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RESUMEN

La incorporacién de una graminea perenne estival a la mezcla presenta
diversas ventajas, como productividad, distribucion estacional de forraje y
resiliencia del sistema, ademas de adaptabilidad al cambio climatico. El grupo
Dilatata del género Paspalum contiene valiosas de estas gramineas con alto
potencial agrondmico. De estas especies la mas estudiada ha sido Paspalum
dilatatum var. dilatatum, pentaploide de reproduccion apomictica. Esta especie, a
pesar de su alta produccion de materia seca, presenta numerosas dificultades para
su utilizacion, como ser: baja produccion de semilla, infeccion por Claviceps
paspali, dormicion de semilla y lenta implantacion, ademas de dificultades para su
mejoramiento, dada su naturaleza apomictica. Por lo que un nuevo enfoque se ha
venido realizando en Facultad de Agronomia, priorizando en los tetraploides
sexuales del grupo (P. flavescens, P. plurinerve, P. vacarianum, P. dasypleurum y
P. urvillei), ya que presentan mayores posibilidades de domesticacion, debido a su
sistema genético sexual con facilidades para el mejoramiento genético. Estas
especies sexuales estan emparentadas, tienen alta fertilidad, alta produccion de
semilla viable, son autdgamas y comparten la formula genémica 2n = 4x = I1JJ, por
lo que la hibridacion entre ellas seria posible. Una estrategia de mejoramiento es la
hibridacion interespecifica buscando combinar lo mejor de cada especie para la
formacion de un cultigeno. Para poder llevar a cabo un programa de hibridacion
interespecifica, es necesario probar que el germoplasma con que se cuenta se puede
hibridar sin disminuciones en la fertilidad de sus hibridos. Como antecedentes
directos a este trabajo, previamente se generd una poblacion biparental de lineas
puras segregantes (RILs en inglés) a partir del cruzamiento de P. flavescens x P.
plurinerve (ambas especies promisorias y parecidas al “comin” en cuanto a
productividad, ademas de presentar diferencias en cuanto a fecha de floracion y
dormicion de semilla) mediante el método DUS, para poder evaluar la potencialidad
de este método de mejoramiento, buscando segregacion transgresiva, ademas de
genotipar y fenotipar toda la coleccion para identificar QTLs asociados a caracteres
de domesticacién, como por ejemplo menor dormicion de semilla. Durante estos
esfuerzos, se constaté esterilidad en algunas lineas tempranas y una distorsion en la
segregacion de marcadores moleculares tipo microsatélite en Fs. Estos fendmenos
pueden estar asociados a irregularidades en la meiosis del hibrido, ya que, aunque
especies emparentadas, tienen diferencias en sus genomas. Por tanto, en este trabajo
se analizd el comportamiento meidtico en 20 lineas F» provenientes de la
hibridacion interespecifica de P. flavescens x P. plurinerve, ademds del grado de
fertilidad de estas lineas a partir de la produccion de semilla. Se registré un minimo
de 15 células madre del polen para las fases de diacinesis, metafase, anafase y
diadas/tétradas, buscando detectar asociaciones distintas a bivalentes en diacinesis,
adelantos cromosomicos en metafase, puentes o atrasos de cromosomas en anafase
y micronticleos en diadas/ tétradas. Los resultados muestran que un 9,5% de las
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CMP estudiadas presentaron irregularidades en la meiosis, sin observar ningun
micronucleo en diadas/tétradas, por lo que irregularidades en fases tempranas de la
meiosis, terminan por resolverse en fases tardias. La produccion de semilla de las
20 lineas fue de 0% a 63%, con un 28% en promedio de semillas llenas. No se
encontraron irregularidades en la meiosis que expliquen la baja fertilidad de algunas
lineas. Por lo tanto, la meiosis no explica la esterilidad en las lineas tempranas
reportadas anteriormente, ni tampoco la distorsion en la segregacion. Otras razones
pueden explicar estos fendémenos, como, por ejemplo, un control genético de la
esterilidad, es decir que existan genes que provoquen la esterilidad en hibridos
interespecificos. Técnicas de citogenética molecular como FISH y de marcadores
moleculares en F2 pueden determinar en qué momento de la endocria ocurre la
distorsion en los marcadores, ademas de saber, utilizando GISH, cémo es el sesgo
hacia los alelos maternos en los cromosomas de lineas Fs.

Palabras clave: Paspalum dilatatum, tetraploides sexuales del grupo
Dilatata, hibridacion interespecifica, comportamiento meidtico, mejoramiento
genético



SUMMARY

The addition of a summer perennial grass to the pasture mixes presents
various advantages, such as productivity, seasonal distribution of forage, and
resilience, as well as adaptability to climate change. The Dilatata group of the genus
Paspalum contains valuable of these grasses with high agronomic potential. Of
these species, the most studied has been Paspalum dilatatum var. dilatatum, a
pentaploid with apomictic reproduction. This species, despite its high production of
dry matter, presents numerous difficulties for its use, such as: low seed production,
infection by Claviceps paspali, seed dormancy and slow implantation, as well as
difficulties for its improvement. given its apomictic nature. Therefore, a new
approach has been carried out in the Faculty of Agronomy, prioritizing the sexual
tetraploids of the group (P. flavescens, P. plurinerve, P. vacarianum, P.
dasypleurum and P. uwurvillei), since they present greater possibilities of
domestication, due to its sexual breeding system which facilitates genetic
improvement. These sexual species are related, have high fertility, high viable seed
production, are autogamous and share the genomic formula 2n = 4x = I1JJ, so
hybridization among them should be possible. One breeding strategy is interspecific
hybridization seeking to combine the best of each species for the formation of a
cultigen. In order to carry out an interspecific hybridization program, it is necessary
to prove that the available germplasm can be hybridized without decreasing hybrid
fertility. As a direct background to this work, a biparental population of
recombinant inbred lines (RILs) was previously generated from the cross of P.
flavescens x P. plurinerve (both promising species and similar to the "common"
genotype in terms of productivity, in addition to presenting differences in terms of
flowering date and seed dormancy) using the SSD (single seed descent) method.
This previous aim was to evaluate the potential of this breeding method, looking
for transgressive segregation, in addition to genotyping and phenotyping the entire
collection to identify QTLs associated with domestication characters, such as
reduced dormancy. During these efforts, sterility was found in some early lines and
a distortion in the segregation of microsatellite-type molecular markers in the Fe.
These phenomena may be associated with irregularities in the meiosis of the hybrid,
since although related species, they have differences in their genomes. Therefore,
in this work, the meiotic behavior of 20 F; lines from the interspecific hybridization
of P. flavescens x P. plurinerve was analyzed, as well as the degree of fertility of
these lines based on seed production. A minimum of 15 pollen mother cells (PMCs)
were recorded for diakinesis, metaphase, anaphase, and dyads/tetrads, seeking to
detect associations other than bivalents in diakinesis, chromosome advances in
metaphase, bridges or delays of chromosomes in anaphase and micronuclei in
dyads/tetrads. The results show that 9,5% of the PMCs studied presented
irregularities in meiosis, without observing any micronuclei in dyads/tetrads, so that
irregularities in early phases of meiosis end up being resolved in later phases. Seed
production of the 20 lines ranged from 0% to 63%, with an average of 28% full
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seeds. No irregularities in meiosis were found to explain the low fertility of some
lines. Therefore, meiosis does not explain the sterility in the early lines reported
above, nor the distortion in segregation. Other reasons may explain these
phenomena, such as genetic control of sterility, that is, there are genes that cause
sterility in interspecific hybrids. Molecular cytogenetic techniques like FISH and
molecular markers in F» lines can determine at what point in inbreeding the
distortion in the markers occurs, in addition to describing, using GISH, the bias
towards maternal alleles in the chromosomes of F lines.

Keywords: Paspalum dilatatum, sexual tetraploids of the Dilatata group,
interspecific hybridization, meiotic behavior, genetic improvement
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1. INTRODUCCION

La baja disponibilidad de forraje durante el verano es un desafio al que se
enfrentan muchos productores, debido a las mezclas mas comtinmente utilizadas,
compuestas de gramineas invernales y leguminosas invernales y estivales. Estas
mezclas son susceptibles a las condiciones ambientales del verano: altas
temperaturas y baja disponibilidad de agua. Esto lleva a una produccién irregular
entre estaciones y a que la vida util de las pasturas perennes no sea mayor a 4 afos,
determinado en parte por el enmalezamiento de Cynodon dactylon, y por el
sobrepastoreo. La inclusion de gramineas de metabolismo C4 en las mezclas
presenta ventajas en cuanto a productividad, distribucion estacional de forraje y
resiliencia. Ademas, estas especies estdn mejor adaptadas al cambio climatico. El
grupo Dilatata, perteneciente al género Paspalum, incluye varias gramineas de
metabolismo C4, nativas de América del Sur, con marcado potencial agronémico.
Este complejo de especies presenta desde tetraploides sexuales hasta apomicticas
de 4x a 7x. Paspalum dilatatum var. dilatatum es el miembro mas estudiado del
grupo y de mas amplia distribucion, desde el sur de Brasil, Uruguay y este de
Argentina. Es una graminea que presenta muchas ventajas y aptitudes agronomicas
que la hacen deseable para su utilizacion, como ser la alta produccion de MS en
verano (evitando el enmalezamiento por Cynodon dactylon y aprovechando los
recursos de esta estacion), la tolerancia a heladas durante el invierno, y el habito
cespitoso que favorece el crecimiento de los otros componentes de la mezcla. Sin
embargo, una serie de limitantes ha impedido que se adapte con normalidad en los
sistemas de produccion. Una de ellas y principal, es la produccion de semillas en
calidad y cantidad, debido a la infertilidad asociada a su reproduccion apomictica y
a la infeccion por el hongo Claviceps paspali. Ademas, el desprendimiento de la
semilla madura y una alta dormicion de la misma, complejizan la adopcion de esta
especie. Estas limitantes pueden resolverse mediante mejoramiento genético y
domesticacion. Estos esfuerzos han estado centrados historicamente en los
apomicticos del grupo, mas especificamente en el “comin”, de naturaleza genética
pentaploide. Este nivel de plodia, sumado a su reproduccién apomictica, han
constituido una barrera para el mejoramiento, ya que dificultan los cruzamientos, y
ademas dificilmente se logre obtener un hibrido mejor que el que ya se encuentra
en la naturaleza.

Un nuevo enfoque se ha venido realizando en Facultad de Agronomia-
UdelaR, priorizando en los materiales sexuales del grupo, especies con mayor
potencial para la domesticacion. Los 5 tetraploides sexuales (P. flavescens, P.
plurinerve, P. vacarianum, P. dasypleurum y P. urvillei) presentan una alta
fertilidad, meiosis regular, comparten la misma féormula gendmica 2n = 4x = 40
I1JJ, tienen herencia disomica y son mayormente autdégamas. Los objetivos de
mejoramiento ya no son s6lo productividad, sino caracteristicas de domesticacion,
como ser: mayor produccion de semilla, diferencias en dormicion de semilla y
rapida implantacion. Estas especies al ser sexuales producen mayor cantidad de
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semilla, ademds de que tienen baja infeccion por Claviceps paspali. Por tanto, la
utilizacion de las mismas en un programa de hibridacion interespecifica, que
permita aprovechar este amplio acervo genético, buscando lo mejor de cada especie
y combinandolas, es una estrategia hasta ahora inexplorada. Ahora bien, para que
esto sea posible, es necesario que estas especies, aunque distintas, puedan cruzarse
entre si sin disminuciones en la fertilidad de sus hibridos.

En trabajos anteriores se generd una poblacion biparental a partir de P.
flavescens x P. plurinerve, para genotipar a la progenie y a sus progenitores, y asi
construir un mapa de ligamiento para identificar QTLs asociados a caracteres
agronomicos de interés, asi como también evaluar la segregacion transgresiva en
las F¢. El objetivo que dirige todos estos esfuerzos es el de probar un método por el
cual, a futuro, obtener un cultigeno de pasto miel, productivo tanto a nivel de forraje
como a nivel de semilla, que logre implantarse con facilidad, ademas de otras
caracteristicas de domesticacion. En el transcurso de estos esfuerzos, se encontro,
por parte de Sandro (2020), que muchas lineas en generaciones tempranas luego de
la hibridacion interespecifica, eran infértiles, es decir, que no producian semilla y
por lo tanto el proceso de endocria se detuvo antes de alcanzar la Fs para esas lineas.
Ademas, Dogliotti (2021), estudiando el modo de herencia de 15 marcadores
microsatélites, detectd que, en generaciones avanzadas, habia un sesgo hacia los
alelos maternos (P. flavescens), es decir que aparecian mas los alelos maternos, que
los alelos paternos (P. plurinerve) en las lineas Fs, fendmeno conocido como
distorsion en la segregacion. Esto condiciona los resultados del mapa genético por
una incorrecta estimacion de las distancias entre los marcadores. Ahora bien, estos
problemas aparecidos en el transcurso de los trabajos antecedentes pueden tener su
origen en causas asociadas a los cromosomas y su division en meiosis. Las
irregularidades en la meiosis pueden, ademas, llevar a la formacion de gametos
desbalanceados, y por tanto disminuir la fertilidad. También estas irregularidades
pueden llevar a que los alelos maternos de P. flavescens se hereden en mayor
proporcion que los alelos paternos de P. plurinerve, con consecuencias al momento
de lograr incluir en las Fs los caracteres deseables para la domesticacion que
presenta P. plurinerve, como por ejemplo la menor dormicion de semilla.

Estas dos especies, si bien emparentadas, han evolucionado distinto durante
el proceso de diploidizacion, pudiendo existir rearreglos en sus genomas como
inversiones y translocaciones, que deriven en versiones distintas de los mismos
genomios I1JJ. Es posible que, por estas diferencias, y por falta de colinealidad entre
los loci, durante la meiosis de los hibridos resultantes de este cruzamiento, se dé un
entrecruzamiento irregular entre los cromosomas. Las irregularidades en la meiosis
pueden adoptar diversas formas, segun la fase de la meiosis: por ejemplo, en
diacinesis pueden haber asociaciones distintas a bivalentes, en metafase
cromosomas ubicados por fuera de la placa ecuatorial, en anafase pueden existir
puentes de cromatina o cromosomas que no estdn migrando de forma sincronica, y
en diadas/tétradas pueden haber micronticleos. Una de las consecuencias de estas
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irregularidades en la meiosis pueden ser la baja fertilidad de la progenie y la
distorsion en la segregacion de los marcadores. Por lo tanto, en este trabajo se
analiza distintas fases de la meiosis, buscando irregularidades que sean la causa de
estos fendmenos.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo general

Aportar informacion que permita elucidar las causas de la baja fertilidad y
la distorsion en la segregacion observadas en lineas derivadas de una hibridacion
interespecifica entre los tetraploides sexuales P. flavescens x P. plurinerve
pertenecientes al grupo Dilatata.

2.2 Objetivos especificos

1. Analizar el comportamiento meidtico en diacinesis, metafase, anafase y
diadas/tétradas y detectar posibles irregularidades.

2. Cuantificar la fertilidad a través de la produccién de semillas viables y
compararla con la meiosis de cada una de las lineas.

3. Evaluar el impacto de irregularidades en la meiosis en distintas lineas F2 y su
momento de ocurrencia en el proceso meidtico, en la fertilidad y en la
distorsion en la segregacion reportados en trabajos anteriores.

4. Proponer otras causas responsables que expliquen la baja fertilidad y la
distorsion en la segregacion, y aportar nuevos enfoques de trabajo para
mayores conocimientos.

