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RESUMEN

Panicum coloratum es una especie de graminea de tipo C,4 nativa de Sudéafrica. En Argentina
es ampliamente valorada por su produccién de forraje de buena calidad en ambientes donde
los recursos son limitantes, aunque es escasamente difundida en los sistemas ganaderos
actuales. El proposito de este estudio fue evaluar el potencial agronémico de dos cultivares de
Panicum coloratum var. makarikariense respecto a la caida de sus cariopses, germinacion y
morfologia de panoja. La caida fue evaluada semanalmente mediante la utilizacion de trampas
de cariopses, los resultados demostraron la existencia de diferencias significativas entre
cultivares en ambos afios. El pico de caida se dio en la misma fecha para ambos cultivares,
aunque eso significO semanas distintas. Ambos picos no estuvieron influenciados por
condiciones ambientales y produjeron semilla con altos porcentajes de germinacion en los
diferentes tratamientos. Dentro del Analisis de Componentes Principales para los afios 2017,
2019 y para la totalidad de los datos en conjunto se hallaron correlaciones positivas, altas y
significativas para diversas variables referidas a la morfologia de panoja. En todos los casos,
las dos primeras Componentes Principales fueron capaces de explicar un alto porcentaje de la
variabilidad total. También se realizaron estimaciones de heredabilidad en sentido estricto
mediante el método de Regresion Progenie-Progenitor para el caracter “caida de cariopses” a
lo largo de dos afios. Las estimaciones se realizaron sobre el caracter morfoldgico
mencionado habiendo seleccionado previamente el 18,75% de los individuos del cultivar
Kapivera y el 28,57% de los individuos del cultivar Bambatsi. EIl Gnico valor significativo
obtenido fue en la semana 5, lo que da un indicio de la existencia de variancia genética aditiva
y también de su estabilidad. Los resultados alcanzados respecto a la h? para las demas
semanas en estudio resultaron estadisticamente no significativos, indicando la ausencia de
variancia aditiva para el caracter en estudio frente al contexto genético. Los marcadores
moleculares ISSR permitieron confirmar la existencia de variabilidad genética entre cultivares
y dentro de individuos del mismo cultivar a través de bandas y alelos Gnicos por genotipo. Los
individuos del cultivar Kapivera han podido diferenciarse genéticamente de los individuos del
cultivar Bambatsi al detectarse loci y alelos que diferencian a ambos cultivares. Estos
marcadores demostraron ser eficaces para la distincion de los cultivares analizados y se ha

observado una amplia variabilidad en la especie.

La informacion brindada en este trabajo enriquece el conocimiento del comportamiento de los

principales caracteres fenotipicos asociados al rendimiento de Panicum coloratum var.
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makarikariense, ofreciendo herramientas para asistir al mejoramiento genético en la busqueda
de un incremento en el rendimiento de cultivos. La caracterizacion de la diversidad genética
dentro de los cultivares de P. coloratum var. makarikariense mediante marcadores ISSR
ampliamente utilizados en gramineas constituye un paso fundamental para su potencial

incorporacion a programas de mejoramiento desarrollados en la especie.

Palabras clave: forraje, caida de cariopses, germinacion, morfologia de panoja, heredabilidad,

diversidad molecular, marcadores ISSR.
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ABSTRACT

