entre 0 a 9.6%. La presencia

de microntcleos en telofase | no se encuentra relacionada con la tasa de
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transmisién de las plantas seleccionadas, ni con la frecuencia de formacién de
univalentes Bs en estas plantas (r=-0,144, p=0,711, y r=-0,404, p=0,280,
respectivamente). La presencia de micronucleos en telofase Il - tétrada fue
también escasa, con una frecuencia media de 2%, y una variacién de 0 a 4.6%.
La frecuencia de micronucleos en este estadio tampoco se encuentra asociada
con la frecuencia de formacién de 2 univalentes B, ni con la tasa de transmision
segun la cual fueron seleccionadas las plantas (r=-0,202, p=0,575, y r=-0,292,

p=0,46, respectivamente) (Tabla 12, pag. 81).

En general, los 2B formaron bivalentes, presentando un comportamiento
meidtico regular. Los bivalentes B segregaron normalmente en anafase |, y en muy
baja frecuencia pueden presentar disyuncién precoz (Figuras 22 A, B, C y 23 A,

pags. 114y 115).
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COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS CROMOSOMAS B EN
LAS RAZAS PISINGALLO, AMARILLO CHICO, Y SUS HIBRIDOS

Con la finalidad de determinar la estabilidad meiética de los cromosomas B
en individuos pertenecientes a la poblacion VAV 6313) de la raza Pisingallo, y a la
poblacion VAV 6351 de la raza Amarillo chico, se investigd el comportamiento
meibtico de los B en diferentes dosis dentro de ambas poblaciones y sus hibridos

interraciales.

Analisis meiodtico de individuos con 1B

El estudio del comportamiento meiético de individuos con 1B se llevd a
cabo mediante: a) el analisis de 3 individuos con 1B provenientes de un
cruzamiento interracial (hibridos A), y de otros 3 individuos provenientes del
cruzamiento interracial reciproco (hibridos B); b) el analisis de 5 y 7 individuos
controles con 1B provenientes de un cruzamiento dentro de la poblaciéon VAV
6313 (raza Pisingallo) y de la poblacion VAV 6351 (raza Amarillo chico),

respectivamente.

Obtencién de hibridos interraciales con 1B

Hibridos A: Se analizaron 3 individuos con 1B obtenidos a partir de un
cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico

portador de 2B, y un progenitor masculino de la raza Pisingallo con 2B (2Banm.
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X2Byisin). En los hibridos estudiados el cromosoma B se transmitié por via

materna.

gametos del progenitor masculino
(Pisingallo)
0B 2B
gametos del
prog. fem. 1B 1B (Am.) 3B (1 Am.+ 2 Pisin.)
(Am.chico)

Los 7 controles con 1B permitieron analizar el comportamiento meiético
del cromosoma B en individuos de la raza Amarillo chico. Se obtuvieron
mediante un cruzamiento entre un progenitor femenino con 2B y un progenitor

masculino con 1B, y mediante la autofecundaciéon de un individuo con 1B.

Hibridos B: Se analizaron 3 individuos con 1B obtenidos a partir de un
cruzamiento entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo portador de 1B y
un progenitor masculino de la raza Amarillo chico con 1B (1Bgisin. X 1Bam.). En los

hibridos estudiados el cromosoma B se transmitié por via materna.

Los 5 controles con 1B permitieron analizar el comportamiento meiético

del cromosoma B en individuos de la raza Pisingallo. Se obtuvieron mediante un
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cruzamiento entre un progenitor femenino con 2B y un progenitor masculino con

2B, y mediante una autofecundacién de un individuo con 2B.

gametos del progenitor masculino
(Am. chico)
0B 2B
gametos del | OB 0B 2B (Am.)
prog. fem.
(Pisingallo)
1B 1B (Pisin.) 3B (1 Pisin.+2 Am.)

Comportamiento meiético

En el analisis del comportamiento meiético de individuos con 1B se tuvo
en cuenta: 1) la frecuencia de univalentes rezagados en anafase | (se
analizaron entre 54 y 124 células); 2) la frecuencia de univalentes B separando
sus cromatidas en anafase | (se analizaron entre 54 y 124 células); 3) la
frecuencia de micronucleos en telofase | - diada (se analizaron entre 73 y 476
células); 4) la frecuencia de micronucleos en telofase |l - tétrada, posiblemente
resultantes de la no integracién del B en telofase | (se analizaron entre 66 y 222

células).

85



1B
- v pe

IB migra a IB IB

un polo (Al) rezagado (Al) | |div.ecuac. (Al

- ‘J
1B micronicleos
p integrado (TI) (diada-tétrada)

PR

M| intourade (T pérdida meiética

Figura 11. Comportamiento meiético de 1B.

Hibridos A y sus controles (Raza Amarillo chico): El comportamiento

meidtico de un cromosoma B en los controles obtenidos por autofecundacion o
por cruzamiento intrarracial en la raza Amarillo chico resulté semejante; por lo
tanto, los valores de todos los controles fueron considerados en forma conjunta.
En estos controles, la frecuencia con la que el univalente B permanecio
rezagado o se dividié ecuacionalmente en anafase | varié de 0,03 a 0,19. La
frecuencia de microntcleos en telofase | - diada varié de 0,11 a 0,38. Por otro
lado, la frecuencia de microntcleos en telofase Il - tétrada resulté pequena,

variandode 0 a 0,11.

En los 3 hibridos A estudiados, el univalente B permanecié rezagado o

se dividié ecuacionalmente en anafase | con una menor frecuencia que en los
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controles: de 0 a 0,05. La frecuencia de microntcleos en telofase | - diada,

resultantes de la no integracion de los univalentes B o de los univalentes B

rezagados en anafase | fue menor que la de los controles, variando de 0,06 a

0,10. En telofase Il - tétrada también se registrdé una baja frecuencia de

microntcleos: 0 a 0,03 (Figuras 11, 20 y 21, pags. 86, 112y 113; Tabla 13, pag.

87).
AM. CHICO ' HIBRIDOS A | PISINGALLO : HIBRIDOS B
(controles) (controles)
estadios | *indiv. media media media media
frec. + | frec. + frec. + frec. +
ES. ES. ES. ES.
telofase | -
diada 1 |0113 0,103 0,000 | 0,049
R— 2 | 0151 0,220 | 0,070 0,078 | 0,019 0,039 | 0,221 0,272
micro- 3 o £ 0,062 + 0,019 + 0,545 +
: 4 | 0387 0,052 0,012 | 0,065 0,017 0,146
nucleos 5 | 0169 0,091
6 0,122
T 0,380
telofase II-
rr— 1 | 0094 0,000 0,011 0,085
2 0,015 0,059 i 0,026 0,015 | 0,018 0,012 ; 0,127 0,085
micro- 3 0,079 + 0,020 + 0,000 + 0,045 -
nticleos 4 | 0000 o,018 0,008 | 0,012 0,004 0,024
5 0,094 0,021
6 0,114
/S 0,015

Tabla 13. Comportamiento meidtico de individuos con 1B en los hibridos A, By sus
respectivos controles. * Los numeros que se repiten en la primera columna
corresponden a un mismo individuo.

Hibridos By sus controles (Raza Pisingallo): El comportamiento meidtico

de un cromosoma B en los controles obtenidos por autofecundacién o por

cruzamiento intrarracial en la raza Pisingallo resulté semejante; por lo tanto, los
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valores de todos los controles fueron considerados en forma conjunta. La
pérdida del univalente B durante la meiosis | en los cinco controles analizados
fue escasa. En estos controles, el univalente B permanecié rezagado o se
dividi6 ecuacionalmente con frecuencias de 0 a 0,08. La frecuencia de
micronucleos en telofase | - diada varié de 0 a 0,09, mientras que la frecuencia
de microntcleos en telofase |l - tétrada también resulté pequefia, variando de 0

a 0,02. (Figuras 11, 20 y 21, pags. 86, 112y 113; Tabla 13, pag. 87).