2.3 Hipotesis

La esterilidad en lineas tempranas y la distorsion en la segregacion de marcadores
moleculares en Fs reportados en trabajos anteriores se deben a irregularidades en la
meiosis.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Identificacion del problema: Crisis estival

La disponibilidad de forraje en cantidades suficientes a lo largo de todo el afio
es uno de los principales desafios de los sistemas pastoriles de produccion ganadera
que constituyen una alta proporcion del sector en Uruguay. Las mezclas de
gramineas invernales y leguminosas invernales y estivales son la base de los
sistemas de produccion ganadero y lechero. Las mismas buscan tener
complementariedad en los ciclos de crecimiento, maximizando los rendimientos de
materia seca a lo largo del afio y manteniendo las bondades de cada familia
(Carambula, 2002). Un ejemplo de productividad y distribucion estacional de una
mezcla muy utilizada en el Uruguay es la mezcla simple de Festuca arundinacea,
Trifolium repens y Lotus corniculatus, la cual, en su segundo afio de vida, donde
alcanza su maxima produccion, presenta una oferta de forraje en otofio de 2 tMS/ha,
en invierno 1,8 tMS/ha, en primavera 3,8 tMS/ha y en verano 1,4 tMS/ha (Garcia,
1995). Como se puede ver, las maximas producciones se dan en primavera y las
minimas en verano, y la produccion invernal es mayor a la estival (Millot, 1969).
Ademéds, la calidad medida como % de MS digestible es minima en verano
(Carambula, 1977). Esto es debido a que las gramineas perennes disponibles a nivel
comercial en nuestro pais son en su gran mayoria de crecimiento invernal.

En regiones templadas y frias, donde las gramineas y leguminosas invernales
estan bien adaptadas, estas mezclas son muy favorables, ya que optimizan cantidad
y calidad de forraje en todo el afio, y generan un sistema sustentable en el tiempo,
con bajo uso de insumos (Muir et al., 2011; Peeters et al., 2006; Sleugh et al., 2000).
En Uruguay, dado que el pais se encuentra ubicado en una zona de transicidon
climatica entre la region templada y subtropical, las condiciones climaticas son
erraticas, manifestadas en grandes variaciones en la temperatura y la disponibilidad
de agua. En estas condiciones, las pasturas se ven expuestas a periodos de estrés
que comprometen su persistencia. El origen templado de la mayoria de las especies
sembradas las hace susceptibles a altas temperaturas y baja disponibilidad de agua,
lo que se considera una de las principales causas de su bajo rendimiento (Dear &
Ewing, 2008). Por lo que hace al verano una estacion muy critica para la produccion
de forraje, llevando a que la misma sea muy irregular entre estaciones, con periodos
de escasez y de exceso.

La vida util de la mayoria de las pasturas perennes, ain con un manejo
adecuado, rara vez supera los 4 o 5 afios, disminuyendo considerablemente la
productividad de las mismas. La muerte de especies sembradas en verano,
principalmente Trifolium repens, deja un nicho rico en nitrogeno que es
aprovechado por especies invasoras mejor adaptadas (Cardmbula, 2002; Formoso,
2007). En nuestra region, las gramineas con metabolismo C4 son las principales
colonizadoras de estos espacios ya que durante el verano las altas temperaturas y la
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escasez de agua les brindan importantes ventajas frente a las especies de
metabolismo C3. En particular, Cynodon dactylon, una especie introducida de
metabolismo C4, es citada como la principal maleza en Uruguay (Rios & Giménez,
1992). Esta especie tiene una gran capacidad de propagacion vegetativa que excluye
a otras especies, ya que es estolonifera-rizomatosa, ademas de tener una calidad
forrajera ordinaria y un periodo de reposo invernal. Esto la hace un componente
indeseable de las pasturas, en parte responsable de la corta duracion de la fase
pastura en las rotaciones de nuestro pais (Garcia, 1995; Santifiaque, 1979). A su
vez, la escasez de forraje durante el verano, se ve agravada por el sobrepastoreo en
otofio, cuando la disponibilidad de forraje disminuye. Esta disminucion se debe a
una menor superficie de pastoreo, ya que las pasturas de cuarto afio estan
terminando su vida productiva y se estan sembrando nuevas pasturas. Esto termina
por agravar mas la situacion (Formoso, 2011). La alta proporcion de superficie de
siembra cada aflo, es a su vez, una consecuencia de la corta vida util de las mezclas
perennes, generando un circulo de causas y efectos negativo, haciendo que la corta
duracion de la fase pasturas sea la principal problematica en los sistemas lecheros
(Gonzalez Barrios & Astigarraga, 2012). Cuando la riqueza de especies es baja,
como en las pasturas sembradas, el servicio ecosistémico puede incrementarse
agregando nuevas especies (Picasso et al., 2008). Dicho esto, una alternativa para
solucionar esta situacion, es la inclusiéon de un nuevo grupo funcional a la mezcla,
una graminea perenne estival de metabolismo C4 que estabilice la produccion y le
otorgue resiliencia al sistema.

3.2 Gramineas C4

El agregado de una graminea C4 a las mezclas mas comunmente utilizadas
en Uruguay, presenta diversas ventajas econOmicas, productivas, y de
sustentabilidad en el tiempo. La investigacion en mezclas forrajeras, ha demostrado
resultados positivos en cuanto al aumento de la diversidad, en la productividad y
otras variables agrondmicas (Hector et al., 1999; Loreau et al., 2001; Picasso et al.,
2008). Otros trabajos (Picasso et al., 2008; Sanderson et al., 2004) trabajando con
mezclas forrajeras, argumentan que la produccion de las mezclas que incluyan
cultivos forrajeros altamente productivos es alta tanto a bajos como a altos niveles
de diversidad; sin embargo, las mezclas mas complejas son capaces de maximizar
otras funciones ecosistémicas, como ser distribucion temporal de la produccion,
persistencia, resistencia a la invasion de malezas y tolerancia a fluctuaciones
ambientales, logrando una mayor sustentabilidad. La complementariedad de ciclos,
en nuestro clima templado-templado célido, es de fundamental importancia, ya que
sin la inclusiéon de una graminea C4 existen periodos de exceso y de escasez de
produccion, constituyendo al verano en una estacion critica. Por lo que la inclusion
de este grupo funcional le otorga estabilidad ecologica al sistema y una distribucién
estacional mas balanceada (Campbell, 1999; Johnston, 1996). Otros conceptos
relevantes son el de grupo funcional y resiliencia del sistema. Un grupo funcional
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se define como plantas que generan similares efectos en los procesos ecosistémicos,
o plantas que responden de forma similar a las perturbaciones (Friedel et al., 1988;
Gitay & Noble, 1997). Para que exista resiliencia, definida como la capacidad de
los sistemas de absorber perturbaciones, pudiendo volver a su estado original
después de terminada dicha perturbacion (Holling, 1973), tiene que haber
variabilidad de grupos funcionales y en sus respuestas (Chapin et al., 1997; Diaz &
Cabido, 2001). Por tanto, la inclusién de una graminea C4 a la mezcla, aporta
significativas ventajas en cuanto a productividad, pero también en cuanto a su
distribucion estacional y a mejoras en la estabilidad ecoldgica del sistema, evitando
el enmalezamiento y prolongando la vida util de las pasturas.

Las gramineas de metabolismo C4 son fotosintéticamente mas eficientes que
las gramineas de metabolismo C3, debido a la anatomia “Kranz” de sus hojas, lo
que hace a la planta mas eficiente en el uso del agua. Como dicen Moser et al. 2004:
“una planta C4 necesita 3 a 2 de agua para producir una unidad de MS de la que
precisa una C3”, ademds de maximizar su actividad fotosintética a altas
temperaturas y luminosidad por activacion de la enzima RubisCO. Este
metabolismo hace que en las células del mesoéfilo se forme una molécula de 4C
como compuesto intermediario y por lo tanto aumente la concentracion de CO-
(2000 ppm, a diferencia de la concentracion de la atmosfera de 330 ppm), obligando
a la RubiscO a fijar CO2 en vez de fotorespirarlo (Monza & Signorelli, 2014). Por
lo que estas especies, solas o0 como componentes de la mezcla, serian capaces de
aprovechar recursos disponibles en el periodo estival, como la radiacion y las
precipitaciones, que en la situacion actual son poco aprovechados por las pasturas
perennes.

Ademas de las ventajas intrinsecas de la inclusion de estas gramineas C4, otro
aspecto que cada vez tiene mayor importancia, es lo relacionado a la adaptacion al
cambio climatico y el efecto en la sustentabilidad de los sistemas pastoriles. Las
predicciones de un aumento en la temperatura y el total anual de precipitaciones
para el Uruguay, aunque con una distribucion irregular, permiten prever
condiciones mas favorables para estas especies (Bettolli et al., 2010), y un aumento
en la productividad de las pasturas que contengan este tipo funcional (Giménez et
al., 2009). Sumado a esto, existe evidencia de que la inclusion de especies C4 en
mezclas con leguminosas, permite acelerar el secuestro de carbono en los suelos
(Fornara & Tilman, 2008), alcanzando mayor profundidad en el perfil (Mueller et
al., 2013).

Estas gramineas perennes estivales de metabolismo C4, contribuyen
significativamente a la produccion de forraje a nivel mundial, como la Brachiaria
Brizantha cv. Marandu y el Panicum maximum cv. Mombasa, muy utilizado en el
Brasil, maximo exportador de carne del mundo, sembrados en ambientes tropicales
luego de la deforestacion de la Amazonia (Jank et al,, 2014). Muchas de las
gramineas tropicales disponibles en los mercados internacionales, estan confinadas
aregiones tropicales o subtropicales, e interrumpen su produccion con temperaturas
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frias (Moser et al., 2004). Dichas especies no se adaptan a las condiciones climaticas
templadas del Uruguay, en particular a la ocurrencia de heladas tempranas, que
provoca la muerte de las plantas por el frio. Por lo que una solucion puede
encontrarse en una especie nativa de metabolismo C4, que esté adaptada a nuestras
condiciones, como el Paspalum dilatatum.

3.3 Paspalum dilatatum, una solucion.

3.3.1 Grupo Dilatata.

Con alrededor de 350 especies Paspalum L. es uno de los géneros mas
abundantes dentro de la familia de las Poaceas (Rua et al., 2010). Este género
pertenece a la subfamilia Panicoideae, tribu de las Paspaleas (Rosso et al., 2022).
Sus especies habitan areas ecologicamente diversas en América del Norte, América
Central, y América del Sur (Chase, 1929). Las especies del género Paspalum son
en gran parte responsables de la biodiversidad de los ecosistemas de pastizales en
América del Sur y varias de sus especies son valiosas gramineas forrajeras (Rosso
et al, 2022). El género Paspalum se ha dividido tradicionalmente en grupos
morfologicos informales (Chase, 1929). Paspalum dilatatum var. dilatatum o
“comun”, y especies relacionadas se han incluido en el grupo Dilatata. El grupo
Dilatata comprende pastos de estacion calida con metabolismo C4, nativos de los
pastizales templados en el Sur de América del Sur. Son tolerantes a heladas
frecuentes durante el invierno (Burson et al., 1991; Da Costa & Scheffer-Basso,
2003b), y algunos miembros del grupo han alcanzado distribuciones mundiales
donde existe un clima templado célido combinado con suficiente precipitacion
(Speranza, 2009). Este grupo ha sido el mas intensamente estudiado dentro del
género, ya que contiene varias especies con uso potencial como cultivos forrajeros
(Pizarro, 2002). Dentro del grupo, el miembro mas estudiado, por ser el de mayor
aptitud forrajera y de mas amplia distribucion, es Paspalum dilatatum var.
dilatatum. Se distribuye al sureste de América del Sur, region que comprende el
Uruguay, litoral y centro de Argentina y el sur de Brasil. Estd adaptada a diversos
tipos de suelos y a un amplio rango de condiciones edéficas, siendo tolerante a la
humedad excesiva y al mismo tiempo resistente a sequias moderadas (Carambula,
1977; Rosengurtt et al., 1970). Esto puede estar explicado por su extenso desarrollo
radicular, propio de las gramineas perennes (Judd, 1975). Esta especie esta
particularmente adaptada al clima templado y de transicion, presentando un
crecimiento Optimo en verano y con tolerancia a heladas, una combinacion deseable
e inusual dentro de las gramineas estivales (Campbell, 1999; Loreti & Oesterheld,
1996; Rowley et al., 1975). El crecimiento de la planta se incrementa con
temperaturas de comienzos de primavera y florece a fines de la misma, y continua
con la floracion, fructificacion y produccion de forraje hasta el comienzo de las
primeras heladas otodales (Millot, 1969). En cuanto a su aptitud forrajera, fue
caracterizada como “fina” (Rosengurtt, 1979). La caracterizaciéon morfologica de
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esta especie fue realizada por Rosengurtt: graminea de tipo C4, perenne cespitosa,
de ciclo estival con rizomas cortos, engrosados. Hojas con matices violaceos, vaina
pubescente, ligula membranacea truncada, y 1amina glabra con pelos dispersos en
la base. La inflorescencia estd compuesta por espigas unilaterales y estas ultimas
por espiguillas casi sésiles que nacen en dos hileras a un lado del raquis (Rosengurtt
et al., 1970). Segiin Rosengurtt (1943, 1946), es uno de los pastos productivos que
demora mas en exterminarse en las degradaciones pratenses. Por lo tanto, debido a
sus caracteristicas, esta especie presenta beneficios en cuanto a su adopcion a la
mezcla, solucionando el principal problema antes planteado de la crisis estival.

Desde el punto de vista evolutivo, se ha establecido bien que el grupo Dilatata
es un complejo alopoliploide de tetraploides sexuales: P. flavescens, P. plurinerve,
P. vacarianum, P. dasypleurum y P. urvillei, y varios hibridos apomicticos de 4x a
al menos 7x que estan estrechamente relacionados (Speranza, 2009; Vaio et al.,
2019). Paspalum dilatatum var. dilatatum, es un hibrido alopoliploide, y se
reproduce por apomixis aposporica (Burson, 1983; Speranza & Malosetti, 2007).
La apomixis es un mecanismo de reproduccion asexual a través de semillas (Nogler,
1984). El nivel de ploidia es pentaploide, de formula gendémica 2n = 5x = 50 (I1JJX).
Forma 20 bivalentes y 10 monovalentes en meiosis. Esta especie es altamente
heterocigota (Speranza, 2009). Todas las especies dentro del grupo Dilatata
comparten la férmula genémica I1JJ, donde P. intermedium Munro ex Morong &
Britton y P. juergensii Hack. se sugirieron como sus supuestos progenitores y
donantes de los genomas I y J, respectivamente (Burson, 1978, 1979; Caponio &
Quarin, 1990; Quarin & Caponio, 1995; Quarin & Norrmann, 1990). Los analisis
filogenéticos realizados por Vaio et al. (2019) también respaldan la relacion de estas
especies con los donantes de ambos genomios del grupo Dilatata. Todos los
miembros apomicticos del grupo tienen al menos una copia del genomio X, que
hipotéticamente es el responsable de la base genética de la apomixis (Burson,
1995). Se ha estudiado la variabilidad genética del grupo y su estructuracion
geografica. Speranza (2005) propuso que las dos fuentes principales de variabilidad
genética en especies apomicticas son la recombinacion sexual y las mutaciones. La
recombinacion sexual s6lo puede ocurrir en aquellos lugares donde existan
contrapartes sexuales compatibles. P. dilatatum var. dilatatum esta constituido por
un unico clon dominante y varios clones recombinantes derivados en su mayor parte
de éste. El clon dominante es heterocigoto para todos los loci analizados y se
encuentra distribuido en toda el area nativa de la especie. Los recombinantes,
fijados por apomixis, son en su mayoria derivados del clon dominante y constituyen
hibridos F; de éste con las especies tetraploides locales. En el caso de P. dilatatum
var. dilatatum se identificaron tres grupos de recombinantes segin la fuente de
sexualidad involucrada. La distribucion geografica de dos de estos grupos se
relaciona con el drea de distribucion de los tetraploides sexuales cuya participacion
es sugerida por los alelos de microsatélites que contienen: P. plurinerve y P.
flavescens. Sin embargo, un tercer grupo de recombinantes, se distribuye en un area
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en la cual no se han identificado tetraploides del grupo Dilatata y contienen alelos
que delatan la participacion de una fuente de sexualidad desconocida. Esta fuente
de sexualidad puede estar actualmente extinta o existir en forma relictual aun no
detectada. La participacion de P. plurinerve en hibridaciones con biotipos
apomicticos fue sugerida por Machado et al. (2005) en base a un caracter de facil
observacion como el nimero de nervaduras en las glumas. En cambio, para la
participacion de P. flavescens no se cuenta con evidencia morfologica. Por lo que
se ha logrado entender la estructura de la variabilidad genética para esta especie.