Panicum coloratum is a species of C,4 type grass native to South Africa. In Argentina it is
valued for its production of good quality forage in environments where resources are limiting,
although it is scarcely diffused in current livestock systems. The purpose of this study was to
evaluate the potential of two cultivars of Panicum coloratum var. makarikariense with respect
to caryopses drop, germination and panicle morphology. Drop was evaluated weekly using
caryopse traps. The results showed significant differences between cultivars in both years.
The caryopses fall peak occurred on the same date for both cultivars, although that occurred
in different weeks. The behavior was not influenced by environmental conditions and both
cultivars produced seeds with high germination percentages in the different treatments. High
variance and positive, high and significant correlations were found for various variables
referring to panicle morphology, by means of the Principal Component Analysis for both
years and for all the data as a whole. In all cases, the first two Principal Components were
able to explain a high percentage of the total variability. Heritability estimates in the narrow
sense were also made using the progeny-parent regression method for the trait "caryopsis
drop” over two years. The estimates were made on the aforementioned morphological
character, having previously selected 18.75% of the individuals of the Kapivera cultivar and
28.57% of the individuals of the Bambatsi cultivar. The only significant value obtained was in
week 5, which gives an indication of the existence of additive genetic variance and also its
stability. The results achieved with respect to h? for the other weeks under study were
statistically non-significant, indicating the absence of additive variance for the trait under
study compared to the genetic context. The ISSR molecular markers allowed to confirm the
existence of genetic variability between cultivars and within individuals of the same cultivar
through bands and unique alleles per genotype. The individuals of the Kapivera cultivar have
been able to genetically differentiate themselves from the individuals of the Bambatsi cultivar
by detecting loci and alleles that differentiate both cultivars. These markers proved to be
effective for the distinction of the cultivars analyzed and a wide variability has been observed

in the species.

The information provided in this work enriches the knowledge of the behavior of the main
phenotypic characters associated with the performance of Panicum coloratum var.
makarikariense, offering tools to assist genetic improvement in the search for an increase in

crop yield. The characterization of the genetic diversity within the cultivars of P. coloratum
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var. makarikariense using ISSR markers widely used in grasses constitutes a fundamental

step for its potential incorporation into breeding programs developed in the species.

Keywords: forage, caryopsis fall, germination, panicle morphology, heritability, molecular

diversity, ISSR markers.
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INTRODUCCION GENERAL

La Republica Argentina es el pais més austral de Sudamérica, sus 2,76 millones de km?
abarcan latitudes que van desde los 22° a los 55° (norte a sur). Su economia de base
agropecuaria representa el 6,14% del PBI nacional. Debido a su vasta extension, abarca una
gran variedad de climas, relieves y situaciones productivas. Los suelos argentinos son de
diversos tipos, de amplia distribucion y de distintas aptitudes productivas. La franja central
correspondiente a la Pampa Humeda es poseedora de los suelos con mejor aptitud para el
desarrollo de actividades agricolas y ganaderas, fendbmeno que coincide con aquellas zonas
donde tradicionalmente se ha desarrollado la ganaderia basada en especies forrajeras

templadas.

A partir del afio 1980, el avance de la agricultura ha provocado un corrimiento de la actividad
ganadera hacia zonas marginales con menores aptitudes productivas por tener limitantes tanto
climaticas como edaficas. Dicho proceso se ha iniciado con una relocalizacion y posterior
desplazamiento de la hacienda (cria e invernada) a suelos con mayores restricciones en cuanto
a drenaje, anegamiento, alcalinidad, etc. que resultan menos productivos y presentan una
distribucion de la produccion de forraje marcadamente estacional, lo que ha llevado a un
intenso proceso de sobrecarga de las pasturas y de los pastizales naturales. Como
consecuencia, los pastizales naturales se han degradado o su productividad actualmente es
escasa, con problemas de salinidad y/o alcalinidad, y en algunos casos con anegamientos
temporarios o sequias (Monti et al., 2012).

Condiciones de altas temperaturas, lluvias concentradas y alta evapotranspiracion en el
verano; bajas temperaturas y carencia de lluvias en el invierno son particularidades que
restringen la eleccion de especies forrajeras a aquellas que por su origen presentan
caracteristicas de adaptacion a nivel fisioldgico, morfolédgico y productivo (calidad y cantidad
de forraje producido) (De Ledn, 2004). A esto también se adiciona la presencia de suelos poco
desarrollados, con bajo contenido de materia organica, sin estructura, con baja retencion de

humedad y en muchos ambientes suelos salinos y/o encharcados (Pérez, 2005).