En los 3 hibridos B estudiados, el univalente B permanecioé rezagado o
se dividid6 ecuacionalmente en anafase | con una frecuencia mayor que la
registrada para los controles: de 0,02 a 0,19. La frecuencia de micronucleos en
telofase | - diada resultantes de la no integracién de los univalentes B o de los
univalentes B rezagados en anafase | también resulté mayor, variando de 0,05
a 0,55. En telofase Il - tétrada también se registrd6 una mayor frecuencia de
micronucleos: 0,05 a 0,13 (Figuras 11, 20 y 21, pags. 86, 112 y 113; Tabla 13,

pag. 87).

Analisis meiodtico de individuos con 2B

El estudio del comportamiento meiético de individuos con 2B se llevé a
cabo mediante: a) el analisis de 3 y 4 individuos con 2B provenientes de dos
cruzamientos interraciales: hibridos C y D, respectivamente; b) el analisis de 5

individuos controles de C con 2B, provenientes de un cruzamiento dentro de la
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poblacién VAV 6313 (raza Pisingallo); ¢) 4 individuos controles de D con 2B,
provenientes de un cruzamiento dentro de la poblaciéon VAV 6351 (Amarillo

chico).

Obtencién de hibridos interraciales con 2B

Hibridos C: Se analizaron 3 individuos con 2B obtenidos a partir de un
cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico
con 0B y un progenitor masculino de la raza Pisingallo con 2B (0Bam, X2Bgisin.).
En los hibridos estudiados los dos Bs son transmitidos por via paterna (como

consecuencia de la no-disyuncion en la segunda mitosis del polen).

gametos del progenitor masculino
(Pisingallo)
0B 2B
gametos del
prog. fem, 0B oB 2B (Pisin.)
(Am.chico)

Los 5 controles con 2B permitieron analizar el comportamiento meiético
de estos Bs de la raza Pisingallo en individuos de la misma raza. Se obtuvieron
mediante un cruzamiento entre un progenitor femenino con 0B y el mismo

progenitor masculino con 2B empleado en el cruzamiento interracial.
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Hibrido D: Se analizaron 4 individuos con 2B obtenidos a partir de un
cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo con
OB y un progenitor masculino de la raza Amarillo chico con 2B (0Byisin. X2Bam.).
En los hibridos estudiados los dos Bs son transmitidos por via paterna (como

consecuencia de la no-disyunciéon en la segunda mitosis del polen).

gametos del progenitor masculino
(Am. chico)
0B 2B
gametos del
prog. fem. 0B 0B 2B (Am.)
(Pisingallo)

Los 4 controles con 2B permitieron analizar el comportamiento meiético
de estos B en individuos de la raza Amarillo chico. Se obtuvieron mediante un
cruzamiento entre un progenitor femenino con OB y el mismo progenitor

masculino con 2B empleado en el cruzamiento interracial.

Comportamiento meiético

En el andlisis del comportamiento meiético de individuos con 2Bs se tuvo
en cuenta: 1) la frecuencia de univalentes B en diacinesis (se analizaron entre
55 y 131 células); 2) la frecuencia de bivalentes A abiertos en diacinesis (se

analizaron entre 42 y 99 células); 3) la frecuencia de micronucleos en telofase |
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- diada (se analizaron entre 56 y 144 células); 4) la frecuencia de micronucleos
en telofase Il - tétrada, posiblemente resultantes de la no integracion del

univalente B en telofase | (se analizaron entre 91 y 300 células).

2B
K \l
I Il B I I 21B I
+ -
2B en placa 2B fuera de placa | __
(M) (M1)
2B 2B
integrados (T) integrados (T1) —
1a2B
‘_
microniicleos | ¢—— penyados (A
{diada-tétrada)| ¢—— 122B
l div.ecuac. (Al) —
pérdida meistica lm;;r;?u;‘?m ¢«

Figura 12. Comportamiento meiético de 2B.

El comportamiento meiético de los 2 cromosomas B fue regular en todos
los hibridos y controles. Por lo general, forman un bivalente en profase |, que
segrega correctamente en anafase |. Cuando se comportan como 2 univalentes,
estos pueden: 1) migrar a uno de los polos, integrandose a uno de los nucleos

resultantes en telofase |, 2) permanecer rezagados, 3) dividirse
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ecuacionalmente en anafase |, 4) no integrarse a los nucleos resultantes en

telofase |, dando como resultado la formacién de microntcleos en las diadas

(Figuras 12, 22 y 23, pags. 91, 114y 115).

PISINGALLO ;| HIBRIDOS C | AM. CHICO : HIBRIDOS D
‘ (controles) (controles) :
estadio | ‘indiv. media media media | media
: frec. = frec. + frec. = - frec. i -
ES. ES. ES. ES.
diacinesis | 1 | 0,030 0,032 0,212 . 0,066
~ i 2 |0111 0,080 0172 0,04 | 0048 0,074 | 0,012 0,078
frec. de 3 |01 &+ i0107 + |0000 + (0016 &
21, 4 | 0109 0,025 0,040 | 0,038 0,047 : 0,218 0,048
5 |0013 '
1 0,186 0,463 0,566 0,147
I, 2 |0241 0,354 0,384 0,325 | 0396 0,343 : 0,182 0,213
shiiorine 3 |0467 + (0127 + |0214 + 10229 4
< 0,396 0,060 : 0,102 | 0,196 0,087 : 0,295 0,032
S 0479 . b e
telofase |- @ 1 0,024 0,021 0,094 | 0,041
diada 2 | 0000 0,017 | 0026 0,024 | 0,040 0,047 : 0,000 0,040
- 3 |0019 + 0026 + |0009 + (0036 &
— ; g‘ggg 0,007 0,002 | 0,045 0,018 0,083 0,017
niicleos . . ;.
telofase ll- | 1 0,015 0,016 0,074 : 0,000
tétrada 2 | 0000 0,003 ;0006 0020 — 0,026 0000 0,006
I 3 |0000 + (0039 + [0005 + {0005 @+
o 4 0,000 0,003 0,010 | 0,000 0,024 ; 0,020 0,005
nucleos i 0,000 '

Tabla 14. Comportamiento meiético de individuos con 2B en los hibridos Cy D, y sus
respectivos controles. * Los nimeros que se repiten en la primera columna
corresponden a un mismo individuo.

En general los 2B formaron 1 bivalente , tanto en los hibridos como en

sus respectivos controles; la frecuencia de 2 univalentes observada en
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diacinesis superé el 0,20 en sélo dos individuos. La presencia de uno y dos
micronucleos en telofase | - diada fue escasa, con frecuencias que variaron
entre 0 y 0,09, para todos los individuos estudiados. La presencia de
micronucleos en telofase Il - tétrada fue también escasa, variando entre 0 y

0,07 (Tabla 14, pag. 92).

Al mismo tiempo se evalué la frecuencia de bivalentes abiertos en los A,

la que sera analizada mas adelante.

Analisis meidtico de individuos con 3B

El estudio del comportamiento meiético individuos con 3B se llevé a cabo
mediante: a) el analisis de 6 y 2 individuos con 3B provenientes de dos
cruzamientos interraciales: hibridos E y F, respectivamente; b) el analisis de 5
individuos controles de E con 3B, provenientes de un cruzamiento y una
autofecundacion dentro de la poblacion VAV 6313 (raza Pisingallo); c) 6
individuos controles de F con 3B, provenientes de un cruzamiento y una

autofecundacion en la poblacién VAV 6351 (raza Amarillo chico).