También se han realizado estudios de caracterizacion fenotipica dentro del
grupo. Por ejemplo, Rodriguez (2010) realizé una caracterizacion morfoldgica entre
grupos de genotipos pentaploides diferenciados genéticamente (el clon dominante
y los recombinantes) y encontrd variabilidad fenotipica; hallé que dicha
variabilidad estaba distribuida entre y dentro de los grupos genéticos, siendo la
variabilidad intergrupal mayor a la intragrupal, y observo entre dichos grupos un
solapamiento parcial. Michelini (2010) realiz6 una caracterizacién morfofisiologica
a través de la cuantificacion de las variables filocron y tasa de elongacion foliar. Al
analizar la distribucién de la variabilidad fenotipica para los grupos genéticos
constituidos por los clones recombinantes y sus contrapartes sexuales, encontrd que
la variabilidad para estas caracteristicas estuvo mayormente distribuida entre
grupos genéticos que dentro de estos. También al analizar filocréon y tasa de
elongacion foliar, para los distintos niveles de ploidia, encontré que la variabilidad
genética estuvo distribuida entre los niveles de ploidia en mayor medida que dentro
de estos, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas; ademas
hallé que los valores de filocron fueron mayores a medida que el nivel de ploidia
aument6 de 4x a 6x, pero no existid el mismo patron de variacion para tasa de
elongacion foliar en relacion a aumentos en el nivel de ploidia. Quintans (2013)
encontrd variabilidad fenotipica al estudiar produccion, estacionalidad y calidad del
forraje de planta entera. Encontro variabilidad entre y dentro de grupos genéticos al
estudiar produccion de materia seca y relacion lamina tallo y encontré variabilidad
entre genotipos al estudiar estacionalidad, evolucion de la relacion lamina tallo, %
materia seca, evolucion del % de materia seca, % fibra detergente neutro y % fibra
detergente acido. Estos resultados prueban que se cuenta con un germoplasma muy
diverso y que dentro del mismo hay caracteres agronémicos deseables para el
mejoramiento genético y la domesticacion.

3.3.2 Ventajas de su utilizacion

Trabajos experimentales han mostrado la aptitud productiva de P. dilatatum
en la region, y en otras partes del mundo (Venuto et al., 2003). El objetivo de la
inclusion de una graminea perenne estival en una mezcla convencional constituida
por gramineas invernales y leguminosas seria el de aumentar su diversidad sin
ocasionar fuertes interacciones con el resto de los componentes, evitando la
dominancia y permitiendo aprovechar los beneficios de todas las especies presentes.



21
En este sentido, Tejera et al. (2016) evaluaron el efecto de la inclusion de P.
dilatatum y P. notatum en una mezcla forrajera perenne convencional. Estas dos
gramineas tienen habitos de vida contrastantes, la primera es cespitosa y la segunda
es estolonifera. Los resultados fueron que las mezclas con Paspalum notatum
tuvieron un bajo desempefio invernal, explicado por el denso tapiz que genera esta
especie excluyendo a la Festuca, disminuyendo su cobertura y biomasa. Esto no se
vio con la inclusion de Paspalum dilatatum en la mezcla, por lo que permitié un
aumento de la produccion en el verano sin perjudicar el desempefio de la mezcla en
el invierno. Saldanha et al. (2017) evaluaron el comportamiento productivo y
reproductivo de varias especies del género. El cultivar Chirt y Paspalum urvillei
fueron los materiales con mayor precocidad debido a una mayor produccion inicial,
con altas tasas de crecimiento diario, mientras que P. dilatatum var. dilatatum, P.
flavescens y P. notatum tuvieron tasas de crecimiento mas bajas. Luego de este
periodo inicial, estas diferencias ya no fueron significativas en cuanto a produccion
de MS. También se encontraron diferencias entre materiales en cuanto a
caracteristicas estructurales, especialmente en el % de macollos reproductivos. Por
tanto, se constataron diferencias entre ciclos reproductivos y vegetativos de los
diferentes materiales, por lo que se infiere que en este grupo se encuentran
materiales apropiados para un amplio rango de situaciones particulares.

También presenta ventajas en cuanto a su morfologia, fisiologia y
estacionalidad. Varios autores concuerdan en que el contenido de reservas en esta
especie desempefia en los rebrotes un rol mas importante que la superficie foliar
remanente. Por tanto, la morfologia de la planta, con respecto a la ubicacion de sus
puntos de crecimiento y su fisiologia, a través de 6rganos de reserva, hacen que el
crecimiento de los rebrotes luego de la defoliacion, sea eficiente (Carambula, 2002).
Quintans (2013) trabajo con un conjunto de variantes recombinantes del clon
original, ademas de especies hexaploides y un tetraploide sexual. Determin6 que
hubo una fuerte interaccion genotipo x localidad, ya que ocurrié una precipitacion
abundante en una de las localidades, lo que llevo a comportamientos muy disimiles
entre los diferentes grupos genéticos. La produccion promedio de toda la coleccion
fue de 10663 (kgMS/ha) y 10019 (kgMS/ha) para dos localidades distintas. Para el
biotipo comun, Millot (1969) obtuvo producciones entre 10 y 12,6 t MSha-1 con
un promedio de 11,4 t MSha-1. Millot (1969) caracteriz6 la distribucion estacional
de una gran coleccion de P. dilatatum utilizando la relacion entre la produccion
primaveral y estival (IE), mostrando que la especie presenta un nivel importante de
variabilidad para este parametro. La utilizacion de genotipos mas estivales
resultaria ventajosa en mezclas con especies de invierno ya que no serian tan
competitivos en los meses de maxima produccion primaveral. Por lo tanto, esta
especie presenta diversas ventajas y posibilidades para ser incluida en las mezclas
forrajeras, aun cuando queden todavia por resolver varios problemas en cuanto a su
utilizacion.
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3.3.3 Estado actual del uso y venta de semillas de Paspalum dilatatum

La comercializacion de semilla de Paspalum dilatatum comun como especie
forrajera ha aumentado considerablemente en la ultima década. La importacion de
semilla proviene exclusivamente de Australia, y estd registrada como Cultivar
Surenio. Estas semillas se cosechan en otofio en Australia y se importan, por lo que,
en muchas siembras de mezclas de gramineas y leguminosas invernales en otofio,
el P. dilatatum no logra implantarse ya que presenta dormicion. En la Figura 1 se
observa la informacion de uso de semilla de Paspalum dilatatum en el pais de los
ultimos afos, extraida del Instituto Nacional de Semillas (INASE, 2023), a través
de marcado de opcion “Estimacion de uso” de Paspalum dilatatum.

Figura 1

Estimacion del uso de semilla nacional de Paspalum dilatatum. Periodo 2009-
2022
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Nota. La informacion no cuenta con datos de reserva de semilla por parte de
productores, por lo que el uso nacional de semilla es equivalente al comercio local
de semilla de Paspalum dilatatum. Elaborado a partir de INASE (2023).

3.3.4 Desafios para la inclusion del Paspalum dilatatum

Las limitaciones para la adopcion de esta especie las definié Bennett (1944):
baja produccion de semilla y susceptibilidad a Claviceps paspali. Pizarro (2002)
también: escaso conocimiento del potencial forrajero, falta de continuidad en la
investigacion sobre su manejo y falta de produccion estable de semilla. Los
problemas de Paspalum dilatatum, o las limitantes para su adopcion, no son s6lo
de esta especie, sino que las comparte con otras gramineas estivales de la Tribu
Panicoideae (Fairey et al., 1997). Ademas de que son problemas propios de especies
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silvestres o semi domesticadas. Se requiere entonces desarrollar tecnologias que
permitan superar una serie de dificultades para lograr su adopcion.

En las especies estivales el desarrollo vegetativo y reproductivo tiene lugar
simultaneamente, lo que dificulta la mecanizacién de la cosecha debido a la
complejidad de determinar un momento Optimo de cosecha de semillas y la
inevitable presencia de grandes cantidades de follaje verde durante la misma (Loch
& Ferguson, 1999). En regiones del mundo en que se comercializa semilla de
gramineas estivales, se plantea un desafio a los productores de estas semillas, que
deben decidir empiricamente el mejor manejo para obtener altos rendimientos de
semillas de calidad (Loch & Ferguson, 1999). La dindmica de los procesos de
macollaje y floracion en gramineas perennes estivales es diferente a la de gramineas
invernales y no se encuentra actualmente bien caracterizada (Ott & Hartnett, 2011).
Sin embargo, Gonzalez Barrios et al. (2016) caracterizaron el ciclo reproductivo
para varios genotipos de Paspalum dilatatum, y lograron determinar un momento
aproximado de maximo momento de panojas listas para ser cosechadas.
Encontraron altos valores de heredabilidad para las variables asociadas al nimero
de dias hasta la aparicion de determinado nimero de panojas, por lo que el
componente genético tiene una fuerte incidencia en la determinacion del momento
de emision de panojas, independientemente de las condiciones ambientales. De
acuerdo con las curvas de floracion obtenidas en ese ensayo, el momento de maxima
presencia de panojas en estado de madurez adecuado para la cosecha se produjo a
mediados del mes de diciembre, aproximadamente de dos a tres semanas luego de
la aparicion de las primeras tres panojas de cada planta, dependiendo del genotipo
considerado. Por tanto, este trabajo aporta un conocimiento relevante en cuanto a
la produccion de semilla para esta especie. Otro aspecto a considerar durante la
produccion de semilla, es el manejo de las fases vegetativa y reproductiva, segln el
destino productivo de la planta (Campbell, 1999). Las especies C4 en general se
caracterizan por presentar bajas relaciones lamina: tallo respecto a especies de
origen templado (Skerman & Riveros, 1992). En estas especies cosechar un forraje
con alto porcentaje de hojas es de significativa importancia como forma de mejorar
la calidad de la dieta. Si bien se considera que esta variable depende muy
fuertemente del manejo y de la frecuencia de defoliacion, Scheffer-Basso et al.
(2007), trabajando bajo un manejo frecuente e intenso con P. plurinerve, determind
que esto no evitd que floreciera.

En estas especies generalmente se cosecha una proporcion muy baja del
volumen de semilla potencialmente producido por el cultivo. Es usual y esperable
que las semillas llenas y maduras caigan de la panoja por gravedad luego de la
abscision. Las semillas suelen ser de reducido tamafio, maduracién asincronica y
generalmente se desprenden poco tiempo después de la madurez (Burson et al.,
1978). Paspalum dilatatum Poir. produce abundantes semillas, pero la maduracién
ocurre desde arriba hacia abajo en la panoja, que se desgrana tan pronto madura, lo
que hace que sea una especie de cosecha compleja (Skerman & Riveros, 1992).
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Cufia et al. (2012) compararon el desarrollo fenologico de la panoja, la curva de
caida y la calidad de la semilla de Paspalum dilatatum Poir. cultivar Estanzuela
“tipo Chirt” y de Paspalum flavescens, y encontraron que existen diferencias
importantes entre estos materiales, que deben considerarse para optimizar la
cosecha de semilla. En ambas especies el maximo desgrane ocurrié en momentos
similares desde emergencia de la panoja. Estos resultados registran la caida de
semillas entre 10 y 12 dias post-antesis, a diferencia de lo reportado por Burson et
al. (1978), que determinaron que la absicion de la raquilla de las espiguillas se daba
18 dias post-antesis. Las inflorescencias mas tempranas tienen mayor nimero de
semillas liberadas que las emergencias tardias. La proporcion de semillas llenas
retenidas en la panoja result6 baja en Chirtl, mientras que P. flavescens mostré una
alta proporcion de semillas llenas retenidas, cuando las panojas estaban protegidas.
Cuando la panoja no estaba protegida, fue baja para ambos genotipos. Esto indica
que en P. flavescens, ain después de formada la capa de absicion, las semillas
pueden permanecer en la panoja, hasta ser desprendidas mecanicamente. Hubo una
relacion entre los picos de caida de P. flavescens con periodos de vientos intensos
(Cuna et al., 2012). La viabilidad de las semillas llenas retenidas por la panoja
resultd muy alta, 97% y 95%, asi como la germinacion de las mismas, 85 y 82%
para Chira y P. flavescens, respectivamente. Las semillas llenas desprendidas
fueron mas pesadas que las retenidas en ambos materiales. Periodos de deficiencia
hidrica influyen en el nimero y en el tamafio de las semillas llenas (Garcia, 1971).
Se sugiere que no solo el tiempo en dias o el tiempo térmico determinaran cuando
habra mayor liberacién de semillas, sino que otros factores ambientales pueden
modificar este momento, tales como eventos de déficit hidrico, variaciones en la
humedad relativa, y presencia de estimulos mecanicos como viento o lluvia. Estos
resultados son importantes ya que contribuyen a definir el momento de cosecha
Optimo para la especie.

La calidad de la semilla estd explicada por el nimero de semillas
viables/gramo. Las semillas pueden ser llenas, vanas/vacias, o semillas infectadas
por Claviceps paspali. En P. dilatatum “comun”, la presencia de semillas vanas se
asocia a la reproduccién apomictica aposporica, ya que son muchos los sacos
embrionarios compitiendo por el mismo espacio dentro del ovario, y muchas veces
ninguno puede prosperar. La infeccion fungosa de Claviceps paspali Stev. & Hall
(“cornezuelo”, “ergot” en inglés), invade los ovarios fértiles no fecundados. Dicha
enfermedad, aparece primeramente como una exudacion oscura y pegajosa de las
espiguillas (por esto su nombre “Pasto miel”), la cual contiene muchas esporas
diminutas que propagan la enfermedad a las inflorescencias sanas; en esta etapa se
origina, en las espiguillas infectadas, la estructura denominada esclerocio, que
reemplaza ovarios. Dicho esclerocio en otofio madura y cae al suelo en donde
permanece en estado latente hasta la primavera siguiente (Skerman & Riveros,
1992). Claviceps paspali Stev. & Hall es difundido fundamentalmente por insectos,
pero también por el viento (D'Esposito & Lopez, 2001). El comportamiento mas
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probable es que se obtenga en la primera cosecha a mediados de diciembre semillas
de buena calidad, y una segunda cosecha a fines de enero, con una calidad por lo
menos aceptable, pero inferior a la primera, ya que el ataque del hongo ocurre
principalmente en la segunda cosecha (Coll, 1991). Por lo tanto, obtener materiales
que logren mayor escape a esta enfermedad es de gran importancia para la
produccion de semillas de calidad.