La modificacion de dichos ambientes como respuesta al cambio climatico ocasionado por el
calentamiento global ha fortalecido un marcado interés en evaluar las caracteristicas
productivas y reproductivas de nuevas especies megatérmicas. Frente al actual escenario, se

ha planteado la necesidad de recomendar especies forrajeras tolerantes a condiciones
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ambientales marginales que permitan aumentar la productividad. Algunas especies
introducidas han permitido incrementar el potencial productivo de los pastizales naturales,
evento fortalecido gracias a la tolerancia a estreses abidticos necesarios para desarrollarse en
zonas poco productivas. En general, las especies forrajeras poseen semillas pequefias,
embriones poco vigorosos con serias dificultades en la implantacion. Por otro lado, su
utilizacion e incorporacién en los sistemas es relativamente reciente, lo que implica que ain

conserven algunas de sus caracteristicas silvestres (especies poco domesticadas).

La mayoria de las especies que componen las pasturas perennes poseen reproduccién asexual,
ya sea por propagacion vegetativa o por apomixis. En la mayoria de los taxones, la
reproduccion vegetativa puede ser de tipo facultativa y combinarse en cierto grado con la
reproduccion sexual (Eckert & Barrett, 1993). Durante la reproduccion sexual, una célula
madre de la megaspora se diferencia iniciando la megasporogénesis, generando una reduccion
meidtica para producir cuatro megasporas haploides, de las cuales tres degeneran (Hanna &
Bashaw, 1987; Ortiz et al., 2013). La megaspora sobreviviente sufre megagametogenesis, que
implica tres rondas de mitosis sin citocinesis, generando un sincitio de ocho ndcleos. Eventos
posteriores de diferenciacion celular resultan en la formacion de un gametofito femenino
maduro (saco embrionario) que contiene una oosfera u ovocélula, dos sinérgidas, tres
antipodas y una célula central con dos nucleos (Koltunow & Ozias-Akins, 2013). En Panicum
coloratum var. makarikariense también se reconoce la existencia de reproduccion apomictica
en una muy baja proporcion (Hutchison & Bashaw, 1964), se considera que este tipo de
reproduccion ha evolucionado como un sistema alternativo a la sexualidad a través de la
desregulacién de las vias de desarrollo sexual preexistentes en el ovario (Grimanelli et al.,
2001).

La formacion de semillas es un proceso esencial en el ciclo de vida de las angiospermas
(plantas con flores) que asegura la renovacién, persistencia y dispersién de las poblaciones. El
desarrollo se inicia con la doble fecundacion, donde uno de los gametos masculinos fecunda
la ovocelula y el otro gameto fecunda a la célula central binucleada (Chaudhury et al., 2001).
El primer gameto masculino se une a la célula huevo para formar un zigoto que
posteriormente resultara en la planta embrionaria diploide. El segundo gameto masculino se
une con los dos nucleos polares para formar una célula triploide en la que luego se desarrolla

el endospermo (reserva nutricia para el embrion en crecimiento). Para que la semilla
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desarrollada sea viable es necesario que se produzca satisfactoriamente tanto la fecundacion

de la célula huevo como la fusion con los nacleos polares.

La produccion de semilla comercial de especies tropicales y subtropicales perennes ha sido
realmente compleja debido a que las mismas conservan caracteristicas silvestres que afectan
la cosecha (Hacker & Loch, 1997) tales como mecanismos de dispersion activos que generan
caida de cariopses y reducido tamafio de los mismos (Hayes et al., 1989; Kennard et al., 2002;
Cubero, 2003). En Argentina, las especies megatérmicas usualmente son utilizadas como
alimento para el ganado de carne, por este motivo la demanda de semillas se encuentra en

constantes fluctuaciones de precios al estar directamente relacionada al precio de la carne.