Obtencién de hibridos interraciales con 3B

Hibrido E: Se analizaron 6 individuos con 3B obtenidos a partir de un

cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico
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con 2B, y un progenitor masculino de la raza Pisingallo con 2B (2Bam. X2Byisin.)-
En los hibridos estudiados los tres B fueron transmitidos por via materna, y los
dos restantes, por via paterna (como consecuencia en la no-disyuncién de la

segunda mitosis del polen).

gametos del progenitor masculino
(Pisingallo)
0B 2B
gametos del
prog. fem. 1B 1B (Am.) 3B (1 Am.+ 2 Pisin.)
{Am.chico)

Los 5 controles con 3B permitieron analizar el comportamiento meiético
en individuos de la raza Pisingallo. Se obtuvieron mediante un cruzamiento
entre un progenitor femenino con 2B y el mismo progenitor masculino con 2B
empleado en el cruzamiento interracial, y mediante una autofecundacion de la

misma planta con 2B empleada como progenitor masculino.

Hibrido F: Se analizaron 2 individuos con 3B obtenidos a partir de un
cruzamiento interracial entre un progenitor femenino de la raza Pisingallo con
1B y un progenitor masculino de la raza Amarillo chico con 1B (1Bgisin. X1Bam.).

En los hibridos estudiados, los tres B son transmitidos por via materna y los dos
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restantes por via paterna (como consecuencia de la no-disyuncién en la

segunda mitosis del polen).

gametos del progenitor masculino
(Am. chico)
oB 2B
gametos del | 0B 0B 2B (Am.)
prog. fem.
(Pisingallo)
1B 1B (Pisin.) 3B (1 Pisin.+ 2 Am.)

Los 6 controles con 3B permitieron analizar el comportamiento meidtico
de estos B en los individuos de la raza Amarillo chico. Se obtuvieron mediante
un cruzamiento entre un progenitor femenino con 2B y el mismo progenitor
masculino con 1B empleado en el cruzamiento interracial, y mediante una
autofecundacién de la misma planta con 1B empleada como progenitor

masculino.

Comportamiento meiético

En el analisis del comportamiento meiético de individuos con 3B se tuvo
en cuenta: 1) la frecuencia y tipo de trivalentes B en diacinesis (se analizaron

entre 44 y 118 células); 2) la frecuencia de 1 bivalente B + 1 univalente B en
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diacinesis (se analizaron entre 44 y 118 células); 3) la frecuencia de 3

univalentes B en diacinesis (se analizaron entre 44 y 118 células), 4) la

frecuencia de bivalentes A abiertos en diacinesis (se analizaron entre 35 y 101

células); 5) la frecuencia de microntcleos en telofase | - diada (se analizaron

entre 53 y 420 células). 6) La frecuencia de micronucleos en telofase Il -

tétrada, posiblemente resultantes de la no integracion del univalente B en

telofase | (se analizaron entre 59 y 300 células).

1

]

e

3B
v
[MB+18] G
- v v
1 B fuera de placa 3 Bs en placa 3 B fuera de placa
+ Il B en placa (MI) (M1) (M1
v
3B 3B 3B
integrados(TI) integrados (T) integrados (T1)
1B 1a3B
rezagado (Al) —[ microniicless |¢— rezagados (Al)
18 ——p | (diada-tétrada) |§—— 1238
div.ecuac. (Al) /‘ ¢ '\ div.ecuac. (Al)
/
1B no i ; 1a38B no
integrado (T1) pérdida meidtica integrados (T1)

I

Figura 13. Comportamiento meiético de 3B.
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Hibridos E y sus controles (Raza Pisingallo): EI comportamiento meiético

de los tres cromosomas B en los controles obtenidos por autofecundacion o por
cruzamiento intrarracial dentro de la raza Pisingallo resulté semejante; por lo
tanto, los valores de todos los controles fueron considerados en forma conjunta.
En los 5 controles intrarraciales, los 3B se presentaron en diacinesis como: un
trivalente, un bivalente mas un univalente, y tres univalentes, con frecuencias
medias: 0,46, 0,51, y 0,03, respectivamente (Tabla 15, pag. 99). Los tipos de
trivalentes posibles fueron: lineal, en sartén y en Y, con frecuencias medias (+
ES.) de 0,59+0,04, 0,26+0,05, y 0,15+0,04, respectivamente, siendo el tipo

lineal el mas frecuente en todos los individuos (Figura 24, pag. 116).

En los 6 hibridos E, el comportamiento en diacinesis es semejante al
descripto en el control (Pisingallo). Las frecuencias medias de trivalentes,
bivalente mas univalente, y tres univalentes B fueron 0,44, 0,55, y 0,01,
respectivamente. Los tipos de trivalentes posibles fueron: lineal, en sartén y en
Y, con frecuencias medias (+ ES.) de 0,70+0,06, 0,16+0,02, y 0,14+0,03,
respectivamente, siendo el tipo lineal el mas frecuente en todos los individuos

(Figuras 13y 24, pags. 96 y 116; Tabla 15, pag. 99).

En los individuos hibridos y en los controles los cromosomas B se

comportan por lo general en forma regular durante el resto de la meiosis. El

trivalente en metafase | se ubica en la placa y en anafase | segrega 2B a uno
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de los polos y 1B a otro. Cuando los tres B forman un bivalente mas un
univalente, el bivalente B se ubica en la placa y el univalente permanece fuera
de la placa en metafase |. En anafase | el bivalente B segrega un B a cada polo,
mientras que el univalente por lo general migra a uno de ellos, integrandose a
uno de los nucleos en formacion en la telofase | (Figuras 13, 25y 26 A, C, pags.

96, 117 y 118).

En los 5 controles, las frecuencias observadas de univalentes Bs
rezagados y dividiéndose ecuacionalmente en anafase | fueron bajas: 0,00 y, de
0 a 0,07, respectivamente. La frecuencia de micronucleos observada en
telofase | - diada fue también baja variando de 0,03 a 0,11 (Figura 26 D, pag.
118). Durante la meiosis |l la frecuencia de micronucleos observada en telofase

Il - tétrada fue baja variando de 0,01 a 0,07 (Tabla 15, pag. 99).

En los 6 hibridos E, las frecuencias observadas de univalentes Bs
rezagados y dividiéndose ecuacionalmente en anafase | fueron bajas: de 0,00 a
0,05 y, de 0,01 a 0,05 respectivamente. La frecuencia de micronucleos
observada en telofase | - diada fue baja variando de 0,02 a 0,07 (Figura 26 D,
pag. 118). Durante la meiosis Il, la frecuencia de micronlcleos observada en

telofase |l - tétrada fue baja variando de 0,02 a 0,04 (Tabla 15, pag. 99).