La mayoria de las especies del grupo Dilatata se caracterizan por tener
dormicion. La International Seed Testing Association (ISTA, 2010) establece las
condiciones Optimas para la germinacion de Paspalum dilatatum: alternancia de
temperaturas (20/35 °C), luz y presencia de nitrato en la solucion. Para otras
especies de Paspalum se han propuesto tratamientos similares. El mas reportado ha
sido la escarificacion &cida o mecanica debido a que estos tratamientos debilitan las
cubiertas de la semilla, en particular la lema y la palea coriacea que envuelven al
cariopse y pueden inhibir la germinacion (West & Marousky, 1989). Existen
evidencias sobre diferencias en la dormicion entre las diferentes especies del grupo
(Tischler & Burson, 1999), pero las mismas parecen no coincidir todos los afos,
por tanto, es probable que el momento de cosecha sea relevante. Glison (2013)
trabajando con varios genotipos del grupo report6 variabilidad entre genotipos al
evaluar la respuesta germinativa de las semillas. Con un tratamiento de pre-
condicionamiento célido a 20°C result6 en porcentajes de germinacion altos. Este
tratamiento puede ser usado para expresar el potencial maximo de germinacion de
diversas especies del grupo, ya que result6 igual que la obtenida con las condiciones
Optimas. Al comparar momentos de cosecha considerando semillas recién
cosechadas, se registraron porcentajes de germinacion mayores con las semillas
cosechadas en verano con respecto a las semillas de otofio para la mayor parte de
los genotipos, lo cual se justificaria por la incidencia del ambiente durante el
desarrollo de la semilla, en particular la temperatura, que determina el nivel de
dormicion inicial (Fenner, 1991). La extraccion de la lema result6é en un incremento
en la germinacion para la mayoria de los genotipos. La exposicion de las semillas a
un periodo mayor de imbibicidn, similar a lo sugerido por Schraufet al. (1995) tiene
respuestas positivas en cuanto a germinacion. Existen evidencias de ensayos a
campo donde condiciones de inundacion promueven la germinacion y emergencia
de P. dilatatum (Cornaglia et al., 2009). El almacenamiento en seco produjo un
incremento de la germinacion para la mayoria de los genotipos. De acuerdo a la
informacion presentada, la utilizacion de lotes de semilla de la especie deberia de
permanecer al menos 6 meses en almacenamiento para asegurar el levantamiento
del nivel de dormicion presente al momento de cosecha de las mismas. Ademas,
mayores temperaturas durante el almacenamiento aceleran la pérdida de dormicion.
Chirt y P. plurinerve fueron los tUnicos que presentaron una germinacion
significativa de semillas enteras recién cosechadas con el tratamiento control. Al
comparar el comportamiento germinativo de P. flavescens y P. plurinerve se
encontrd una respuesta germinativa diferente, lo cual sugiere que presentan
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diferentes niveles de dormicion, lo que abre la posibilidad de mejorar esta
caracteristica mediante mejoramiento genético.

Para una implantacion adecuada se tiene que contar con temperaturas altas
pero moderadas. Si las mismas son extremas, la semilla entra en dormicion
secundaria y no germina. Estas condiciones se dan principalmente en la primavera
temprana, pero también pueden ocurrir en otofio temprano, ya que aun hace
suficiente calor (Glison et al., 2021). Esta especie es muy susceptible a la sequia en
la instalacion debido a la morfologia particular de las plantulas de gramineas
panicoides, que presentan la caracteristica de tener las raices secundarias siempre
al nivel del suelo (Masters et al., 2004). Sin embargo, Coll (1991) recomienda la
siembra en primavera, pero no asi la de otofio. Este investigador aport6 informacion
de la capacidad germinativa del cultivar Chirt. Una mala implantaciéon, con
emergencias que se retrasan y ademas se dan de forma escalonada, ocurre cuando
la siembra en otoflo con semilla cosechada el verano anterior. En estos casos, las
malezas o los cultivos acompafiantes en la mezcla germinan mas rapidamente y
establecen una fuerte competencia. Germina aproximadamente un 10% en otofio, y
el resto germina escalonadamente a partir de mediados de primavera. La
competencia de otras especies de la mezcla en la primavera, hace que recién en
verano, cuando el tapiz se abre parcialmente, las oportunidades de establecimiento
de Paspalum mejoren (Coll, 1991). De todas maneras, la implantacion de una planta
perenne generalmente es lenta, debido a que la planta primero produce las raices,
que son los 6rganos responsables para que la planta tenga una buena persistencia.
Las gramineas perennes utilizan mucha energia en producir sus raices, ya que las
mismas se preparan para sobrevivir muchos anos, especialmente en los afios mas
estresantes para la planta (P. Speranza, comunicacion personal, abril, 2022).
Mediante mejoramiento genético, y la utilizacion de los tetraploides sexuales, se
puede acelerar la implantacion, disminuyendo la cantidad de recursos que se
dedican a las raices, asi como también, disminuir la dormicion, el desgranado de la
semilla y la susceptibilidad al Claviceps.

3.4 Estrategias para lograr su adopcion

3.4.1 Mejoramiento genético

Los trabajos de prospeccion y mejoramiento que se intentaron en la década
del 60 y 70, llevados a cabo por Millot et al. (1969), estuvieron centrados en los
apomicticos del grupo. Las razones eran que los apomicticos del grupo son los mas
productivos y tienen muchas caracteristicas agrondmicas deseables. Las especies
apomicticas, como todas las especies clonales, son el resultado de muchos miles de
afios de acumulacion de mutaciones favorables para la adaptacion, por lo que el
genotipo mas competitivo esta presente en toda el area de distribucion, y con mayor
cantidad de caracteristicas deseables (Hojsgaard & Horandl, 2015). Ademas, un
sistema genético como la apomixis permite tener un hibrido fijo heterocigoto que
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mantiene la heterosis (Barcaccia & Albertini, 2013). Sin embargo, estas especies
apomicticas, a pesar de ser las mas productivas, tienen importantes dificultades para
su utilizacion, principalmente la produccion de semilla. Se realizaron cruzamientos
entre el pentaploide apomictico del grupo y tetraploides sexuales (Bennett et al.,
1969; Burson, 1991, 1995; Burton & Hanna, 1992; Vaio et al., 2007), pero no se
obtuvieron resultados favorables. Estos cruzamientos presentan dificultad ya que se
tiene una cruzabilidad muy baja, y muchos de los hibridos que se obtienen resultan
estériles o inapropiados y ninguno es mejor que el “comun” en produccion de
semilla, tolerancia a Claviceps, y produccion de Materia Seca. Otra estrategia de
mejoramiento fue propuesta por Burson (1983), en donde intentd resintetizar el
pentaploide mediante cruzar un hexaploide apomictico I1JJXX, con un tetraploide
sexual I1JJ, sin obtener un pentaploide mejor. A pesar de estos esfuerzos realizados
en Uruguay, Argentina (Asociacion Argentina de Produccion Animal, 2003;
Schrauf, 2003), sur de Estados Unidos (Burson et al., 2009), ademas de otros
enfoques como generar mutaciones a través de radiacion (Bashaw & Hoff, 1962;
Burton & Jackson, 1962) o variacion somaclonal y fusion de protoplastos (Akashi
& Adachi, 1992; Burson & Tischler, 1993; Davies & Cohen, 1992), no se ha
logrado superar las barreras antes mencionadas para su utilizacion. Un nuevo
enfoque se ha venido realizando, priorizando no en el pentaploide, sino en los
tetraploides sexuales del grupo, y buscando, ya no so6lo productividad, sino
caracteres de domesticacion.

3.4.2 Domesticacion

La domesticacion en las plantas es el proceso por el cual ciertas caracteristicas
que les permiten adaptarse a condiciones ambientales modificadas por el ser
humano se heredan a la progenie. Muchos de los cultivos actuales son el resultado
de este proceso llevado a cabo mediante seleccion artificial, pero también seleccion
natural. En los cultivos domesticados el conjunto de caracteres asociados al
sindrome de domesticacion se desarrolld en un periodo extendido de tiempo.
Aproximadamente 500 especies de plantas se han intentado domesticar en un
proceso que abarca diez milenios (Gepts, 2004). Ejemplos de caracteristicas
asociadas al sindrome de domesticacion son semillas de mayor tamano, retencion
en la planta madre, ciclos de vida mas cortos, mayor velocidad de crecimiento, y
que presenten baja o nula dormicioén (Gepts, 2004). Muchas de estas caracteristicas
son recesivas y con caracter deletéreo en la naturaleza. En consecuencia, los
cultivos domesticados no son competitivos en ambientes naturales, por lo que
necesitan del ser humano para su supervivencia, y a su vez el ser humano es
dependiente del alimento producido por los cultivos, en una relacion de mutualismo
(Gepts, 2004). Muchas plantas presentan sobredomesticacion, como el caso del
maiz, donde la planta ya no puede propagarse por si misma, sino que requiere de la
intervencion humana. En especies forrajeras, debido a que el objetivo de seleccion
durante todo ese tiempo no fue el grano/semilla, sino que fue la biomasa aérea, trae
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como consecuencia que muchas especies forrajeras perennes presenten un grado de
domesticacion incipiente con problemas en la propagacion (Gepts, 2006; Hacker,
1999). En la actualidad, estos procesos de domesticacion se pueden acelerar
mediante técnicas clasicas de mejoramiento genético. Entendido esto, los
tetraploides sexuales constituyen un gran acervo genético para apoyar la
domesticacion de esta especie. Se cuenta con el germoplasma de 5 especies
emparentadas, con posibilidad de realizar cruzamientos entre ellas, para poder
combinar lo mejor de cada una, y asi obtener un nuevo cultigeno adaptado a
diversas situaciones productivas.

3.4.3 Tetraploides sexuales del grupo Dilatata

Bashaw y Holt (1958) descubrieron la existencia de entidades relacionadas al
pentaploide, que tenian reproduccion sexual. Estos tetraploides, individualmente,
tienen una alta fertilidad, meiosis regular, son alopoliploides y comparten la misma
formula gendémica 2n = 4x = 40 11JJ (Bashaw & Forbes, 1958; Burson, 1991;
Caponio & Quarin, 1990; Vaio et al., 2007), y tienen herencia disémica (Speranza,
2009; Speranza & Malosseti, 2007). Con respecto a la reproduccion de los
tetraploides, la caracterizacion molecular de los mismos mostré que son altamente
autégamos, ya que para todos los loci estudiados habia homocigocis (Speranza,
2009). Ademas, los 5 tienen anteras amarillas y estigmas mas cortos, lo que
constituye una evidencia morfolégica de autogamia (Campbell et al., 1983; Frankel
& Galun, 1977). Speranza (2009) propuso que existen diferencias entre las especies
tetraploides, acentuadas por una distribucion geografica alopatrica, es decir que no
comparten la misma area geografica, por tanto, el flujo génico entre ellas estuvo
interrumpido por un gran periodo de tiempo, lo que llevd a una diferenciacion
morfologica y fisiologica. Recientemente, investigadores de la Facultad de
Agronomia trabajando con los tetraploides del grupo Dilatata, integraron modelos
de distribucion de especies con ensayos de germinacion de semillas, con el fin de
determinar si las diferencias en la germinacion de estas especies, explican el patron
biogeografico de distribucion (Glison et al, 2023). Se realizaron regresiones
lineales entre dormicion de semilla y variables ambientales, como temperatura y
precipitacion de cada lugar. Los resultados a los que llegaron confirman que los
tetraploides del grupo tienen distribuciones restringidas con requerimientos
diferentes para su germinacion, y son alopétricas, por tanto, no crecen solapadas, a
excepcion de P. urvillei, que tiene una distribucion mucho mas amplia. Los trabajos
de Vaio et al. (2019) demuestran que efectivamente, a pesar de las diferencias
dentro del grupo, todas las especies estan muy cercanamente emparentadas, y tienen
un ancestro en comun. Es sabido que después de un evento de poliploidia, con el
tiempo se regresa al estado diploide perdiendo la redundancia genética, proceso
llamado como diploidizacién. Utilizando los loci 35S y 5S del ADNr, y del ADN
cloroplastico, estudiaron el nimero, tamafio y lugar de estos sitios, en las distintas
especies. Los resultados mostraron que existen diferencias para los loci antes
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mencionados entre los tetraploides del grupo Dilatata. Se sugiere, por tanto, que,
aunque los tetraploides tienen un donante similar, en cada uno el proceso de
diploidizacion se dio de manera independiente, lo que generd diferencias a distintos
niveles. Sin embargo, a pesar de las diferencias, presentan formulas gendmicas
equivalentes, con homologia cromosomica, y por tanto, estos tetraploides sexuales
pueden ser hibridados artificialmente buscando combinar lo mejor de cada especie.

Al comienzo los esfuerzos estaban dirigidos hacia la especie apomictica del
grupo. Recién Savidan (1987) realizé estudios agrondmicos en estas especies, ya
que las mismas constituyen un gran acervo genético para el desarrollo de forrajeras
estivales. Luego se continud con la investigacion en estas especies. En estudios mas
recientes, en P. urvillei (Ferreira et al., 2020; Sawasato et al., 2008) y en P.
flavescens (Sandro et al., 2019) se constato el gran potencial que tienen. Las mismas
no presentan las limitantes del P. dilatatum comun, ya que tienen buena produccion
de semillas debido a la mayor fertilidad, y baja infeccion por Claviceps paspali,
debido a que la flor se autofecunda antes de que pueda llegar la espora del hongo al
ovario (Schraufet al., 2003). Se conoce que las especies sexuales del grupo suelen
presentar mayor proporcion de semillas llenas (Tischler & Burson, 1999). Las
caracterizaciones agronomicas de los tetraploides sexuales estuvieron enfocadas en
P. flavescens (Sandro, 2014; Venuto et al., 2003) y en P. plurinerve (Baréa et al.,
2007; Da Costa & Scheffer-Basso, 2003a) probablemente por considerarse los mas
promisorios, ya que ambas especies son morfolégicamente parecidas al “Comun”,
y ademas tienen un rendimiento similar (Quintans, 2013; Saldanha et al., 2017).
Estas especies son aceptables para su uso en cuanto a produccion, ciclo, calidad de
forraje, resistencia a Claviceps, y buena produccion de semilla. Ademas, difieren
entre si en cuanto al largo del ciclo, fechas de floracion y dormicién de semilla. P.
plurinerve muestra una muy baja dormicion, y P. flavescens exhibe una adaptacion
local con alta produccion de forraje (Glison, 2013; Gonzélez Barrios et al., 2016).
Por lo que realizar hibridaciones interespecificas entre estas dos especies, puede
resultar en un nuevo material segregante, con las caracteristicas deseables de ambos
progenitores.
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Figura 2
Areas de distribucion de los 5 tetraploides sexuales del grupo

P. urvillei

¢

F. plurinerve

&

T
P. vacarianum

rhh“tdiff

~
P. flavescens

P. dasypleurum

Nota. Tomado de Glison (2023).
Paspalum flavescens (Roseng., B.R. Arrill. & 1zag.) Speranza & G.H Rua.

Su distribucion geografica ocurre en el sur de Uruguay (departamentos de
Canelones, Colonia, Flores, Lavalleja, Maldonado, Montevideo, Rocha y San Jos¢)
y provincias de Buenos Aires y Cordoba (Rosso et al., 2022). Con respecto a su
reproduccion, la caracterizacion molecular mostr6 que es altamente autdogamo
(Speranza, 2009), y la variabilidad genética se encontrd repartida por igual tanto
entre como dentro de las poblaciones, sin una estructura geografica determinada.
La caracterizacion primaria de una coleccion amplia de la especie mostré grandes
niveles de variabilidad para caracteres morfologicos de interés agrondmico
(Sandro, 2014). Esta especie se diferencia de Paspalum dilatatum var. dilatatum
por tener anteras amarillas, tener racimos mas rectos, y de espiguilla mas esférica
(Rosso et al., 2022). Presenta un buen potencial forrajero y su pico de produccion
de forraje es mas primaveral que el “comun” (Millot, 1969) Este autor obtuvo
producciones de entre 9 y 11 t Msha con un promedio de 9,8 tMSha en su segundo
afio de vida.
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Paspalum plurinerve Quarin, Valls & V.C. Rosso. (Antes Paspalum dilatatum
biotipo “Virasoro”).