Desde el comienzo de la humanidad, las plantas han sido manipuladas por los seres humanos
mediante seleccion artificial para obtener grandes modificaciones en sus caracteristicas. Este
avance se ha logrado mediante la domesticacion de las especies. Algunos rasgos comdnmente
modificados se basan en el tamafio de los frutos, en las alteraciones de los mecanismos de
dispersion de semillas y en la reduccion o la pérdida de dormicién de las mismas (De Wet &
Harlan, 1975; Hillman & Stuart Davies, 1990; Bai & Lindhout, 2007). La dormicion se define
como la falta de germinacion de una semilla bajo condiciones ambientales favorables
(Bewley, 1997). Los embriones pueden ser incapaces de activar su crecimiento debido a la
presencia de inhibidores quimicos o encontrarse en estadios llamados inmaduros o
subdesarrollados (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006). En otros casos, aunque el
embridn tenga la capacidad de germinar, la existencia de cubiertas duras detiene o retrasa la
germinacion. Tantos los inhibidores como la presencia de cubiertas mecanicas provoca
limitaciones en la difusién del agua y el aire (Bewley, 1997; Steinbrecher & Leubner-
Metzger, 2017).

Panicum coloratum es una de las especies incluidas en el Proyecto Nacional de Mejoramiento
de Especies Forrajeras del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) que tiene
como objetivo incrementar la informacion contenida en los registros de los bancos de
germoplasma de especies forrajeras. En particular, la EEA-INTA Rafaela se focalizo en la
variedad botanica makarikariense, ya que se adapta principalmente a suelos arcillosos
pesados y a la variabilidad climéatica con ciclos alternados de excesos hidricos y sequia
(Armando, 2014). La recoleccion y recopilacion de informacion sobre la variabilidad morfo-

genética de cada material y las relaciones genéticas entre genotipos resulta sumamente
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necesaria para la planificacion de colectas, para la conservacion y el uso eficiente de los
recursos (Laurentin, 2009). Dentro de la diversidad de herramientas que permiten la
caracterizacion de la variabilidad existente en una especie, los marcadores morfoldgicos
basados en descriptores fenotipicos han sido reconocidos por los mejoradores como un primer
paso en la caracterizacion de la diversidad genética presente. Sin embargo, dicha
caracterizacion presenta algunas limitaciones, por lo que suele recomendarse la utilizacion de
otras herramientas que permitan complementar los resultados. Los marcadores moleculares
que detectan la variabilidad directamente a nivel de ADN en combinacion con los caracteres
morfologicos permiten identificar materiales contrastantes necesarios para localizar regiones
gendémicas que controlen caracteres de interés. Dado que las variaciones existentes entre
individuos son el resultado de la variacion genética y también del efecto ambiental, en todo
proceso de seleccion es necesario estimar los componentes genéticos y la estabilidad de los
materiales evaluados. La respuesta de las poblaciones a la seleccion dependen de la magnitud
de la variacion genética para el rasgo en estudio, de la heredabilidad y de la intensidad de
seleccion aplicada (Falconer, 1986; Walker Rose, 2005). Las escasas estimaciones realizadas
en Panicum coloratum sobre variabilidad genética en caracteres morfolégicos se han
realizado mayoritariamente en colecciones de la var. coloratum (Young, 1994), siendo

significativamente menor la informacion disponible de la var. makarikariense.

LA ESPECIE EN ESTUDIO

Las especies pertenecientes al género Panicum poseen su origen en distintas partes del
mundo, que incluyen Africa, América del Norte, América del Sur y China. Si bien la gran
mayoria crece en regiones tropicales y subtropicales, existen algunas especies adaptadas a
climas templados, variando su establecimiento en habitats como sabanas, pastizales y bosques
(Zuloaga, 1987; Van De Wouw et al., 2008).