Al mismo tiempo se evalud la frecuencia de bivalentes abiertos en los A,

la que sera analizada mas adelante.
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PISINGALLO | HIBRIDOS E | AM. CHICO | HIBRIDOS F
(controles) (controles)
estadio *indiv, media media media media
frec. i = frec. = frec. i frec. *
ES. ES. ES. ES.
diacinesis | 1 0,024 0,009 0,090 0,028
2 0,000 0,026 : 0,000 0,008 | 0,049 0,042 | 0,025 0,026
frec. de 3 0,061 + 0024 + | 0,029 £ +
3l 4 0,043 0,012 : 0,000 0,004 | 0,062 0,013 : 0,001
5 0,000 0,000 0,000
6 0,012 0,023 :
1 0,451 0,570 0,742 : 0,653
frec. de 2 0,500 0,511 : 0,543 0,554 | 0,777 0,657 : 0678 0,665
lg+lg 3 0,480 + 0,451 . 0,563 4 +
B 0,543 0,023 | 0636 0,028 | 0654 0,053 0,012
5 0,581 0,509 0,447
6 0,617 0,761
1 0,524 i 0,421 0,169 i 0,319
frec. de 2 0,500 0,463 | 0457 0,438 | 0,173 0,300 : 0,297 0,308 v
lllg 3 0,459 + {0524 + 0,408 + i+ s
4 0,414 0,022 : 0,364 0,027 | 0284 0,062 0,011 X
5 0,419 0,492 0,553 P
6 0,370 0,216 'L
1 0,404 0,465 0,455 ' 0,338 il
I 2 0,386 0,456 : 0,800 0,705 | 0,562 0,369 : 0,238 0,288 R
abiertos 3 0,500 + 1,162 + | 0211 + + .
4 0460 0,028 : 0,314 0,121 | 0,433 0,078 0,050 L
5 0,532 0,679 0,063
........... ) 0,809 0,493 e
telofase | - 1 — 0,022 0,250 0,068
diada 2 0,029 0,057 | 0,034 0,048 | 0,066 0,164 | 0,183 0,125
Rl 3 0,075 + (005 + |0276 i +
micro- 4 0,015 0,022 | 0,072 0,007 | 0,138 0,034 0,058
cloos 5 0,112 £ 0,043 0,151
B 6 0,057 001
telofase ll- | 1 0,074 | 0,030 0,017 i 0,041
tétrada P2 0,005 0,027 : 0,041 0,027 | 0,099 0,045 | 0,019 0,030
3 0,013 + {0,043 + 0,042 + +
micro- 4 | 0008 0,013 ;0012 0,005 0038 0,012 0,011
siticloos 5 0,036 | 0,021 0,056 i
6 | 0,016 0,017

Tabla 15. Comportamiento meiético de individuos con 3B en los hibridos E y F, y sus
respectivos controles. * Los numeros que se repiten en la primera columna
corresponden a un mismo individuo.
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Hibridos F y sus controles (Raza Amarillo _chico). EI comportamiento

meidtico de los tres cromosomas B en los controles obtenidos por
autofecundacién o por cruzamiento intrarracial en de la raza Amarillo chico fue
semejante; por lo tanto, los valores de todos los controles fueron considerados
en forma conjunta. En los 6 controles intrarraciales, los 3B se comportaron en
diacinesis como: un trivalente, un bivalente mas un univalente, y tres
univalentes, con frecuencias medias: 0,30, 0,66, y 0,04, respectivamente (Tabla
15, pag. 99). Los tipos de trivalentes posibles fueron: lineal, en sartén y en Y,
con frecuencias medias (+ ES.) de 0,65+0,05 0,21+0,04, y 0,15+0,04,
respectivamente, siendo el tipo lineal el mas frecuente en todos los individuos

(Figura 24, pag. 116).

En los 2 hibridos F estudiados, las frecuencias medias de un trivalente,
un bivalente + un univalente, y tres univalentes B resultan 0,31, 0,66, y 0,03,
respectivamente. Los tipos de trivalentes posibles fueron: /ineal, en sartén y en
Y, con frecuencias medias (+ ES.) de 0,80+0,003, 0,13+0,02, y 0,07+0,01,
respectivamente, siendo el tipo lineal el mas frecuente en todos los individuos

(Figuras 13y 24, pags. 96 y 116; Tabla 15, pag. 99).

Tal como fue descripto anteriormente para los hibridos E y sus controles,

el trivalente en metafase | se ubica por lo general, en la placa, segregando 2B a

uno de los polos y 1B a otro en anafase |. Cuando los tres Bs forman un
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bivalente y un univalente, el bivalente B se ubica en la placa y el univalente
permanece fuera de placa en metafase |. En anafase |, el bivalente B segrega
un B a cada polo, mientras que por lo general el univalente migra a uno de
ellos, integrandose a uno de los nucleos en formacién o permaneciendo como

un micronucleo en telofase | (Figuras 25 y 26, pags. 117 y 118).

En los 6 controles, las frecuencias observadas de univalentes B
rezagados y dividiéndose ecuacionalmente en anafase | resultaron bajas: de
0,00 a 0,05 y, de 0,00 a 0,03, respectivamente. La frecuencia de micronucleos
observada en telofase | - diada fue también baja variando de 0,07 a 0,28
(Figura 26 D, pag. 118). Durante la meiosis I, la frecuencia de micronucleos

observada en telofase Il - tétrada varié de 0,02 a 0,10 (Tabla 15, pag. 99).

En los 2 hibridos F, las frecuencias observadas de univalentes B
rezagados y dividiéndose ecuacionalmente en anafase | también fueron bajas:
0,02 y 0,00, respectivamente. La frecuencia de micronucleos observada en
telofase | - diada varid de 0,18 a 0,07 (Figura 26 D, pag. 118). Durante la
meiosis I, la pérdida de los B fue baja; la frecuencia de micronucleos observada

en telofase Il - tétrada varié entre 0,02 y 0,04 (Tabla 15, pag. 99).

Al mismo tiempo se evalud la frecuencia de bivalentes abiertos en los A,

la que sera analizada mas adelante.
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Analisis meidtico de individuos con 0B

Con la finalidad de obtener controles con 0B, se realizaron cruzamientos

0B x OB intra e interraciales. El analisis se realizd en: a) 2 individuos con 0B

obtenidos a partir de un cruzamiento intrarracial en la raza Pisingallo, b) 3

individuos con OB obtenidos a partir de un cruzamiento intrarracial en la raza

Amarillo chico, ¢) 3 individuos con OB obtenidos a partir de un cruzamiento

interracial entre un progenitor femenino de la raza Amarillo chico y un progenitor

masculino de Pisingallo, y d) 3 individuos con OB obtenidos mediante un

cruzamiento interracial reciproco.

. AM.CHICO HIBRIDOS : PISINGALLO HIBRIDOS
(controles) AmX Pising | (controles) Pising X Am
estadios *indiv. media media media media
frec. + frec. 3 frec. + frec. o
ES. ES. ES. ES.
telofase | - |
diada i 1 0,017 0,016 0,000 0,003 : 0,008 0,004 0,000 0,003
R 2 0,010 + 0,000 + i 0,000 + 0,000 +
micro- 3 {0021 0,003 0010 0,003 0,004 0,009 0,003
HGCIBOS B L L L L L T T T L L LN L) R —
telofase II-
tétrada 1 0,007 0,008 0,016 0,005 : 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,016 + 0,000 + 0,000 + 0,000 +
micro- 3 0.000 0,004 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000
nucleos

Tabla 16. Comportamiento meiético de individuos con 0B en los hibridos y los
respectivos controles intrarraciales. * Los nimeros que se repiten en la primera
columna corresponden a un mismo individuo.
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En el analisis del comportamiento meiético de individuos con OB se
tuvieron en cuenta: 1) la frecuencia de micronlcleos en telofase | - diada (se
analizaron entre 60 y 138 células); 2) la frecuencia de micronucleos en telofase
Il - tétrada (se analizaron entre 56 y 184 células). Los valores obtenidos son

analizados més adelante (Tabla 16, pag. 102).

Frecuencia de quiasmas

Frecuencia de quiasmas de los cromosomas By A

A los efectos de evaluar la frecuencia de quiasmas de los cromosomas
B, se considera la frecuencia de trivalentes (1-frec.de al menos 1 univalente B).
La frecuencia de trivalentes B en los individuos con 3B puede considerarse
como una medida indicativa de su frecuencia de quiasmas. La frecuencia media
minima de quiasmas se calcula como: frecuencia de trivalentes X 2 quiasmas +
frecuencia de bivalentes X 1 quiasma. Esta frecuencia corregida de quiasmas
de los 3B se correlacioné significativamente con la frecuencia corregida de
trivalentes B (r =0,98775; p< 0,00001) (Figura 14, pag. 104). La correccion
aplicada a los valores de frecuencia correpondié a la de Christiansen et.al

(1976).