Paspalum plurinerve fue reconocido y descrito por primera vez en la
localidad de Gobernador Virasoro en Argentina por Caponio y Quarin (1987). Su
distribucion geografica va desde el sur de Brasil, en regiones al oeste del estado de
Rio Grande del Sur, y areas adyacentes de la provincia de Corrientes, Argentina.
Prefiere suelos fértiles y estd bien adaptado a regiones antropicas. Esta especie se
diferencia de P. flavescens en que tiene espiguillas mas grandes y ademas son
sedosas y pilosas, con las glumas superiores de 9 a 13 nervios (de ahi su etimologia),
y sus racimos son colgantes (Rosso et al, 2022). Es sexual con un sistema
reproductivo fuertemente autdégamo (Hickenbick & Flores, 1992; Speranza, 2009).
Ha sido objeto de estudio de varios trabajos que mostraron gran variabilidad y
potencial para la produccion de forraje (Baréa et al., 2007; Da Costa & Scheffer-
Basso 2003a, 2003b), y muestra una excelente produccién y germinacion de
semillas (Baréa et al., 2007; Souza-Chies & Cavalli-Molina, 1995). Esta especie
presenta un nivel de dormicion de las semillas menor al de flavescens y otras
especies del grupo (Glison, 2013).

Paspalum urvillei Steud.

Se distribuye en el centro y norte de Argentina, centro y sur de Bolivia, centro
y sur de Brasil, este de Paraguay y Uruguay. Se comporta como subespontanea en
otras zonas templadas (Speranza, 2009), puede incluso estar presente en zonas
perturbadas y ser maleza (Vélez-Gavilan & Thompson, 2018). Es la especie con la
mayor distribucion geografica dentro del grupo Dilatata junto con la pentaploide
(Glison et al., 2023). Se reconoce facilmente por tener inflorescencias piramidales
con varios racimos erectos, pequefias espiguillas y anteras amarillas (Rosso et al.,
2022). Ademas de que sus espiguillas y semillas son mas pequefnas que las de los
otros taxa, se diferencia claramente por el tamafio general de la planta el cual es
mayor (Barreto, 1974). Estudios de caracterizacion molecular y morfolégica de la
especie han sido realizados en la zona de Rio Grande del Sur en Brasil (Sawasato
et al., 2008; Scheffer-Basso et al., 2002) y también en Uruguay. En el andlisis
molecular realizado por Speranza (2009), esta especie fue la mas variable para 13
de los 15 loci bajo estudio. También mostrd heterocigosis mayores a las esperadas
para una especie autdgama lo que sugiere que presenta un cierto porcentaje de
fecundacion cruzada. P. urvillei es una planta apetecible como forrajera durante su
periodo vegetativo, mientras que en su etapa reproductiva disminuye la relacion
hoja-tallo reduciendo su calidad (Scheffer-Basso et al., 2002). Se destaca por su
resistencia a la infeccion por Claviceps paspali (Madia & Schrauf, 1999). Caponio
y Quarin (1990) generaron variabilidad a partir de ¢l, la que posteriormente fue
utilizada en el mejoramiento de P. dilatatum (Schrauf et al., 2003).
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Paspalum dasypleurum Kunze ex Desv.

Paspalum dasypleurum es la especie con la distribucion mas al sur de
América del Sur de las especies del grupo. También ocurre ocasionalmente en
Argentina, en la provincia de Neuquén (Zuloaga & Motrone, 2005). Constituye un
recurso potencial para el fitomejoramiento ya que podria aportar tolerancia a
heladas (Quarin & Caponio, 1995). En este mismo trabajo, los autores estudiaron
su citologia, comportamiento reproductivo y cruzabilidad con los otros miembros
del grupo y determinaron que el cruzamiento e intercambio genético entre ellos es
posible. Sin embargo, no se conocen trabajos sobre su caracterizacion morfoldgica,
ni tampoco sobre su utilizacidon y/o manejo. Es probable que se comporte con cierto
porcentaje de fecundacion cruzada ya que para un andlisis con 15 loci de SSRs,
mostrd heterocigosis mayor a la esperada para una especie autdgama (Speranza,
2009).

Paspalum vacarianum Valls & V.C. Rosso (Antes Paspalum dilatatum biotipo
“Vacaria”).

Paspalum vacarianum fue descrito morfologica y citolégicamente por
primera vez en 1968 (Moraes Fernandes et al., 1968). Se distribuye en el sur de
Brasil, en la region este de la Meseta Sur (Planalto Meridional), en los estados de
Rio Grande do Sul y Santa Catarina (Valls & Pozzobon, 1987). Posee un gran
potencial forrajero y es un componente importante en las pasturas naturales (De
Patta Pillar et al.,, 2009). En la zona de origen de las primeras colectas de P.
vacarianum, la alteracidon ambiental favorece la penetracion de P. urvillei, que
forma hibridos naturales con ella (Speranza, 2009; Valls y Pozzobon, 1987). A
medida que aumenta el grado de perturbacion ambiental, los individuos hibridos
compiten intensamente por el espacio y se vuelven mas frecuentes que los del
progenitor P. vacarianum (Valls et al., 2009).

3.4.4 Hibridaciones interespecificas

Existen dos caminos distintos para utilizar los acervos genéticos de los
tetraploides sexuales, que permitirian llegar a un cultivo forrajero que supere las
limitaciones antes planteadas. Uno es transfiriendo genes individuales entre ellos,
como por ejemplo hicieron Schrauf et al. (2003), que lograron transferir mediante
retrocruzas, caracteristicas resistentes del P. urvillei hacia P. plurinerve, generando
un material genético util, el cultivar “Primo”. El otro camino, no explorado aun en
P. dilatatum, consiste en sintetizar diferentes cultigenos derivados de la
combinacidn de los acervos genéticos de mas de una de las especies. De hecho, se
sabe que muchos de los cultivos domesticados por la humanidad son una mezcla de
muchas especies, y que ningiin cultivo desciende directamente de una sola especie’.
La hibridacion interespecifica, por tanto, ha jugado un papel muy importante en el
origen y desarrollo de varios cultivos y sigue siendo una herramienta subutilizada
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a pesar de su gran potencial (Mason & Batley, 2015). Teniendo en cuenta este
conocimiento, ademas de contar con un amplio acervo genético de muchas especies
que se pueden combinar entre si, se estd en condiciones de abordar la segunda
estrategia.

Los esfuerzos para establecer los ancestros del P. dilatatum “comun” han
hecho que se acumule una gran cantidad de informacién citogenética sobre las
relaciones entre todas las especies dentro del grupo Dilatata. Por citar unos pocos
ejemplos, los trabajos antecedentes de Burson (1979), y Burson y Bennett (1972)
establecieron las relaciones filogenéticas entre P. urvillei y los tetraploides sexuales
de anteras amarillas de forma indirecta, mediante cruzamientos interespecificos con
P. intermedium Munro (2n = 2x = 20) con féormula gendmica 11, y P. juergensii
Hack., otro diploide sexual (2n = 2x = 20) con formula genémica JJ. En este mismo
trabajo, Burson (1979) realiz6 un numero importante de hibridaciones entre P.
flavescens 'y P. urvillei, pero no se pudo recuperar ningun hibrido Fi, ya que siempre
morian antes de florecer. Caponio y Quarin (1990) realizaron cruzamientos entre
Paspalum flavescens, Paspalum urvillei y Paspalum plurinerve, y estudiaron el
comportamiento reproductivo y el comportamiento citogenético de estos hibridos
interespecificos. Los resultados a los que llegaron fueron que, primero, estudiando
el comportamiento meidtico de cada especie en particular, contaron 19.94
bivalentes para P. flavescens, 19.97 bivalentes para P. plurinerve y 20 bivalentes
para P. urvillei. En cuanto a la hibridacion interespecifica de P. flavescens x P.
plurinerve, se obtuvieron 38 hibridos de 198 cruzamientos (cruzabilidad: 19%).
Mediante estudios citogenéticos, se observd una meiosis regular con 19.94
bivalentes por cada célula madre de polen en metafase I, de 5 hibridos estudiados.
La produccion de semilla fue de 14,8 a 45,4 % para 3 hibridos analizados. Los
hibridos interespecificos de P. flavescens x P. urvillei, tuvieron una meiosis regular
conun promedio de 19,96 bivalentes por cada célula madre de polen. La produccion
de semilla fue de 1,4% a 2,1%, significativamente menor. Ademas, la cruzabilidad
fue muy baja, ya que solo se obtuvieron 2 hibridos de 242 cruzamientos, lo que
constituye un 0,83% de cruzabilidad, sugiriendo barreras genéticas al cruzamiento.
La distribucion geografica de P. urvillei y de P. flavescens se solapa, es decir que
son simpatricas, por lo que permitiria hibridaciones naturales entre estas. Sin
embargo, no se han encontrado las caracteristicas morfologicas “intermedias” de
ambos parentales a campo. Los hibridos interespecificos de P. plurinerve x P.
urvillei tuvieron una meiosis regular 19,88 bivalentes por cada célula madre de
polen. La produccion de semilla fue de 0,3 a 18,8 %. La cruzabilidad fue de 306
espiguillas que cruzaron, se obtuvieron 247 plantas, de las cuales 59 fueron
hibridos, identificados por caracteristicas morfoldgicas. En la generacion F»
producto de la retrocruza con cada parental, se observo que la produccion de semilla
fue mayor a la generacion Fi. A su vez, en otro trabajo, los autores Quarin y
Caponio (1995) realizaron hibridos de Paspalum dasypleurum x P. urvillei, y P.
dasypleurum x P. flavescens. Los hibridos interespecificos de P. dasypleurum x P.
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flavescens se consiguieron con una cruzabilidad menor al 1% (de 253 cruzamientos,
se obtuvieron 34 plantas, y solo 2 fueron considerados hibridos), por lo que se
sugieren las mismas barreras genéticas al cruzamiento que en P. flavescens x P.
urvillei, ademas de que la distribucion natural de estas especies es también una
barrera al cruzamiento, ya que las mismas son alopétricas. El comportamiento
meiodtico fue regular, contabilizando un promedio de 19,93/19,96 bivalentes por
PMC para cada hibrido, y ninguno de los dos hibridos produjo semilla. Los hibridos
de P. dasypleurum x P. urvillei se obtuvieron emasculando 102 espiguillas de P.
dasypleurum, y espolvoreando con polen de P. urvillei, resultando en 55 plantas,
todas ellas hibridas, con una cruzabilidad 53,9% (la identificacion de los hibridos
se hizo por caracteristicas morfologicas, en este caso, por el nimero de espigas por
panoja, y el largo de la primera espiga). El comportamiento meiotico fue
19,46/19,64/19,87 promedio para distintas lineas de Fi y ninguno de los hibridos
produjo semilla. Estos estudios constituyen un antecedente directo del trabajo aqui
presentado.

Figura 3
Fertilidad de los distintos hibridos interespecificos del grupo Dilatata reportados
hasta el momento

P. vacarianum P. flavescens

P. dasypleurum P. plurinerve

P. urvillei

Nota. Los nimeros en la figura significan fertilidad, reflejada por la produccion de
semilla de cada hibrido interespecifico. Elaborado a partir de Caponio y Quarin
(1990) y Quarin y Caponio (1995).
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3.5 Antecedentes a este trabajo

Sandro (2020) obtuvo una poblacion de lineas puras segregantes, partiendo
de un cruzamiento entre Paspalum flavescens (madre) x Paspalum plurinerve
(padre), y mediante el método de descendencia de una sola semilla, para evitar la
seleccion natural, y acelerando el proceso en camara de contraestacion, se llego a
una poblacion Fs. Se reportaron problemas de fertilidad en las generaciones
tempranas, ya que algunas de las lineas segregantes no producian semilla viable,
por lo que no todas pudieron dejar descendencia. Esta poblacion se desarrolld para
estudiar la potencialidad de la hibridacién interespecifica, asi como para poder
realizar un mapa de ligamiento que permita identificar regiones del genoma
asociadas a caracteristicas de interés para apoyar el mejoramiento y la
domesticacion de esta especie. Se realizd el genotipado de muchos individuos de
las lineas obtenidas, ademds del de los progenitores, y se obtuvieron miles de
marcadores moleculares distribuidos a lo largo de todo el genoma. Con estos
marcadores y con el fenotipado de la coleccion, se identificaron QTLs mediante
pruebas estadisticas. Se comparan los individuos que tienen alelos de P. flavescens
contra los individuos que tienen alelos de P. plurinerve, y se observa si los
marcadores de uno u otro afectan el fenotipo para una caracteristica deseable de
domesticacion. Ademas de esto, se realizé el fenotipado de la progenie y de los
padres para la caracteristica dias a floracion, objetivo de mejoramiento importante
ya que determina la calidad de la produccion de MS. Otro trabajo en esta misma
poblacion fue realizado por Dogliotti (2021). En dicho trabajo, se caracterizo el
modo de herencia y ligamiento en las lineas Fs. Mediante la utilizacion de
marcadores tipo microsatélites, se obtuvo informacion del genoma, y permitid
detectar ligamiento entre alguno de estos. Los marcadores presentaron herencia
disémica, coincidente a lo reportado por Speranza y Malosetti (2007) para este
cruzamiento, y se reportd que, de 15 marcadores, 10 mostraron distorsion de la
segregacion de leve a alta, con el alelo materno (P. flavescens) mas frecuente que
el paterno (P. plurinerve), fendmeno conocido como desviacion de la proporcion
mendeliana esperada, o distorsion en la segregacion (Sandler & Golic, 1985;
Sandler & Novitski, 1957). Este fenomeno puede deberse a causas genéticas o
ambientales, y se ha observado frecuentemente en poblaciones segregantes
obtenidas por el método DUS, como lo es la poblacion de estos trabajos en
Paspalum (Xu et al., 1997). La distorsion en la segregacion puede dificultar la
correcta estimacion de las distancias genéticas, al momento de realizar los mapas
de ligamiento. Ademas, el sesgo hacia los alelos de P. flavescens y la consecuente
pérdida de alelos de P. plurinerve, puede llevar a que los objetivos de la hibridacion
interespecifica no se cumplan, ya que, por ejemplo, la baja dormicion de semilla de
P. plurinerve podria no estar incluida en la progenie. Tanto la infertilidad en algunas
lineas tempranas de la poblacion segregante, como la distorsion en la segregacion,
pueden tener su origen en irregularidades meidticas. En el trabajo que aqui se
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presenta, mediante observacidon a microscopio de la meiosis, pretende poner a
prueba esta hipdtesis.

En la misma linea de investigacion que los trabajos predecesores, Monteverde
et al. (2022) estudiaron el potencial de combinar germoplasma de distintos
tetraploides sexuales. Utilizando la misma poblacion, evaluaron a los progenitores,
al hibrido F1 y a las F3 para muchas caracteristicas de interés. En los hibridos Fi, se
pudo observar heterosis para Materia Seca, pero no para caracteristicas
morfoldgicas, ya que no es en estas caracteristicas en donde pueden observarse
(Kaeppler, 2012). Por otro lado, la heterosis y la segregacion transgresiva pueden
verse como dos lados del mismo fendémeno (Mackay et al., 2021), en consecuencia,
si se observa heterosis en los hibridos, se espera segregacion transgresiva en
generaciones avanzadas. El unico efecto génico que se pierde en estos genotipos
transgresivos es el de sobredominancia. Se observo, en efecto, una gran variabilidad
para muchas caracteristicas, y en muchos casos, promedios mejores que el mejor de
los padres y que el hibrido F;. Estas caracteristicas fueron: Materia Seca, nimero
de macollos reproductivos, nimero de espigas por panoja, peso de panoja y largo
de hoja. Por tanto, la potencialidad de trabajar con estas especies de reproduccion
sexual queda demostrada, ya que, ademas de poder acumular alelos deseables de
forma aditiva, la homocigosis permite mantener a los genotipos promisorios, y los
mismos se pueden multiplicar por semilla indefinidamente. En otro trabajo
recientemente realizado por Moura (2022), se estudi6 también el potencial de
hibridar estas dos especies tetraploides del grupo, mediante el analisis de
segregantes transgresivos, es decir mediante la comparacion de la progenie con sus
progenitores, pero en lineas mas avanzadas, concretamente en la Fs. Como ya se
previd en el trabajo de Monteverde et al. (2022) en lineas F3, se constato la
existencia de segregacion transgresiva en lineas Fg para caracteristicas asociadas a
Materia Seca (Peso de hoja), y una gran variabilidad para esta caracteristica en la
poblacion. Ademds de encontrar lineas promisorias, los caracteres estudiados
tuvieron una alta heredabilidad, lo que implica una mayor certeza genética al
momento de seleccionar un genotipo. También, otros autores, encontraron
diferencias en el comportamiento germinativo entre distintas lineas F¢ y los
progenitores de esta poblacion, con segregacion transgresiva para dormicion de
semilla en algunas de ellas (Cortabarria & Vidal, 2023). Queda demostrado, pues,
que la hibridacion interespecifica es un método apropiado y satisfactorio para la
obtencion de futuros cultigenos. El uso de las técnicas y procedimientos de
mejoramiento genético de especies autdgamas podrian utilizarse en programas que
busquen obtener aditivamente las caracteristicas deseadas, como ser, ademas de la
productividad de Materia Seca, produccion de semilla.