Panicum es un genero marcadamente uniforme respecto a la morfologia de sus espiguillas
pero es considerablemente variable en rasgos morfologicos, anatomicos, fisioldgicos y
citoldgicos (Crins, 1991; Giussani et al., 2001). El género incluye especies de produccién
forrajera anual y perenne, estructuras cespitosas, estoloniferas, rizomatosas, erguidas y

decumbentes. Las panojas son en su mayoria abiertas con espiguillas en largos pedicelos, que
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poseen una flor basal estéril y otra fertil; el fruto es de tipo cariopse con pericarpio adherido
(Aliscioni et al., 2003; Bhandari et al., 2011).

El nimero cromosomico basico del genero varia entre 8, 9, 10, 11 y 15, siendo los mas
frecuentes 9 y 10 (Jauhar & Joshi, 1966; Aliscioni et al., 2003). En particular, la especie
Panicum coloratum presenta un numero béasico y uniforme de cromosomas de x=9. Si bien se
informaron diferentes niveles de ploidia en el subgénero Panicum y en la especie, el nivel
tetraploide es uno de los mas frecuentemente descriptos (Hutchison & Bashaw, 1964;
Pritchard & De Lacy, 1974; Komatsu & Suzuki, 1987). Hutchison & Bashaw (1964)
sugirieron la posibilidad de que los individuos tetraploides de P. coloratum estén
conformados por dos genomas diferentes. Sin embargo, en la var. makarikariense, fueron
observados cromosomas cuadrivalentes y de tamafio homogéneo, de acuerdo con un origen
autotetraploide. EI modo reproductivo de las especies varia con formas al6gamas, autogamas
y apomicticas (Brown & Emery, 1958). Estudios realizados sobre los individuos de la var.
makarikariense en INTA Rafaela permitieron observar una significativa variabilidad
morfoldgica entre plantas medio-hermanas, lo que torna la hipotesis del modo reproductivo

apomictico, menos probable (Maina, 2012).

El estudio del nivel de ploidia en P. coloratum formoé parte de la caracterizacion de los
materiales que integran el germoplasma en EEA INTA Rafaela. En plantas provenientes de
diferentes accesiones de P. coloratum var. makarikariense fueron contabilizados 36
cromosomas mitoticos. Considerando el nimero basico de cromosomas de x=9 mencionado

por Hutchison y Bashaw (1964), corresponderian a un nivel tetraploide.

Las especies mas conocidas son P. maximun y P. coloratum L. utilizadas para forraje, P.
virgatum L. utilizada como forrajera y para la produccion de biocombustible, P. miliaceum
utilizada como alimento para aves y humanos, y como forraje, y P. obtusum K. también
utilizada como alimento para aves, cerdos, y produccion de forraje (Tischler & Ocumpaugh,
2004; Bhandari et al., 2011).

La especie mencionada en el presente trabajo de tesis se denomina Panicum coloratum var.
makarikariense Goossens, reconocida también como mijo perenne. De acuerdo al sistema de
clasificacion taxonomica de Linneo (Linnaeus, 1753), pertenece a la Familia de las gramineas

(Gramineae) o poaceas (Poaceae), Subfamilia Panicoideae, Tribu Paniceae, Género Panicum

23



y se ubica entre los géneros de mayor importancia, con alrededor de 470 especies distribuidas

principalmente en regiones tropicales.

Panicum coloratum es una especie de graminea perenne estival de lento establecimiento (su
crecimiento inicia en septiembre y finaliza con las primeras heladas otofiales), tolera
encharcamiento, frio y suelos levemente salinos. La misma se trata de una especie variable
fenotipicamente, constituida por un namero de ecotipos o biotipos con diferentes morfologias
y formas de crecimiento. Las plantas forman matas erectas de 1 a 2 metros de altura, robustas
con rizomas cortos (rara vez estolonifera), tallos erectos con nudos glabros o levemente
pubescentes, posee habito de crecimiento cespitoso, ligulas membranosas-ciliadas o ciliadas,
laminas lanceoladas a linear-lanceoladas de 10 a 30 centimetros de longitud, panojas laxas
abiertas, espiguillas elipsoides a lanceoladas, glumas glabras, pequefias y desiguales. Posee
dos flores por espiguilla, la inferior estaminada con palea bien desarrollada y la flor superior
bisexual con lemma lisa, dura y amarilla. Los cariopses miden alrededor de 1,5 milimetros de
longitud y 0,8 milimetros de ancho, color marron a la madurez (Gould, 1975; Freckmann &
Lelong, 2003; Valdes-Reyna et al., 2009).