Entre los individuos de la raza Amarillo chico (controles de los hibridos E)

la frecuencia corregida de trivalentes B se encuentra correlacionada

negativamente con la frecuencia media corregida de bivalentes A abiertos (r =-
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0,9479, p=0,0019), de tal manera que, en los individuos analizados, la
frecuencia de quiasmas de los cromosomas B disminuye a medida que
aumenta la media de bivalentes A abiertos (a medida que disminuyen los

quiasmas de los cromosomas A) (Figura 15, pag. 105).
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Figura 14. Correlacion entre la frecuencia minima de quiasmas de los By la
frecuencia de Il B en Pisingallo, Am. chico e hibridos E y F.

En los individuos de la raza Pisingallo (controles de los hibridos E) no se
encontré una correlacion significativa entre la frecuencia de trivalentes B y la
frecuencia de quiasmas de los A (r =-0,5824, p=0,1227). No obstante, fue
posible distinguir una tendencia en la disminucién de la frecuencia de trivalentes

B a medida que aumenta la frecuencia de bivalentes A abiertos (17, pag. 108).
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Figura 15. Relaciones entre la frecuencia de trivalentes B de las razas Amarillo chico y
Pisingallo y la frecuencia media de bivalentes A abiertos.

Frecuencia de apareamiento de los cromosomas B, origen racial y dosis

A los efectos de analizar la frecuencia de univalentes B en individuos con
2 y 3B, se considerd la frecuencia de apareamiento como: la frecuencia de
bivalentes B en individuos con 2B y la frecuencia de trivalentes en individuos
con 3B (es decir, frec. apareamiento = 1 - frec.de al menos 1 univalente B). Se
analizo la frecuencia de apareamiento entre los cromosomas B en los diferentes
hibridos y controles con respecto al origen racial de los B y su dosis (2B y 3B)

(Figuras 22 y 24, pags. 114y 116).
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De esta manera, se analizé la frecuencia de apareamiento (corregida) de

los B provenientes de la raza Pisingallo (controles e hibridos C -con 2B-, y s6lo

los controles E -con 3B-) y la frecuencia de apareamiento de los B de la raza

Amarillo chico (controles e hibridos D -2B-, y sélo los controles F -3B-). En la

Tabla 17 (p4g. 106) se muestran las frecuencias medias de apareamiento para

2B y 3B provenientes de ambas razas. La frecuencia de apareamiento de 2 y

3B provenientes de Pisingallo resulté significativamente mayor que la

observada en Amarillo chico (F=6,319, p=0,0194) (Figura 16, pag. 107; Tabla

17, pag. 106). La interaccion entre dosis y origen racial de los B resultd

significativa (F=5,367, p=0,0298), indicando que los B de la raza Amarillo chico

poseen una frecuencia de apareamiento menor para la dosis 3B que para 2B.

(Figuras 16, 22 y 24, pags 107, 114 y 116, Tabla 17, pag. 106).

dosis Bs de Pisingallo | Bs de Am.chico
(nro.de indiv.) (nro.de indiv.) media
2B 0,911 (8) 0,924 (8) 0,917 (16)
3B 0,463 (5) 0,300 (6) 0,374 (11)
media (2 y 3B) 0,739 (13) 0,657 (14)

Tabla 17. Frecuencias medias de apareamiento de los B respecto
de sus dosis y su origen racial.
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Figura 16. Frecuencia de apareamiento de los B
respecto de su dosis y su origen racial.

Pérdida meidtica de los cromosomas B

Relacién entre la pérdida meiética y la raza de los portadores

Se llevd a cabo el andlisis de la frecuencia (corregida) de micronucleos
en telofase | -diada respecto de la dosis de Bs y el origen racial de los
individuos, mediante un ANOVA. La frecuencia media de micronucleos resulté
significativamente mayor en los individuos de la raza Amarillo chico (0,133) que
en los de la raza Pisingallo (0,031) (F=3,9029, p=0,0266). La frecuencia media
de micronucleos, considerando todos los hibridos (A, B, C, D, E y F), resultd

intermedia (0,067) respecto de las frecuencias medias de ambas razas, aunque
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no difirié significativamente de ninguna de ellas (Figuras 17 y 21 A, pags. 108 y

113; Tabla 18, pag. 108).

dosis raza Pisingallo Hibridos raza Am. chico
(nro.de indiv.) (nro.de indiv.) (nro.de indiv.) media
0B 0,004 (2) 0,006 (6) 0,016 (3) 0,007 (11)
1B 0,037 (5) 0,175 (6) 0,220 (6) 0,151 (17)
2B 0,017 (5) 0,040 (7) 0,047 (4) 0,031 (16)
3B 0,057 (4) 0,066 (8) 0,163 (6) 0,097 (18)
media 0,031 (16) 0,067 (27) 0,133 (19)

Tabla 18. Frecuencia de micronlcleos en Tl-diada respecto de las razas Am. chico,
Pisingallo e hibridos con distinta dosis de cromosomas B.
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Figura 17. Frecuencia de microntcleos en Tl-diada respecto de las razas Pisingallo,
Amarnillo chico, hibridos interraciales y la dosis de cromosomas B.
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Relacion entre la pérdida meidtica de los cromosomas B y su dosis

Se determind la frecuencia de micronucleos respecto de la dosis de
cromosomas B en individuos de la raza Amarillo chico (controles de Am. chico
con 0B**, controles de los hibridos B -con 1B-, controles de los hibridos D -con
2B-, controles de los hibridos F -con 3B-). La frecuencia de microntcleos de los
individuos con diferentes dosis de Bs resulté significativamente diferente
(F=3,5699, p =0,0396) (Figuras 21 A, pag. 113). La frecuencia de micronucleos
en los individuos con 1B y 3B presentaron una mayor tendencia a la formacion
de micronucleos en telofase | - diada, que los individuos con OB y 2B (Figura

17, pag. 108; Tablas 16 y 18, pags. 102 y 108).

i Los resultados de estos controles se encuentran en la Tabla 16 (pag. 102).
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Figura 18. A) Paquitene, univalente B (Pising.). B) Diacinesis,
univalente B (Pising.). La barra mide 10um.
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Figura 19. A) Metafase |, univalente B fuera de placa (Pising.). B) Anafase |
temprana, univalente B migrando a un polo (Pising.). C) Anafase |, univalente B
en un polo (Pising.). D) Telofase |, cromosoma B integrandose (Pising.).
La barra mide 10um.
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Figura 20. A) Anafase |, univalente B rezagado y dividiéndose (Am.chico). B) Anafase
|, univalente B dividido ecuacionalmente (Am.chico). C) Telofase |, univalente B
dividido ecuacionalmente (Am.chico). D) Telofase |, univalente B rezagado
(Am.chico). La barra mide 10um.
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Figura 21. A) Telofase |, microntcleo (Am.chico). B) Diada en metafase Il, dos
cromaétidas B fuera de la placa (Am.chico). C) Diada en telofase |l con un
microntcleo (Pising.). D) Diada en telofase Il con sendos micronticleos

(Am.chico). La barra mide 10um.
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Figura 22. A) Diacinesis, bivalente B cerrado (Pising.). B) y C) Diacinesis, bivalente B
abierto (Pising.). D) Diacinesis, 2 univalentes B (Pising.). La barra mide 10um.
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Figura 24. A) Paquitene, trivalente B (Am.chico). B) Paquitene, bivalente B y
univalente B (Am.chico). C) Diplotene-diacinesis, trivalente B lineal (Am.chico). D)
Diacinesis, trivalente B “en Y” (Am.chico). E) Diacinesis, bivalente B y univalente B
(Am.chico). F) Diplotene-diacinesis, tres univalentes B (Am.chico). La barra mide

10pm.
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Figura 25. A) a F) Metafase | (Am.chico). A) y B) Trivalente B en placa. C)
Trivalente B segregando precozmente. D) Bivalente B en placa y univalente B
migrando a un polo. E) Dos univalentes B migrando a un polo y otro al opuesto.