3.6 Consideraciones sobre meiosis

Segun Sleper y Poehlman (2006), el nicleo de la célula contiene el material
genético y participa en la division celular. Existen dos tipos de division del nucleo:
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la mitosis y la meiosis. La meiosis, se relaciona con la reproduccion sexual de las
plantas. La meiosis masculina ocurre cuando la célula madre del polen se divide
para formar esporas. Consta de dos divisiones sucesivas, la primera reduccional
(meiosis I) y la segunda ecuacional (meiosis II). La meiosis se caracteriza por:

e duplicacion longitudinal de cada cromosoma para formar dos cromatidas
hermanas idénticas que estan unidas a nivel de centromero (interfase);

e apareamiento (sinapsis) de cromosomas homologos; es decir, aquellos que
poseen loci correspondientes e intercambio de segmentos de las cromatidas,
proceso conocido como entrecruzamiento (profase 1);

e movimiento de los cromosomas homdlogos hacia el ecuador del huso, con
las cromatidas atn unidas a nivel del centromero (metafase I);

e redistribucion aleatoria de los cromosomas homoélogos al tiempo que los
cromosomas apareados se separan y mueven hacia polos opuestos con las
cromatidas aun unidas (anafase I);

e formacion de nuevos husos en extremos opuestos de la célula al tiempo que
las crométidas unidas se disponen en el ecuador de los nuevos husos
(metafase II).

e separacion de las cromatidas a nivel de los centromeros y emigracion de las
cromatidas a los polos de sus respectivos husos (anafase II); y

e formacion de paredes celulares para dar origen a cuatro esporas, cada una
con la mitad del nimero de cromosomas de la célula madre de las esporas
progenitora (tétradas/ citocinesis).

Una caracteristica esencial de la meiosis es la reduccion del nimero de
cromosomas del numero diploide (2n) en la célula madre del polen al nimero
haploide (n) en las esporas (o en gametos). La fusion de una célula espermatica y
una célula huevo en la fecundacion hace que se junten dos juegos haploides de
cromosomas y restaura en el cigoto el nimero diploide de cromosomas. La
observacion de la meiosis permite establecer la fertilidad y la viabilidad de los
gametos que va a producir un individuo. Para que un gameto esté balanceado y por
lo tanto sea viable y pueda recuperar la dotaciéon cromosdémica original al momento
de la fecundacion, es necesario que las fases de la meiosis ocurran de forma regular.
En individuos de la misma especie esto es lo que ocurre generalmente.

Un ejemplo que puede aportar conocimientos al tema de esta tesis, es el
trabajo de Gaiero et al. (2017), que, estudiando a Solanum tuberosum L. y sus
parientes silvestres, remarcaron la importancia de la localizacion fisica de los loci
en un hibrido interespecifico, ya que la falta de colinealidad puede traer
consecuencias en el apareamiento y la recombinacién de los cromosomas
homoélogos y causar problemas en la segregacion durante la meiosis. Mediante la
construccion de un mapa citogenético de los parientes silvestres de la papa
contrastado con el de la papa cultivada, se busco descubrir translocaciones a gran
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escala y/o inversiones, que pueden dificultar la hibridaciéon. Analizando la fase de
paquiteno de la profase meiotica I, lograron determinar las diferencias en cuanto a
la longitud de las cromatidas de cada cromosoma en las distintas especies, asi como
la longitud de la heterocromatina también para cada cromosoma en las 2 especies
silvestres. Se encontrd gran variacion en las longitudes de los cromosomas, asi
como variacion en la posicion relativa de diferentes marcadores, con una posible
explicacion por pequefias inversiones. La ocurrencia de inversiones puede aumentar
el arrastre genético en programas de retrocruza. Sin embargo, en este trabajo, a
pesar de las variaciones mencionadas, no se encontraron reordenamientos
importantes que obstaculicen la recombinacion y la introgresion, que pudieran
causar arrastre por ligamiento, o segregacion erronea de homologos durante la
meiosis en hibridos, por lo que estas especies se pueden cruzar. Fendémenos
similares podrian ocurrir en el caso de hibridos interespecificos del grupo Dilatata.
Si bien estas especies estan emparentadas, pueden haber tenido diferente evolucion
en sus genomas, con eventos de rearreglos distintos entre las especies durante la
diploidizacién, como por ejemplo inversiones y translocaciones, resultando en
versiones diferentes de los genomios I1JJ. Por lo tanto, aunque compartan la misma
formula gendmica, pueden diferir en cuanto a la colinealidad de sus loci, con
posibles irregularidades en el entrecruzamiento y en la recombinaciéon de los
cromosomas del hibrido interespecifico. Una irregularidad en la meiosis puede ser
la causa de la esterilidad en lineas tempranas reportada por Sandro (2020) y de la
distorsion en la segregacion de marcadores reportada por Dogliotti (2021).

En hibridos interespecificos, como es el caso aqui estudiado, pueden darse
irregularidades en distintas etapas de la meiosis, que van a causar problemas de
infertilidad. Estas irregularidades son facilmente observables en microscopio. Lo
mas esperable en estos hibridos alotetraploides de férmula gendmica 2n = 4x = 40
es que formen 20 bivalentes en diacinesis (ltima subfase de la profase I), si el
apareamiento de los cromosomas es totalmente normal, y que luego migren a cada
polo en anafase de forma balanceada. Este hibrido se comporta como diploide, ya
que los cromosomas de cada genomio se presentan de a par, y todos los
apareamientos podrian ser perfectos existiendo su par homologo. Sin embargo,
pueden observarse irregularidades. Por ejemplo, en diacinesis, en lugar de formarse
20 bivalentes (cada cromosoma formando un bivalente con su par homoélogo) se
formen 18 bivalentes y 1 cuadrivalente; o 19 bivalentes y 2 univalentes, ademas de
muchas otras combinaciones posibles. En metafase puede observarse que todos los
cromosomas estan alineados en la placa ecuatorial, a excepcion de un bivalente
donde comenz6 a migrar antes que el resto, lo que llamaremos adelanto. Durante la
siguiente etapa de anafase, pueden observarse arrastres de cromatina o “puentes”,
es decir que los cromosomas homologos, debido a terminaciones tardias de sus
quiasmas, no se separan, el cromosoma se estira, y queda descondensado. También,
puede ocurrir que algunos bivalentes, o también como univalentes, no logren migrar
hacia los polos, porque como ya se dijo, las fibras del huso no lograron unirse al
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centromero, quedando mas retrasados que el resto de los cromosomas. Finalmente,
durante la formacion de diadas o tétradas, ademds de las microsporas pueden
observarse micronucleos de cromosomas que no segregaron bien. Por lo que la

observacion de la meiosis permite establecer si la misma tiene consecuencias en la
fertilidad de los hibridos.

La distorsion en la segregacion reportada por Dogliotti (2021) en lineas Fs
significa que hay un sesgo hacia los alelos maternos (P. flavescens). La primera ley
de Mendel establece que la segregacion de los alelos es aleatoria, es decir, que cada
alelo tiene un 50% de posibilidades teoricas de transmitirse a la descendencia. Sin
embargo, se ha visto, que hay alelos con mas probabilidades de transmitirse, durante
la meiosis a la descendencia. Los centrémeros tienen un papel fundamental en la
division celular, ya que a €l se unen las fibras del huso que llevan los cromosomas
hacia los polos. Las regiones centroméricas y pericentroméricas pueden explicar el
comportamiento meidtico diferencial de los cromosomas en un hibrido
interespecifico. Las secuencias de los centroémeros y de las proteinas asociadas, son
diversas entre especies (Melters et al., 2013). Esta divergencia principalmente en el
numero de copias de dichas secuencias, puede dar como resultado un
comportamiento meidtico diferente de los cromosomas de cada genomio, siendo un
genoma con mayores posibilidades de transmitirse a la progenie, frente al otro
genoma que tiende a perderse (Akera et al., 2017). Los centrdmeros juegan un papel
fundamental cuando los cromosomas no se aparean con su par homélogo y quedan
como univalentes. Estos univalentes, segin la capacidad que tengan para
interaccionar con las fibras del huso, serdn transportados o no a uno de los polos
para dar lugar al nticleo hijo. Por su contraparte, los bivalentes tienen asegurada la
transferencia regular desde la placa metafésica a cada uno de los polos, debido a
una union estable de los microtiibulos a los centromeros. Sin la fuerza contraria de
un homoélogo en un bivalente, un monovalente no puede estabilizar la union a las
fibras del huso y sus movimientos anafasicos son fortuitos: los monovalentes
tienden a oscilar alrededor de la placa metafasica, tiran en la direccion de un polo
mediante una unién transitoria, luego se liberan, y tiran hacia el otro polo (Majka
et al., 2023). Estos monovalentes permanecen en la placa metafdsica, forman
micronucleos, y posteriormente se degradan. También puede ocurrir, sin embargo,
que, por varias uniones transitorias consecutivas al mismo polo del huso, terminen
en el lugar correcto y se integran al nicleo hijo (Lukaszewski, 2010). En hibridos
interespecificos, la frecuencia de tales uniones transitorias consecutivas y la
capacidad de ser incluidos en el nucleo hijo, pueden diferir seguin el origen parental
de los monovalentes. Kopecky et al. (2022) a través del andlisis de la meiosis de un
hibrido interespecifico, constatd que los monovalentes del genoma que tiende a
perderse tenian una mayor tasa de eliminacion de cromosomas que del genoma que
tiende a heredarse. Majka et al. (2023) trabajando con hibridos interespecificos de
Festuca pratense x Lolium multiflorum (ambos 2n=4x=28), confirmaron que
existen diferencias entre los distintos genomas parentales de un hibrido, en cuanto
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a la transmision de sus cromosomas a la progenie, tanto en la meiosis masculina
como femenina. Pudo observarse en la meiosis femenina, donde los cromosomas
del genoma dominante son transmitidos al évulo y los del genoma sumiso a un
cuerpo polar. La produccion de gametos femeninos tuvo un nimero promedio de
cromosomas parentales de 7,85 para L. multiflorum y 5,95 para F. pratense, lo que
constituye un desvio significativo del 7:7 esperado. En cuanto a la meiosis
masculina, se observaron grandes diferencias entre la uniéon de los univalentes de
F. pratense o L. multiflorum a los microtubulos del huso. Los resultados indican
que los univalentes de L. multiflorum se unieron con una frecuencia de 70,4%,
mientras que los univalentes de F. pratense se unieron con una frecuencia de 19,3%.
Por lo tanto, los univalentes de L. multiflorum tienden a migrar hacia los polos y los
univalentes de F. pratense se eliminan en forma de micronucleos, llevando a que
los gametos masculinos tengan un desbalance en cuanto al nimero de cromosomas
de cada parental. Para determinar lo que causa este comportamiento diferencial de
los cromosomas durante las divisiones meidticas, se realizaron estudios de
secuenciacion de la region centromérica y del complejo de cinetocoro (estructuras
proteicas donde se anclan los microtubulos, ubicadas en el centromero), para los
cromosomas de ambas especies. Se encontraron muchos SNPs (Single Nucleotide
Polymorfism) no sindénimos (es decir que no estdn presente en ambas especies)
asociados a los genes del cinetocoro. Ademas, dos genes del cinetocoro, el NDC80
y el NNF1, se expresaron solamente a partir de los alelos de L. multiflorum, por lo
tanto, la expresion génica de estos genes de F. pratense fue silenciada. Esto redujo
su unidn a los microtubulos del huso, y provoco un retraso en la placa metafasica,
formando micronucleos, para luego degradarse. Por lo tanto, la meiosis masculina
puede contribuir a la herencia no mendeliana de los cromosomas parentales en
sucesivas generaciones hibridas. Sin embargo, no se pueden descartar otros
mecanismos. Fendmenos similares pueden haber ocurrido durante la generacion de
las lineas puras recombinantes realizado por Sandro (2020). Estos fendémenos
pueden ser causantes de la distorsion en la segregacion reportada por Dogliotti
(2021).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Las plantas utilizadas en este trabajo, lineas F> endocriadas, fueron generadas
a partir de un cruzamiento interespecifico entre P. flavescens x P. plurinerve. La
obtencion de los hibridos y de las F» se describen en Speranza y Malosetti (2007).
Las semillas estaban almacenadas en el Banco de Germoplasma de la Facultad de
Agronomia, Montevideo, Uruguay (Lat 34°50" 13.17"S, Long 56°13’ 22.96"0). La
germinacion se llevé a cabo en el mes de marzo de 2022. Se colocaron 5 grupos de
50 semillas llenas sobre papel de filtro humedecido, dentro de 5 placas plésticas de
Petri de 10 cm, y se llevaron a una cadmara de ambiente controlado para su
germinacion. Las condiciones ambientales de dicha cdmara fueron de una
alternancia diaria de 20°C a la noche y 30°C en el dia (12 horas noche/12 horas
dia). Al germinar, se seleccionaron 20 y se trasplantaron en macetas numeradas
dentro del invernaculo de la Catedra de Fitotecnia de la Facultad de Agronomia.
Dentro del invernaculo existe un cerramiento con condiciones ambientales
controladas (temperaturas mayores a 20°C y fotoperiodo de 16 horas luz.), que
favorecen el crecimiento y la floracion.

4.2 Colecta de panojas

Durante los meses de junio, julio, agosto y setiembre del 2022, cuando los
apices meristematicos pasaban de vegetativos a reproductivos y morfolégicamente
la planta comenzaba la elongacion, se cosecharon las panojas reproductivas en
estado de embuche, es decir que alin se encontraban envueltas por la hoja bandera.
Fue importante la colecta del material en ese estado fenologico, ya que asegura que
la panoja esta transitando la microsporogénesis. Si la panoja estaba en antesis, la
observacion en el microscopio iba a mostrar el polen ya formado y no las etapas
previas de la meiosis, que es lo que se busca analizar en este trabajo. Luego se
retiraron las hojas y se fijo cada panoja en un tubo Falcon de 15 ml con una solucion
3:1 de alcohol absoluto:éacido acético glacial, durante 24 horas, luego se desech¢ la
solucion y se volvid a preparar otra igual, y a los 7 dias se volvio a remover dicha
solucion para fijarse finalmente en alcohol 70% y agua destilada 30% y se conservo
en heladera a 4°C hasta su utilizacion. Cada panoja fue debidamente rotulada con
lapiz, indicando el nimero de planta, fecha y hora de colecta.
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Figura 4
Material vegetal

Nota. (a) Semillas germinadas. (b) Trasplante en 20 macetas. (c) Plantas
macolladas previo a estado reproductivo. (d) Panojas fijadas en alcohol 70% en
tubos Falcon, almacenadas en heladera hasta su uso.