La caracteristica de ser una pastura marcadamente megatérmica con un metabolismo
fotosintético de tipo C,4 le confiere mayores eficiencias en la captura del CO, en condiciones
de altas temperaturas e intensidad luminica (temperatura Optima de fotosintesis a 30-35°C), y
su mayor resistencia estomatica a la pérdida de agua las hace menos propensas a sufrir estrés
térmico y/o hidrico. Muestra un buen comportamiento en regiones con ciclos de sequia y
anegamientos periodicos (Fossati & Bruno, 1982). Su origen africano le ha permitido
evolucionar sobre un ambiente tropical y subtropical desarrollando adaptaciones fisiologicas y
morfologicas que las hacen mas eficientes en el uso de los recursos luz, temperatura y agua.
Sumado a que posee una notable adaptacion a un amplio rango de suelos y condiciones
climaticas, estas caracteristicas la convierten en una especie de distribucion mundial. Por este
motivo, es considerada una especie promisoria para superar la escasez de forraje en ambientes
poco productivos con suelos pobres y condiciones ambientales desfavorables (Stritzler, 2008).
Tiene una buena produccién y presenta alta calidad del forraje en diciembre comparada con
otras gramineas C4, lo que permite conservarla como forraje diferida hacia el invierno
(Petruzzi et al., 2003). Las hojas y los tallos son altamente palatables ain en estadios
maduros. Su modo reproductivo es predominantemente sexual (Hutchison & Bashaw, 1964) y

de polinizacion abierta o cruzada (Pritchard & De Lacy, 1974), aunque un cierto nivel de
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autofecundacion y apomixis ha sido mencionado (Hutchison & Bashaw, 1964). Brown y
Emery (1958) encontraron que el desarrollo del saco embrionario de Panicum coloratum era
del tipo normal de 8 nucleos que revela la reproduccion sexual. Posteriormente, Hutchison y
Bashaw (1964) observaron en 6vulos maduros (aungue en una muy baja frecuencia) células
similares a los sacos embrionarios multiples de las especies apomicticas apospéricas. Como
consecuencia de lo mencionado, se considera a P. coloratum como una especie
principalmente alogama con multiples sacos embrionarios, si bien estos no parecen formar
embriones, podrian sugerir la posibilidad de una reproduccion apomictica ocasional. La forma
de diseminacion méas comun es por semillas, pero también puede ser por medio de
propagacion vegetativa mediante rizomas cortos que tienen capacidad de emitir raices cuando

los nudos entran en contacto con el suelo (Petruzzi et al., 2003).

P. coloratum es utilizada como forrajera en varias partes del mundo. Se introdujo en
Argentina durante la década de los "90 a partir de eventos no debidamente registrados. Se
reconocen principalmente dos variedades: P. coloratum var. coloratum (Bogdan, 1977) y P.
coloratum var. makarikariense Gooss. (Goossens, 1934); sin embargo, la variedad

kabumlabula también es mencionada en la literatura (Tischler & Ocumpaugh, 2004).