F) Tres univalentes migrando al mismo polo. La barra mide 10um.
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Figura 26. A) a C) Anafase | (Am.chico). A) Dos B segregando normalmente,
mientras que un univalente B se encuentra en un polo. B) Dos univalentes B en un
polo, mientras que otro se divide ecuacionalmente. C) Dos univalentes en un polo,

otro en el opuesto. D) Telofase | temprana, tres univalentes B en un polo, no

integrados (Am.chico). La barra mide 10um.
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DISCUSION
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TASA DE TRANSMISION DE LOS CROMOSOMAS B

Estabilidad somatica

La tasa de transmisién de los cromosomas B en la descendencia de los
cruzamientos 0Bx1B (Gy) no fue afectada por la posible pérdida en las mitosis de
la linea somatica o de la germinal. El recuento del nimero de cromosomas B en
las células madres de las microsporas coincidié en todos los casos con el nimero
determinado previamente en el meristema de la raiz primaria del mismo individuo,
corroborandose en esta poblacién la estabilidad mitética de los B, tal como fue

hallado en maiz por Alfenito & Birchler (1990).

Tasa de transmision en Gy

Los recuentos cromosémicos de la descendencia Gy de los cruzamientos
0Bx1B revelaron la ocurrencia de no-disyuncién de los B en la segunda mitosis del
polen, en mas del 99% de los casos, es decir, la descendencia presentd en su
inmensa mayoria 0B y 2B (Tabla 1, pag. 67). Por lo tanto, la tasa de transmision
masculina casi no se encuentra afectada por la escasa ocurrencia de disyuncion

normal del B en la segunda mitosis del grano de polen.

La tasa de transmision esperada en la descendencia Go de los

cruzamientos 0Bx1B es 0,5, en el caso de existir solamente supresién de la

pérdida meidtica y no-disyuncién del B durante la segunda mitosis del grano de
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polen. Sin embargo en la tabla 1 (pag. 67) se presentaron casos en los que las
tasas son mayores a las esperadas (0,98, por ejemplo). Esto implicaria una alta
probabilidad de fecundaciéon por el nucleo espermatico portador de los dos B,
resultantes de la no-disyuncién, debida al fenémeno de fecundacion preferencial.
Los casos en los que las tasas de transmision fueron menores que las esperadas
(0,17, por ejemplo), indicarian una tendencia a la pérdida del cromosoma B, debida
a una baja probabilidad de fecundacién por el nucleo espermatico portador de los

dos B (resultantes de la no-disyuncion).

Tasa de transmisiénen G1 y G;

Las progenies Gy obtenidas a partir de los cruzamientos 0Bx2B en los
grupos de alta y baja transmision seleccionados en la generacion parental Gy,
presentaron tasas medias de transmisién masculina significativamente diferentes
entre si: Tt,=0,65 y Tt,=0,41, respectivamente (Tablas 2 y 3, pags. 69 y 70). Esto
demostraria un progreso selectivo en Gy para el grupo seleccionado para alta y
baja tasa de transmisién de los cromosomas B, indicando la existencia de un
componente genético en la variacion hallada en Go. Por lo tanto, la transmision
masculina de los cromosomas B a la descendencia estaria afectada por el

genotipo de los progenitores (Figura 9, pag. 73).

Los resultados obtenidos durante la segunda generacion de seleccion (Gy)
indicaron que se mantuvieron las diferencias significativas en las tasas de

transmisién entre los grupos de alta y baja tasa de transmision. Los promedios de
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la tasa de transmision obtenidos fueron Tt,=0,68 para la descendencia de los
cruzamientos realizados dentro del grupo seleccionado para alta Tt y Tt,=0,48 para
la descendencia de los realizados dentro del grupo de baja Tt (Figura 9, pag. 73;

Tablas 4y 5, pags. 71y 72).

Meiosis

Una vez demostrada la existencia de control genético de la tasa de
transmision de los B, se planted la siguiente pregunta: ¢ Actlan estos genes
modificando el comportamiento de los B en la meiosis, provocando una mayor

pérdida meidtica en los individuos de baja tasa de transmision?.

Los resultados del comportamiento meiético de individuos con 1B de la
poblacion de partida (VAV 6313) indican que su pérdida es muy escasa. Los
cromosomas B rezagados, o que sufren divisidn ecuacional durante anafase |, o
que no se integran en telofase |, terminarian perdiéndose (Figura 20 y 21, pags.
112 y 113). Las frecuencias de estos eventos nunca superé el 3%; la frecuencia de
micronucleos en Tl - diadas y TII - tétrada varié de 0 a 8%. Estos valores no se
encontraron asociados con los de la tasa de transmision de los individuos
estudiados. Por lo tanto, la amplia variacién de la tasa de transmision dentro del
grupo de individuos de esta poblacién no puede justificarse aduciendo la pérdida
meibtica de los univalentes B. Estos resultados estan de acuerdo con los hallados
por Powers y Dhal (1937) y Randolph (1941). La presencia de genes en los B de

esta poblacién suprimiria la pérdida de estos cromosomas en la meiosis cuando se
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encuentran como univalentes, tal como lo determinaran Carison y Roseman (1992)

en su material.

El comportamiento meiético de 2B en individuos seleccionados para alta y
baja tasa de transmision mostré regularidad. En general, los 2B forman un
bivalente en la profase |, el que se ubica en la placa de la metafase | (Figura 22,
pag. 114). Pudo observarse una mayor tendencia a la presencia de 2 univalentes
B en los individuos seleccionados para baja tasa de transmisién. Sin embargo,
esta mayor frecuencia media de univalentes en el grupo de baja Tt (10,7%)
respecto de la del grupo de alta Tt (3,3%), no resulté estadisticamente significativa.
Esta tendencia no alcanza para explicar las diferencias de tasas de transmision
encontradas en Gy y Gy, porque: 1) los univalentes B no se pierden durante la
meiosis, tal como fue determinado analizando el comportamiento meiético de
individuos portadores de 1B. Si se pretendiera explicar la variacion hallada en las
tasas de transmision sobre la base de la diferencia de frecuencia de univalentes,
deberian perderse practicamente el 100% de los univalentes; 2) la frecuencia de
micronucleos registrada en telofase |-diada y telofase Il-tétrada fue escasa, y no se
encontrd asociada a una mayor frecuencia de univalentes B, ni a una menor tasa

de transmision.

Por otro lado, la frecuencia de individuos portadores de 4B en el grupo de
baja Tt fue 0% en G; (313 individuos), 0,4% en G; (259 individuos) y 0,7% (142
individuos) en G3; mientras la frecuencia de individuos portadores de 4B en el

grupo de alta Tt fue 1,7% en G4 (412 individuos), 1,2% en G; (246 individuos) y 0%



en G; (126 individuos) (Tablas 2, 3, 4, 5, 6 y 7, pags. 69, 70, 71, 72, 74 y 75). La
presencia de individuos con 4B en la progenie de un cruzamiento 0Bx2B es posible
solo cuando hay migracién conjunta de dos univalentes B hacia el mismo polo en
anafase |. La escasa frecuencia de individuos con 4B en estas progenies indico un

elevado grado de disyuncién normal de los B en anafase |.

Estos resultados descartan la posibilidad que los genes que afectan la tasa
de transmision estén actuando sobre el comportamiento meidtico de los B. Por otro
lado, recientemente pudo determinarse en centeno que los genes que controlan la
tasa de transmision de los B en la poblaciones actian sobre su comportamiento
meidtico. La diferencia en la tasa de transmisién entre los individuos con 2B de las
lineas de alta y baja se debe a una capacidad diferencial en formar uni- o
bivalentes en metafase |. Cuando los B se presentan como dos univalentes, sélo
en el 20% de los granos de polen se observan cromosomas B, siendo eliminados

como micronucleos en el 80% restante (Jiménez et al., en prensa).