4.3 Preparados

Para la realizacion de los preparados, se retir6 la panoja de la solucion y se
coloco en una placa de Petri. Observando con una lupa binocular estereoscopica
Olympus modelo SZ40, y mediante apreciacion visual en base a la coloracion de
las anteras, se seleccionaron las espiguillas de la panoja que pudieran estar
atravesando la meiosis 1. Las espiguillas se colocaron en un portaobjetos y se
sumergieron en una pequefia gota de acido acético 45%, y se disecaron bajo lupa
extrayéndose las anteras. Se extrajeron las células madre del polen de la antera con
la ayuda de una pinza y agujas histologicas, mediante presion, y se colorearon con
orceina lacto-propidnica (1:1) al 2%. Las tecas se desecharon. Se homogeneizd y
disgregd bien la extraccion, y con un cubreobjetos (20x20), haciendo una leve
presion, se extendid el material, cuidando de que no queden burbujas de aire en el
preparado. En caso de encontrarse la fase buscada, los preparados se aplastaron
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utilizando un papel encima del cubreobjetos, y se sellaron con esmalte al alcanzar
un grado de tincién adecuado. Posteriormente se almacenaron en freezer a -18°C
hasta su observacion en el microscopio. En caso de no encontrar la fase deseada, se
desecha el preparado, y se contintia su busqueda siguiendo como criterio el orden
de maduracion que tiene la panoja (Figura 5).

Figura §
Maduracion de panoja de Paspalum dilatatum

Orden de
mariraciin -

Nota. P. Speranza (comunicacion personal, junio, 2022).

4.4 Observacion de meiosis en microscopio

Para la observacion de la meiosis se utilizaron dos microscopios Opticos. Para
la observacion diaria de los preparados se utilizé un Olympus CX31, con hasta 40x
de aumento, y pudo adaptarse una maquina digital de fotos Infinityl con programa
de obtencion de imagenes DinoCapture 2.0, para la toma de fotografias provisorias
para la mejor observacion y discusion. Para tomar las microfotografias definitivas
que figuran en este trabajo, se utilizo el microscopio de imagenes Zeiss Axioplan
2, con un aumento de 100x con inmersion en aceite.

Se observo un minimo de 15 Células Madre de Polen (CMP) para cada fase, y
se contabiliz6 y anot6 el nimero de bivalentes, monovalentes y cuadrivalentes en
diacinesis, el nimero de adelantos en metafase, el nimero de atrasos o puentes de
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heterocromatina en anafase y la presencia/ ausencia de micronucleos en
diadas/tétradas.

4.5 Produccion de semilla

Una vez que la cosecha de panojas se considerd suficiente para el andlisis
meidtico (3 panojas atravesando las distintas fases de la meiosis I), las plantas
siguieron floreciendo y fructificando y se cosecharon manualmente semillas de las
20 lineas. Se realizé un conteo de dos grupos de 50 semillas cada uno, y dentro de
cada grupo se separaron las semillas llenas de las vacias, y se estim6 un porcentaje
de fertilidad. Luego se pesé cada grupo en una balanza de precision, asi como
también se peso el total de las semillas cosechadas de cada planta. Se estimé el peso
de mil semillas (PMS) para cada planta sumando los pesos de ambos grupos y
multiplicando por 10. Con el peso de mil semillas y el peso total, se obtuvo, el
numero de semillas totales (Peso total x 1000/ PMS), y multiplicado por el
porcentaje de semillas llenas, se obtuvo el nimero de semillas llenas cosechadas
por planta. También, se estim6 el PMS llenas, mediante el conteo de 2 grupos de
50 semillas llenas cada uno. Finalmente, se obtuvo el dato de germinacion de 6
lineas que tenian suficientes semillas como para sacar conclusiones (no se obtuvo
este dato para toda la poblacion porque no se contaba con suficiente semilla viable).
Para esto, se realizé nuevamente la separacion en grupos entre llenas y vacias, y se
colocaron las llenas en una cdmara de frio, para después pasar a la cdmara de
germinacion durante 10 dias, con condiciones de alternancia diaria de 20°C a la
noche y 30°C en el dia (12 horas noche/12 horas dia). Luego de esto se estimd un
porcentaje de germinadas sobre el numero de viables, mediante conteo de
germinadas en distintos momentos. Ademas, se realiz6 una evaluacion que simulara
la prueba de tetrazolio mediante apreciacion visual de las semillas llenas, pues la
observacion de desperfectos en el endosperma o del embrion, hace que la semilla
pierda la capacidad germinativa. Las semillas sin desperfectos pero que no
germinaron por otros motivos, por ejemplo, dormicion, se incluyeron dentro de las
viables.
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Figura 6
Esquema para mejor comprension del contexto

LNCN

Meiosis

;Irregularidades
en la meiosis?

Lineas F,

N » Objetivos: estudiar la meiosis y
/ESte"l'dad en \ relacionarla con la fertilidad

lineas tempranas| en 20 lineasF,.

(Sandro, 2020)

Distorsion en la | # Hipotesis: La esterilidad y la

segregacion de distorsién en la segregacién

marcadores se de_l:-er:n airregularidades en
uDogliotti_ 2021) / la meiosis.

Nota. Elaborado a partir de Sandro (2020) y Dogliotti (2021).
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5. RESULTADOS

5.1 Comportamiento meidtico

En muchos de los genotipos, se observaron diversas alteraciones, tales como
asociaciones cromosomicas distintas a bivalentes en diacinesis, localizacion
espacial de los cromosomas por fuera de la placa ecuatorial en metafase, asimetrias
en cuanto a la segregacion de los cromosomas en anafase. Un 9,5% de las células
estudiadas presentaron irregularidades durante la meiosis en fases tempranas. La
linea 11020, durante el momento de cosecha de panojas, no florecio, por lo que no
se cuenta con informacion citogenética de ella.

Analizando detalladamente fase por fase, durante la diacinesis,
generalmente se contd con buena visibilizacion, con los cromosomas todos en un
mismo plano. La presencia de un mayor nimero de bivalentes fue siempre mayor a
la presencia de monovalentes o cuadrivalentes (Tabla 1). Los rangos de bivalentes
van de 16 a 20 y los cuadrivalentes de 0 a 2. No se observaron univalentes. Los
mismos, debido a su pequeno tamafio fueron dificiles de identificar, ademas de que
pueden quedar enmascarados por otros cromosomas. El promedio de bivalentes por
célula tuvo rango de valores de 19,07 a 20 (Tabla 1). Lo mas frecuente fue contar
20 elementos, o 19 elementos, 18 de ellos bivalentes y 1 cuadrivalente. En muchas
de las células estudiadas, pudo constatarse la presencia diferencial de bivalentes
asociados al nucléolo, pudiendo observarse desde 2 bivalentes hasta 4 bivalentes
asociados al nucléolo (Fig. 6).
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Tabla 1
Numero de elementos observados en diacinesis I, en 15 células madre del polen
para lineas F?2

Diacinesis I

. N° de promedio
Material CMP obs. I I v /CMP
11001 15 16-20 0-2 19,5
11002 15 18-20 0-1 19,73
11003 15 20 20
11004 15 18-20 0-1 19,73
11005 15 18-20 0-1 19,30
11006 16 18-20 0-1 19,5
11007 15 18-20 0-1 19,73
11008 15 18-20 0-1 19,87
11009 15 18-20 0-1 19,60
11010 15 18-20 0-1 19,9
11011 18 18-20 0-1 19,56
11012 15 18-20 0-1 19,73
11013 15 18-20 0-1 19,6
11014 15 18-20 0-1 19,2
11015 20 18-20 0-1 19,6
11016 15 18-20 0-1 19,6
11017 15 18-20 0-1 19,9
11018 17 18-20 0-1 19,9
11019 15 16-20 0-2 19,07

11020

Durante la metafase, en la mayoria de las células se observd una metafase
normal, con todos los cromosomas alineados en la placa ecuatorial previo a la
division reduccional. No obstante, se registraron algunos adelantos, por ejemplo, en
las lineas 11002 y 11005, con un maximo de 3 células con adelantos (Tabla 2; Figura
8). En anafase no se observaron irregularidades para la mayoria de las CMP. Sin
embargo, se pudieron detectar segregaciones tardias de cromosomas,
particularmente en la linea 11005, con 7 atrasos/puentes, y la linea 11019 con 5
atrasos/puentes. (Tabla 2; Figura 8). También se observaron telofases con
irregularidades, con puentes de cromatina, pero que van camino a separarse y
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quedar bien distribuidos (Figura 8f). En cuanto a las diadas/tétradas, fue nula la
observacion de micronucleos.

Tabla 2

Comportamiento meiotico en metafase I, anafase 1 y en diadas/tétradas en 15

CMP, para lineas

Diadas/
Metafase I Anafase I Tétradas

N° de N° de N° de N° N°de Micron

Material | CMP Adelantos CMP atrasos/puentes CMP  ucleos

obs. obs. obs. (Si/No)
11001 15 2 15 1 15 No
11002 20 3 15 3 15 No
11003 15 1 15 0 15 No
11004 15 0 15 0 15 No
11005 21 3 17 7 15 No
11006 15 0 15 0 15 No
11007 15 0 16 0 15 No
11008 16 0 15 1 15 No
11009 15 1 15 0 15 No
11010 15 0 15 0 15 No
11011 17 2 23 1 15 No
11012 17 2 15 0 15 No
11013 15 0 15 1 15 No
11014 15 2 15 0 15 No
11015 15 0 15 0 15 No
11016 15 0 15 0 15 No
11017 15 1 15 0 15 No
11018 15 0 15 0 15 No
11019 20 2 15 5 15 No

11020




Figura 7
Fases de la meiosis regular
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Nota. Células madre del polen de lineas F» en distintas fases de la meiosis. (a)
Diacinesis con 20 bivalentes. (b) Metafase con los cromosomas alineados en la
placa ecuatorial. (c) Anafase con los cromosomas segregando normalmente hacia
cada uno de los polos. (d) Tétradas sin micronticleos.
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Figura 8

Fases de la meiosis con irregularidades

Nota. Células madre del polen de lineas F» en distintas fases de la meiosis. (a)
Diacinesis con 18 IT + 1 IV. La flecha indica un I'V. (b-c) Metafase con
cromosomas adelantados. (d) Anafase con cromosomas segregando tardiamente.
(e) Anafase con puente de cromatina. Las puntas de flecha indican los puentes de
cromatina. (f) Telofase con puente de cromatina “resolviéndose”.
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Figura 9
Diferencias de bivalentes asociados al nucléolo
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Nota. (a) 4 bivalentes asociados al nucléolo. (b) 2 bivalentes asociados al
nucléolo.

Otro aspecto a mencionar es que, en muchas de las células observadas, habia
asincronia o varias fases de la meiosis en la misma antera, por ejemplo, diacinesis
y metafases en el mismo preparado; metafase, anafases y telofases en el mismo
preparado; y todas las subfases de la profase en el mismo preparado. Ademas, por
ejemplo, en la metafase II, a pesar de no mostrarse en las tablas debido a que no se
la observo sistemdticamente, se visualizaron asincronias entre las diadas que
estaban atravesando la metafase II, una de ellas con todos los cromosomas en la
placa ecuatorial, y la otra todavia en diacinesis.

5.2 Produccidn de semilla

En cuanto a la produccion de semilla, la misma fue muy diferente entre las
lineas. Hubo plantas que tuvieron una alta fertilidad, macollando y dando panojas
con semillas llenas, y hubo otras que florecieron muy escasamente y ademas
muchas de sus espiguillas eran vanas. La estimacion de semilla llena de toda la
poblacion estuvo en un rango que va desde 63% a 0%, con un promedio de 28%
(Tabla 3). Las semillas se cosecharon con facilidad, ya que no hubo infeccién por
Claviceps paspali y estaban retenidas en la planta. Las plantas se mantuvieron en
invernaculo para seguir cosechando semilla y almacenarlas con el objetivo de
continuar con el proceso de endocria en un futuro. En cuanto al PMS llenas, los
resultados también son muy variables, evidenciando segregacion, con un rango de
2,93 - 1,44 g. Es importante destacar que no se observo una relacion entre fertilidad
y PMS llenas. Para los 6 genotipos donde se evalud porcentaje de germinacion en
semilla llena, se muestra que, dentro de las semillas viables, las mismas tienen
mayormente buena aptitud germinativa, con porcentajes de medios a altos (Tabla
4).
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Tabla 3
Evaluacion de cantidad y calidad de semilla producida para 20 lineas F?2
N° de Peso  Peso % llenas Peso PMS Cant. Cant. PMS
planta S0a  S0b en 100 total (g) semilla llenas lenas
® (® (2 (2
11001 0,096 0,093 63 1,41 1,89 746 470 2,54
11002 0,079 0,08 52 0,66 1,59 415 216 2,18
11003 0,039 0,037 5 0,11 0,76 145 7 1,82
11004 0,068 0,06 22 0,62 1,28 484 107 2,75
11005 0,036 0,038 2 0,53 0,74 716 14 1,84
11006 0,07 0,06 32 0,24 1,3 185 59 2,52
11007 0,05 0,044 9 0,51 0,94 543 49 2,37
11008 0,083 0,076 45 0,36 1,59 226 102 2,43
11009 0,07 0,083 52 0,21 1,53 137 71 2,18
11010 0,064 0,07 37 0,93 1,34 694 257 2,14
11011 0,03 - - 0,03 - - - -
11012 0,056 0,063 31 0,22 1,19 185 57 2,14
11013 0,043 0,041 12 0,13 0,84 155 19 1,93
11014 0,055 0,056 14 0,14 1,11 126 18 2,43
11015 0,067 0,071 29 1,96 1,38 1420 412 2,46
11016 0,078 0,089 48 2,15 1,67 1287 618 2,50
11017 0,052 0,052 25 0,16 1,04 154 38 1,44
11018 0,087 0,109 47 0,36 1,96 216 101 2,81
11019 0,049 0,053 9 0,29 1,02 174 16 2,93
11020 0,039 0,037 0 0,29 0,76 376 0 1,68

Nota. Peso de 50 a y b refiere al peso en gramos de dos grupos de 50 semillas. El
% de fertilidad refiere a el nimero de semillas llenas en 100. Estimacion del PMS

en gramos.

Tabla 4

Germinacion de semillas viables
N° de % sem.
planta  germinadas
11001 80,8
11002 52,2
11008 0
11010 50,8
11015 77,5
11016 92.1

Nota. Germinacion de semillas viables de las 6 lineas con suficientes semillas
para realizar esta evaluacion.
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Figura 10
Diferencia morfologica entre dos lineas

Ademas del comportamiento meidtico y la produccion de semilla, se
pudieron detectar diferencias fenotipicas mediante observacion directa, aunque las
mismas no fueron sistematicamente registradas (Figura 10). Por ejemplo, la linea
11005, fue fenotipicamente diferente. La mayoria de las lineas presentaban un
habito de vida cespitoso, con compuestos antocianicos en la vaina de la hoja, glabra
y macolla semi rolliza, mientras que la linea 11005 presentaba un hébito de vida casi
decumbente, vainas mds pubescentes, comprimidas y sin antocianinas. Estas
diferencias se deben unicamente al genotipo, ya que las plantas crecieron en el
mismo ambiente, ademas de ser una poblacion segregante, lo que respalda el hecho
de que sean fenotipicamente distintas.
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6. DISCUSION

En este trabajo se observo algln tipo de irregularidad meidtica en un 9,5%
de las células madre del polen estudiadas. En diacinesis, la cuantificacion del
numero de elementos se realizd con precision, pero no sin dificultad, ya que a
menudo la presencia de dos bivalentes muy cercanos entre si, semejaban a un
cuadrivalente. La diacinesis fue normal con excepcion de unos pocos
cuadrivalentes. Esto era de esperar, ya que es un hibrido alotetraploide, con férmula
genomica 2n = 2x = 40 I1JJ, y se comporta como un diploide de 40 cromosomas.
Los cuadrivalentes se observaron con certeza en al menos una célula de casi todas
las lineas, lo que revela la existencia de apareamientos entre cromosomas
homeologos, es decir, de distintos genomios. En metafase I, las irregularidades
fueron de facil visualizacion, ya que se trata de observar si los cromosomas estan
todos alineados en la placa ecuatorial, o si alguno de ellos comenzd a migrar
prematuramente. En efecto, se constataron algunas irregularidades en esta fase. La
irregularidad que con mas frecuencia y mas ficilmente se detectd fue en anafase I,
tanto atrasos de cromosomas como puentes de cromatina. Durante la formacion de
diadas y tétradas, no se registr6 la presencia de micronticleos. Esto se debe a que, a
pesar de existir irregularidades en etapas anteriores, éstas pueden resolverse luego
sin remanentes de cromatina no incorporados a los nucleos principales. Los
cromosomas rezagados, al finalizar la telofase, quedan finalmente distribuidos en
cada uno de los nucleos hijos. Las causas de las irregularidades meidticas
observadas en anafase pueden ser debidas a rearreglos de sus genomas parentales,
competencia entre ambos genomas, asincronias en la division de los centrémeros,
diferencias en la duracion del ciclo celular entre los padres, interacciones entre el
nucleo y el citoplasma, entre otras (Urry, 2014). En resumen, se detectaron
irregularidades en las fases tempranas de la meiosis, pero no observamos evidencia
de que las mismas expliquen la esterilidad en lineas tempranas ni tampoco la
distorsion en la segregacion, ya que se resuelven citolégicamente antes a la
formacion de las diadas/tétradas. Ademas, algunas de las lineas estudiadas
presentaron muy baja fertilidad medida como produccion de semilla y no se
encontraron irregularidades citologicamente observables asociadas.

Los puentes o arrastres de cromatina durante la anafase I se deben
probablemente a una recombinacion irregular entre los cromosomas apareados.
Durante la metafase, cuando los cromosomas ain estdn unidos por sus quiasmas
luego del entrecruzamiento, las fibras del huso comienzan a tirar de los centromeros
hacia cada polo, provocando la estructura tipica que tienen los cromosomas
homologos durante las metafases observadas. Ya en anafase, si los cromosomas
homoélogos no terminalizaron sus quiasmas, puede suceder que, como se ve en la
foto (Fig. 5e), los cromosomas se deformen por la traccion de las fibras del huso.
El resultado de este proceso puede ser una aneuploidia, es decir una alteracion por
pérdida o duplicacion de un cromosoma en la espora hija, aunque en este caso seria
parcial, ya que involucra s6lo un fragmento de cromosoma, y no un cromosoma
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entero. El entrecruzamiento entre ambas cromatidas recombinantes no se resolveria
de forma balanceada y equitativa, sino que una se lleva un fragmento mayor de
ADN, mientras que la otra cromatida queda con menos ADN. Es decir, aunque no
se observaron microntiicleos, lo que significa una pérdida de cromosomas, la
existencia de puentes evidencia que si puede haber cromosomas que durante el
entrecruzamiento resultaron con diferentes cantidades de ADN en cada microspora.
Los cromosomas resultantes de este puente son fragiles, estdin descondensados, y
son facilmente rompibles. Las esporas resultantes de esta irregularidad, pueden
terminar siendo un gameto, que fecunde a otro gameto y que forme una planta. En
general, las plantas (y mas en plantas poliploides) no se ven afectadas por estos
pequefios desbalances, aunque pueden tener consecuencias, por ejemplo, en la
fertilidad (Henry et al., 2010). Por tanto, esta irregularidad en la meiosis, no explica
los resultados de muy baja fertilidad que se registraron en alguna de las lineas que
componen esta poblacion.

Las diferencias observadas en cuanto a bivalentes asociados al nucléolo
pueden explicarse por las diferencias de sitios de organizadores nucleolares entre
los progenitores del hibrido. Como reporté Vaio et al. (2019), estudiando los loci
35S y 58S, region que codifica para la formacion de ribosomas, se establecié que las
especies sexuales del grupo se diferenciaban en cuanto al tamafo de estos sitios, la
cantidad de los mismos, y su ubicacion en el cromosoma. Estos loci se localizaron
en los cromosomas en mitosis, mediante la técnica FISH. Se hizo este analisis para
los tetraploides progenitores del hibrido interespecifico de este trabajo, y se
observaron diferencias en cuanto a intensidad de fluorescencia, lo que sugiere
distintos nimeros de copias. Estas diferencias pueden explicarse evolutivamente
durante el proceso de diploidizacion por rearreglos en los cromosomas,
entrecruzamientos irregulares, 0 movimiento de transposones. En P. plurinerve, por
ejemplo, se observd, un tnico sitio 35S, mientras que en P. flavescens se observaron
dos sitios 35S. Por un lado, estas diferencias entre nimero de sitios de ambos
progenitores pueden explicar lo observado en la etapa de diacinesis en las lineas F»
derivadas de la hibridacion interespecifica, donde el niimero de bivalentes
asociados al nucléolo era diferente entre lineas. Estas diferencias son concordantes
con ser una F», ya que las mismas tienen una generacion de autofecundacion y
segregacion al azar en la que los individuos resultantes pueden tener diferentes
numeros de cromosomas con sitios asociados al nucléolo. Si bien, estas diferencias
en estos sitios, no necesariamente signifique que puede llevar a grandes
irregularidades en la meiosis, representan evidencia de que por lo menos algunas
regiones cromosOmicas han evolucionado de manera diferente desde la separacion
de estas especies y causar las irregularidades menores observadas en anafase I.

En cuanto a la fertilidad de las lineas, los resultados muestran lineas con
altas producciones de semillas llenas. Sin embargo, también hubo lineas con baja
produccion de semilla llena. Analizando comparativamente los resultados de este
trabajo en lineas F2 con otro trabajo de Caponio y Quarin (1990) en un hibrido entre
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las mismas especies, pero en las lineas Fi, vemos que, en el promedio de las lineas,
la cantidad de bivalentes por cada CMP es de 19,6 en comparacioén con el 19,94
obtenida por dichos autores (resultado obtenido en base al estudio de 5 hibridos F1).
La produccion de semilla a la que llegaron estos autores fue de 14,8 a 45,4 % para
3 hibridos analizados. En este trabajo, se tuvo producciones de semilla desde 0%
de semillas llenas, hasta un maximo de 63%. Por lo que los resultados de Caponio
y Quarin (1990) son coherentes con la idea de que otras causas estan detras de la
baja fertilidad, ya que la meiosis que reportaron era mayormente normal, mientras
que la produccion de semilla era media a baja. Ademads, en estas lineas F», hubo
mucha segregacion para esta caracteristica, desde plantas totalmente estériles hasta
plantas con alta fertilidad. Es decir que, en el avance de una generacion, ya
aparecieron plantas estériles, a partir de una Fi que no tenia ningtn hibrido estéril.

Por tanto, es durante la segregacion donde se produjo la esterilidad, y no en el
hibrido Fi.

Las irregularidades meidticas observadas en F» tampoco explicarian la
distorsion de marcadores en Fs reportada por Dogliotti (2021). Se puede averiguar
si la distorsion en los marcadores comienza en las lineas tempranas o si ocurre a
medida que se endocria. Una técnica sencilla es la utilizacidon de marcadores
moleculares en F> y observar si el sesgo ya comienza en esta generacion. De ser
necesario otras herramientas mas sofisticadas son las de citogenética molecular.
Para los cromosomas en los que se cuenta con marcadores como los que portan
sitios de ADNT, se pueden utilizar las mismas secuencias que utilizaron Vaio et al.
(2019) para marcar los loci 5S y 35S, y observar el nimero de cromosomas en F»
que presentan estos sitios, y determinar el origen de los cromosomas heredados por
cada linea. Entonces, si en la mayoria de las lineas F» se encontraran dos pares de
cromosomas con este sitio, indicaria que por lo menos en ese par, se hereda
preferentemente el de P. flavescens. Por tanto, este cromosoma parental tenderia a
heredarse durante la endocria, y a hacerse homocigoto en las lineas fértiles, lo que
explicaria el sesgo resultante en Fs. Lo mismo podria suceder con cualquier otro
cromosoma en estas primeras generaciones o en generaciones mas avanzadas. Otras
sondas cromosoma especificas podrian desarrollarse para averiguar qué
cromosomas son los que estan apareados formando cuadrivalentes, y si son los
mismos en todas las lineas, o si en cada linea ocurre en cromosomas distintos.
También, otra técnica posible de citogenética molecular, podria ser GISH. Esta
técnica es de dificil realizacion, ya que, para esto, es necesario que los genomas
parentales estén suficientemente diferenciados a nivel de secuencias repetidas. Si
se pudiera aplicar esta técnica, nos permitiria distinguir los genomas de cada
progenitor en la descendencia, y se podria observar si el sesgo en Fg es igual entre
todos los cromosomas, es decir que todos los cromosomas tienen mas ADN de un
padre que del otro, o si hay algiin cromosoma que hereda preferentemente la version
de uno u otro progenitor. En hibridos en los que esta técnica puede aplicarse, Li et
al. (2021), por ejemplo, trabajando con cafia de azlcar, analizaron el
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comportamiento meidtico de hibridos F; resultado de una hibridacion intergenérica,
el cual mostré6 multiples anormalidades meidticas. Con GISH, observaron cual de
los genomas parentales era el responsable de las irregularidades. Ademas, mediante
técnica FISH, estudiaron el niimero y ubicacion de loci 45S y 5S ADNr.
Determinaron que, en el Fi, un sitio 45S se perdié durante la meiosis, y que hubo
variacion para el 5S durante la meiosis. Ademas, estos autores, mediante GISH,
reportaron, al igual que los trabajos de Kopecky et al. (2022) que también hizo
GISH en Festulolium, que habia menos cromosomas de una de las especies que los
esperados. Sin embargo, la aplicacién directa de la técnica de GISH no resulta
informativa en especies del grupo Dilatata (Speranza, 1996). Sin embargo,
mediante el desarrollo de sondas especificas, se podria obtener nuevos datos acerca
de la distorsion en la segregacion, ademas de poder observar a nivel cromosémico,
los resultados obtenidos con los marcadores moleculares.

A pesar de la existencia de irregularidades en el comportamiento de los
cromosomas en la meiosis, estas no explican los fendmenos observados en
anteriores trabajos dentro de la poblacion, como ser la esterilidad en lineas
tempranas reportada por Sandro (2020), y la distorsion en la segregacion reportada
por Dogliotti (2021). Por tanto, la participacion de otros fendmenos debe explicar
estos hechos. El andlisis comparativo con trabajos de hibridacion interespecifica en
otras especies muestran otros mecanismos posibles para explicar las observaciones
de los trabajos precedentes. Un caso bien estudiado es el del arroz (Oryza sativa L.)
donde durante mucho tiempo se buscé explotar la heterosis mediante hibridaciones
intersub-especificas entre las subespecies indica-japonica. En esos casos, los
hibridos resultantes eran estériles y no producian semilla. Los estudios
citogenéticos mostraron que las plantas estériles tenian una meiosis totalmente
normal (Engle et al., 1969). Ya Kato (1930) les atribuy?6 esta esterilidad a genes y
no a irregularidades en la meiosis. Kumar y Chakrabarti (2000) trabajando en estos
hibridos, también reportdé que la meiosis no explicaba la esterilidad, sino que se
debia a otras causas. Por lo que no siempre hay una relacion entre esterilidad e
irregularidades meidticas. Ademas, la esterilidad de los hibridos puede deberse
tanto a aborto de gametos masculinos, como de los gametos femeninos o el embrion
(Liu et al., 2004). La fertilidad de estos hibridos estd determinada, entonces, por
caracteres complejos, cuantitativos, y no por irregularidades en la meiosis. Este
fendmeno se conoce como “incompatibilidad hibrida” (Xie et al., 2019). La
esterilidad hibrida, es causada por genes a los que se le atribuye un rol importante
en la especiacion. Ya en la primera década del siglo XX, el modelo conocido como
Bateson-Dobzhansky-Muller, sostenia que la incompatibilidad hibrida se debe a
interacciones deletéreas entre alelos de ciertos loci que actuan en el hibrido
producto de hibridacion entre especies/subespecies (Xie et al., 2019). Se han
reportado muchos loci causantes de esterilidad hibrida; aproximadamente 50 loci,
incluyendo loci de efecto mayor, y loci cuantitativos de efecto menor (Ouyang et
al., 2009). Muchos de estos loci parecen actuar individualmente, pero otros
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muestran interacciones epistaticas. De los muchos loci reportados como
responsables de la esterilidad en hibridos indica-japonica, la mayoria estan
compuestos por varios genes. Una combinacion particular de alelos de estos genes
en alguno de estos locus, puede llevar al aborto de gametos masculinos o femeninos
y del embrion. Por lo tanto, la posible existencia de estos genes podria estar
actuando en los hibridos interespecificos del grupo Dilatata, causando la esterilidad
de algunas lineas. Estos alelos estarian presentes también en algunos de los padres
de estas lineas, pero escondidos, recesivos, pero que se manifiestan al cruzarse con
otra especie. También, estos genes podrian ser, en parte, responsables de la
distorsion de la segregacion, ya que las lineas que presenten las combinaciones de
alelos que causan esterilidad, no pueden dejar descendencia, resultando en un sesgo
hacia uno de los padres.

El hibrido interespecifico que se utilizd en este trabajo no se trata
estrictamente de la formacidon de un nuevo poliploide, sino que es la hibridacion de
dos alopoliploides emparentados que se han diploidizado, y por tanto se han
diferenciado, principalmente en cuanto a sus secuencias repetidas (Vaio et al.,
2019). Sin embargo, el conocimiento generado respecto al comportamiento
meidtico luego de la formacion de un poliploide nuevo, puede aportar
conocimientos al tema. En un articulo de revision realizado por Mason y Batley
(2015) se menciona que en alopoliploides recientes, la maquinaria meidtica puede
adaptarse rapidamente para estabilizar la meiosis y resolver los problemas de
estabilidad del genoma. De Storme y Mason (2014) mencionan que los
alopoliploides en general muestran pequefios intercambios entre homedlogos, con
reordenamientos como inversiones y translocaciones. En este caso, sin embargo, se
trata de una hibridacion entre especies poliploides bien establecidas y
emparentadas, mientras que estos rearreglos generalizados se describen en
cruzamientos que dan origen a nuevos poliploides, por lo tanto, aunque no se
pueden descartar diferencias entre los genomas parentales, no resultaria probable
que éstas sean tan grandes como para causar la esterilidad y distorsion observadas.

En este trabajo, se describi6 detalladamente la fertilidad de cada linea, y se
encontraron plantas con muy baja fertilidad, resultados concordantes a los
reportados por Sandro (2020). Ademads, se estudié la meiosis de estas plantas
practicamente estériles y no se encontraron irregularidades que expliquen esto. Por
tanto, lo observado en este trabajo descarta que las plantas estériles tengan su causa
en la meiosis.
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7. CONCLUSIONES

La observacion de la meiosis permitié descartar que la esterilidad en lineas
tempranas reportada por Sandro (2020) y la distorsion en la segregacion reportada
por Dogliotti (2021) se deba a irregularidades en la meiosis. Dentro de la poblacion
F> estudiada, hubo plantas con muy baja fertilidad que no mostraron irregularidades
que la expliquen. Las irregularidades que se detectaron en fases tempranas de la
meiosis, se resolvian en fases tardias.

La existencia de genes de esterilidad como se ha reportado en otras especies
puede determinar la esterilidad en las lineas tempranas del hibrido interespecifico
producto de P. flavescens x P. plurinerve. Ademas, estos genes podrian ser
responsables también de la distorsion de la segregacion, ya que las lineas que
presentan esta combinacion de alelos de esterilidad, no pueden dejar descendencia,
resultando en un sesgo hacia uno de los padres.

Como perspectivas de futuros trabajos, se podrian realizar estudios de
citogenética molecular, con el fin de evaluar si la distorsion en la segregacion
comienza ya en estas lineas F2, o si ocurre durante la endocria. Ademas, se podria
observar la distribucion de la distorsion dentro de los cromosomas en Fe.
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