Tasa de transmision en G;

Las progenies G obtenidas a partir de los cruzamientos 0B(alta)x2B(alta),
presentaron tasas media de transmisidon masculina significativamente mayores a
las obtenidas a partir de cruzamientos 0B(baja)x2B(baja) (p=0.01993): Tt.,=0,71y

Tt,,=0,48, respectivamente (Tabla 10, pag. 77). De esta manera, los grupos de alta
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y baja tasa de transmision permanecieron significativamente diferenciados

respecto de su tasa de transmision hasta la tercera generacion de seleccion.

Si se descarta que el control genético de la tasa de transmisién masculina
se extienda al comportamiento meiético de los B, existen otras dos hipétesis
alternativas: 1) la accién de estos genes sobre la fecundacion preferencial afectan
la frecuencia con la que el nucleo portador de los dos B (resultantes de la no-
disyuncién en la segunda mitosis del polen) fecunda la oésfera; 2) varia la
capacidad del receptor femenino para “aceptar” el nucleo espermatico portador de

los 2B.

La tasa media de transmisién (Tt) obtenida de los cruzamientos 0B(alta) x
2B(alta) y OB(alta) x 2B(baja) resulté significativamente mayor que la Tt de los
cruzamientos OB(baja) x 2B(baja) y OB(baja) x 2B(alta) (F= 25.595,
p<0,0001).(Tabla 10, pag. 77). Estos hechos indican que los genes que controlan
la transmisién masculina de los B no actian confiriendo al nicleo espermatico
portador de los 2B mayor capacidad para fecundar a la odsfera. Los resultados
demuestran que dichos genes regulan la frecuencia con la que el receptor
femenino sin Bs es fecundado por el nlcleo espematico con Bs (Figura 10, pag.

78; Tabla 10, pag. 77).

Segun Carlson (1986) los mecanismos de fecundaciéon preferencial se

entienden de modo parcial. Estos no se deben a una migracion de los B hacia un



polo especifico durante la no-disyuncién, ni a una orientacion determinada de los
nucleos espermaticos con y sin Bs dentro del tubo polinico durante su germinacion
(Shi et al., 1996). Los mecanismos actian confiriendo al nucleo espermatico con
cromosomas B cierta ventaja competitiva durante la fecundacion. La naturaleza de
esta ventaja es desconocida. No obstante, Carlson (1969) encontrdé una linea de
maiz que al ser utilizada como progenitor femenino bloquea la fecundacion
preferencial, y postuld que este efecto podria deberse a la presencia de un alelo

recesivo simple.

Los resultados obtenidos de los cuatro tipos de cruzamientos indican que,
dentro de la poblacion estudiada (VAV 6313), la planta receptora del polen es la
que establece la frecuencia con la que el nlcleo espermatico portador de los 2B
fecunda a la oo6sfera. Ademas, por la manera en que se realizaron los
cruzamientos (0Bx2B) el progenitor femenino no posee Bs y, puede concluirse que
los genes que controlan la tasa de transmisién masculina se encuentran en los A
Si estos genes se hubieran encontrados en los B, la tasa de transmision hubiera
dependido del grupo (alta o baja Tt) al que perteneciera el progenitor masculino
con 2B, y hubiera resultado independiente del progenitor femenino. Los resultados
obtenidos a partir de los cruzamientos 0B(alta) x 2B(alta) (Tt) y 0B(baja) x 2B(alta)
(Tt), son similares a los descriptos por Carlson en 1969. Sin embargo, esos dos
tipos de cruzamientos no son suficientes por si solos para comprender la

naturaleza de la fecundacion prefencial.
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Por otro lado, la tasa de transmisién en centeno se encuentra modificada
por genes que regulan la capacidad de los B para formar univalentes. En los
individuos de la linea de alta transmisién la frecuencia de formacion de bivalentes
es superior a la de los individuos de baja transmision. Este hecho determina la
pérdida o conservacion de los B durante la meiosis. Estos genes se encuentran
localizados en los cromosomas B; por lo tanto, los polimorfismos para cromosomas
B en centeno se encontrarian principalmente controlados por estos mismos

cromosomas (Jiménez et al., 1995, y en prensa).

En Pseudococcus affinis, los cromosomas B reducen la aptitud de los
individuos portadores, logrando mantenerse en la poblacion por el impulso
meidtico. Sin embargo, en las poblaciones naturales existen genes (TRGs)
localizados en el complemento cromosémico estandar (A) que reducen la
transmision (Nur and Brett, 1988). En Mymeleotettix fue también determinada la
presencia de un gen modificador que reduce en las hembras el impulso meiético
de los B como se comprueba en la descendencia (Shaw and Hewitt, 1985 Shaw et
al., 1985). En cambio, los resultados obtenidos en el presente estudio indican que
si bien la tasa de transmision de los cromosomas B también se encuentra afectada
por el genotipo de los A, éstos no reducen la tasa de transmisién, sino que la

aumentan.

Existen dos posibles razones, segun Carlson (1978, 1986), que explicarian

la fecundacion preferencial: 1) un efecto propio de la regién proximal de los B, 2)
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una ventaja no especifica conferida a la celula espermatica por la presencia de
cromatina extra. De acuerdo con estos resultados, puede agregarse como tercera
hipétesis: Una mayor tendencia a “aceptar” los 2B por parte del progenitor

femenino.

La tasa de transmision dentro del grupo de alta transmision en Gy G, y en
los cruzamientos alta x alta y alta x baja en Gs, fue significativamente mayor a la
mendeliana (0,5). Por otro lado, la tasa de transmision en el grupo de baja Tt en G;
.y en los cruzamientos baja Tt x baja Tt y baja Tt x alta Tt en G3, no resulté
significativamente diferente a la mendeliana (0,5), excepto para el grupo de baja Tt
en G4, donde fue inferior. De acuerdo con esto, algunos genotipos (genes pro-B)
aumentan la frecuencia de fecundacién por el nucleo portador de los B, mientras
que esto no ocurre en otros (genes anti-B), produciéndose una fecundacion al azar
con una tasa de transmision de 0,5. Sin embargo, hasta el momento se desconoce
la frecuencia con la que una oo6sfera con 1B o mas Bs “acepta” al nucleo

espermatico portador de cromosomas B.
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COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS CROMOSOMAS B

Frecuencia de quiasmas

Relacion con la frecuencia de quiasmas de los cromosomas A

La frecuencia de quiasmas de los B fue evaluada mediante la frecuencia de
formacién de un trivalente en individuos con 3B. Los cromosomas B de la raza
Amarillo chico presentaron una relaciéon positiva entre la frecuencia de quiasmas
de los B y la frecuencia de quiasmas de los cromosomas A (medida como la
frecuencia media de bivalentes A abiertos). Es decir, la frecuencia de quiasmas de
los B disminuye a medida que aumenta la frecuencia de bivalentes A abiertos. Por
otro lado, la frecuencia de quiasmas de los cromosomas B de la raza Pisingallo no
muestra una relacion evidente con la frecuencia de quiasmas de los cromosomas

A (Figura 15, pag. 105).

Frecuencia de apareamiento, dosis y origen racial

La frecuencia de univalentes B en individuos con 2B y 3B se evalud
mediante la frecuencia de apareamiento considerada como: la frecuencia de
bivalentes B en individuos con 2B, y la frecuencia de trivalentes en individuos
con 3B (es decir, frec. apareamiento = 1 - frec.de al menos 1 univalente B). La
frecuencia de apareamiento de los 3B provenientes de Pisingallo resultd
significativamente mayor que la observada en Amarillo chico (Figura 16, pag.

107; Tabla 17, pag. 106). Por otro lado, pudo determinarse que los B de la raza
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Amarillo chico poseen una frecuencia de apareamiento menor para la dosis 3B
que para la dosis 2B. (Figuras 16, 22 y 24, pags 107, 114y 116; Tabla 17, pag.

106).

Pérdida meidtica

Causas

La frecuencia de micronucleos en los individuos controles intrarraciales e
hibridos sin cromosomas B (0B) es muy pequefia cuando se compara con los
individuos que poseen cromosomas B. Por lo tanto, la presencia de micronucleos
solo puede ser atribuida a los cromosomas B (Figura 17, pags. 108). De acuerdo
con esto, la frecuencia de micronlcleos en telofase | - diada es una medida
representativa para evaluar la pérdida meibtica de los cromosomas B. Los
cromosomas Bs se pierden en la meiosis s6lo cuando se encuentran como
univalentes. Esta pérdida se debe a tres razones principales: 1) el univalente B se
divide ecuacionalmente en anafase |; 2) el univalente B permanece rezagado en
anafase | ; 3) el univalente B migra a un polo, pero no se integra a ninguno de los

nucleos formados en telofase |.

La presencia de un micronucleo en telofase Il - tétrada corresponderia al
univalente B que no se integrd en telofase |, permaneciendo como micronucleo
hasta el final de la meiosis Il (Figura 21 C, pag. 113). Por otro lado, cuando el
univalente se divide ecuacionalmente, las cromatidas resultantes permanecen

fuera de la placa en metafase Il, y terminan por perderse en telofase Il - tétrada,
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quedando excluidas de los nucleos resultantes y formando dos micronucleos

(Figura21 By D, pag. 113).

Relacion con la dosis

Los resultados indican que los cromosomas B de los individuos de la raza
Amarillo chico se pierden con mayor frecuencia cuando se encuentran en simple
dosis (Figuras 20 y 21, pags 112y 113). En cambio cuando los B se encuentran en
dosis superiores a 1B, pueden aparearse y segregar correctamente durante

anafase |, integrandose de esta manera a los nicleos resultantes en telofase |.

En los individuos con dos Bs, la frecuencia de micronucleos en telofase |-
diada fue escasa en los todos los individuos hibridos y controles intrarraciales de
Amarillo chico y Pisingallo. Los individuos con 3B de la raza Amarillo chico
presentan una mayor tendencia a la pérdida meidtica, aunque las diferencias no
resultaron significativas (Figura 17, pags. 108). Este aumento se debe a que la
frecuencia de apareamiento de los B es significativamente menor en individuos con
3B que en individuos con 2B. Por lo tanto, la pérdida meidtica es mayor a medida

que aumenta el niumero de univalentes B (Figura 16, pag. 107).

Relacion con la raza de los individuos portadores

La pérdida meidtica de los cromosomas B fue significativamente mayor en

los individuos de la raza Amarillo chico que en los de la raza Pisingallo. En general,



la frecuencia de micronucleos en los hibridos fue intermedia respecto de las dos

razas (Figura 17, pag. 108; Tabla 18, pag. 108).

La raza Pisingallo posee escasa pérdida meidtica, tal como pudo
observarse en los controles intrarraciales de tipo B portadores de 1B, y en los
resultados del comportamiento meiético en individuos con 1B con diferente tasa de
transmision (Tabla 11, pag. 79). La pérdida meiética en individuos hibridos de tipo
B (1B) (Tabla 13, pag. 87) fue tan elevada como la de los individuos controles A
(raza Amarillo chico), de 0,05 a 0,54 y de 0,11 a 0,39, respectivamente. Estos
hibridos portan un cromosoma B proveniente de la raza Pisingallo transmitido por
via materna, de tal manera que el citoplasma también pertenece a la misma raza.
Por lo tanto, resulta poco probable que la elevada frecuencia de micronucleos en
telofase | - diada en los individuos de la raza Amarillo chico se encuentre asociada

a los cromosomas B o a algun efecto del citoplasma de Amarillo chico.

La mayor pérdida meidtica del univalente B podria deberse a la presencia
de genes en los cromosomas A de los individuos de la raza Amarillo chico , que no
se encontrarian en los individuos de raza Pisingallo. Estos genes podrian haberse
transmitido al hibrido B, provocando una mayor pérdida meiética del univalente B
proveniente de la raza Pisingallo. La presencia de tales genes en los individuos
junto con una menor frecuencia de apareamiento de los cromosomas en dosis 3B,

explicarian la mayor pérdida meiética registrada en la raza Amarillo chico.



CONCLUSIONES
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Las conclusiones obtenidas a partir de los estudios sobre el comportamiento
meidtico de los cromosomas B en las razas Amarillo chico y Pisingallo se pueden

resumir en los siguientes puntos:

Ve

con 3B se relaciona positivamente con la de los cromosomas A en Amarillo chico,

siendo la frecuencia de quiasmas de los B menor en Amarillo chico que en

Pisingallo.

V/ La pérdida meidtica es mayor en los individucs de Amanillo chico que en los
de Pisingallo.

V/ En los individucs de Amanlc chice la pérdida meidtica de los cromosomas B

es mayor para individuos con 1B y 3B que en los individuos con 2B, debido a la

elevada frecuencia de apareamiento de los 2B.

En la poblacién estudiada de la raza Amarillo chico es posible proponer la
existencia de genes en los cromosomas A que podrian determinar una mayor
frecuencia de pérdida meidtica de los univalentes B (genes anti-B), tal como lo
sugieren los resultados meidticos obtenidos en los individuos con 1B y en los
hibridos interraciales obtenidos entre esta raza y Pisingallo. Estos genes en la
poblacién estudiada podrian jugar un papel importante en la regulacién de la

frecuencias de individuos con Bs.
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Las conclusiones obtenidas a partir de los estudios sobre la tasa de

transmisién masculina de los cromosomas B en la poblacién VAV 6313 de la raza

Pisingallo se pueden resumir en los siguientes puntos:

poblacién estudiada. En todos los cruzamientos OB x 1B 6 2B realizados los B

-

, casi sin excepcion.

sufren no-disyuncién en la segunda mitosis del polen

controlan la tasa de transmision.

comportamiento meiético de los B.

tn ramiilar
RO ES® (VS ]

sl
1

(A).

OB “acepta” al nuclec espermatico portador de dos B.

A partir de estos resultades, es interesante destacar el hecho de que las

frecuencias en los polimorfismos numeéricos para cromosomas B no serian
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mantenidas por los mismos B, sino que serian regulados por los genotipos A de las

poblaciones.

Rosato et al. (1996) llevaron a cabo el analisis de la transmisién femenina
de los cromosomas B en la generacion Gy obtenida mediante cruzamientos 1Bx0B,
y en las progenies G; y G;, obtenidas por seleccién de las plantas de menor y
mayor tasa de transmisién. Los resultados indicaron también la existencia de un
control genético para la tasa de transmision femenina de los B. Por lo tanto, queda
demostrada la existencia de genes que afectan la tasa de transmisién de los
cromosomas B, tanto por la via materna como por la via paterna. Los mecanismos
de impulso tales como la supresién de la pérdida meidtica, y la no-disyuncién en la
segunda mitosis del polen serian suficientes para explicar el mantenimiento de los
polimorfismos de los B, pero no para explicar sus distintas frecuencias y
distribuciones en las poblaciones. La frecuencia de los cromosomas B en las
poblaciones podria estar relacionada con la frecuencia de estos genes en las

poblaciones de las razas nativas de maiz.

Al considerar la transmisién de los B por las vias femenina y masculina al
mismo tiempo dentro de la poblacion se encontré que: existen genoctipos por el
lado femenino que presentan tasa de transmision inferior a la mendeliana, y que
tienden a perder los cromosomas B; mientras que por el lado masculino existen
genotipos que determinan una tasa de transmisidn superior a la mendeliana y que

tienden a incrementar el numero de Bs. De esta manera, en la poblacién se
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combinaria la accién de dos fuerzas contrarias: genes anti-B (transmision
femenina) y genes pro-B (transmisién masculina), para el mantenimientc de un

polimorfismo numérico estable de los cromosomas B.
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