En nuestro pais, las zonas de cultivo de P. coloratum se extienden desde climas templados
semiaridos, subhumedos a tropicales, y en suelos desde arenosos a franco arcillosos. Las
especies forrajeras megatérmicas son buenas productoras en cantidad de forraje y a su vez,
poseedoras de relativamente buena calidad. La produccion promedio de materia seca anual
ronda entre las 8 toneladas por hectéarea y ofrece valores de proteina cruda superiores a 14%
durante la época de verano argentino. En Argentina se sembraban alrededor de 7,8 millones
de hectareas con pasturas forrajeras, de las cuales 1,4 millones eran cultivadas con gramineas
tipo C4 y de estas, 130.514,5 hectareas fueron sembradas con Panicum coloratum (INDEC,
2002). En los ultimos afos, la superficie sembrada con pasturas forrajeras se redujo a 3,8
millones de hectéreas, de las cuales solo 18.182 hectareas son sembradas con Panicum
coloratum (INDEC, 2018). Su distribucion abarca principalmente las provincias de Cordoba,
Buenos Aires, Entre Rios, La Pampa, San Luis y Santa Fe (Tabla 1 y Fig. 1a). Sin embargo en
los dltimos afios ha cobrado mayor difusion y reconocimiento en otras regiones pertenecientes

al norte del pais (Tabla 1 y Fig. 1b).
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Tabla 1. Superficie implantada con Panicum coloratum en provincias de la Republica Argentina. INDEC (2018),

INDEC (2002).

CNA 2018 CNA 2002

Provincia Total (Hectareas) Panicum coloratum | Total (Hectéreas) Panicum coloratum
Buenos Aires 1.070.574,3 1.955,0 2.986.768,2 20,0
Catamarca 14.909,4 4.0 74.238,1 -
Chaco 86.612,9 120,0 1.580.745,8 120.603,5
Chubut 22.998,8 - 42.731,4 -
Cordoba 632.940,7 4.581,5 86.481,3 -
Corrientes 31.383,4 22,5 17.777,9 -
Entre Rios 206.373,0 - 275.884,4 35,0
Formosa 220.825,0 - 70.070,3 -
Jujuy 3.846,6 - 6.289,1 -
La Pampa 367.913,9 4.779,0 992.383,2 2.221,0
La Rioja 11.235,0 - 23.141,9 -
Mendoza 29.732,5 - 15.792,4 -
Misiones 42.062,9 10,0 75.617,2 -
Neuquén 8.133,9 - 6.030,6 -
Rio Negro 29.459,2 - 24.320,1 -
Salta 128.289,7 1.855,0 102.958,3 -
San Juan 7.129,4 - 3.623,4 -
San Luis 215.762,1 1.034,0 485.680,6 7.412,0
Santa Cruz 11.272,7 - 9.250,5 -
Santa Fe 403.060,8 186,0 747.166,2 223,0
Santiago del Estero 251.350,0 3.635,0 234.166,0 -
Tierra del Fuego 38,6 - 77,1 -
Tucuman 18.351,8 - 22.402,8 -
Total del pais 3.814.256,4 18.182,0 7.883.596,8 130.514,5

Fuente: INDEC, Censo Nacional Agropecuario 2018 y 2002.
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SUPERFICIE NACIONAL IMPLANTADA CON Panicum

M Buenos Aires
B Cordoba

m Entre Rios

M La Pampa

M San Luis

W Santa Fe

Fuente: INDEC, Censo Nacional Agropecuario 2002.

Fig. 1.a. Representacion grafica de la superficie implantada con Panicum coloratum en provincias de la
Republica Argentina. INDEC (2002).

SUPERFICIE NACIONAL IMPLANTADA CON Panicum

B Buenos Aires
W Catamarca
m Chaco
B Cordoba
H Corrientes
B La Pampa
= Misiones
m Salta
San Luis
W Santa Fe

Santiago del Estero

Fig. 1.b. Representacién grafica de la superficie implantada con Panicum coloratum en provincias de la
Republica Argentina. INDEC (2018).
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Se comprob6 que en la Region Pampeana semiérida el mijo perenne es capaz de producir mas
de 8 toneladas de materia seca por afio. Si bien el rebrote comienza en el mes de septiembre,
puede observarse una produccion sostenida desde el mes de octubre, logrando el pico de
produccidén en los meses de noviembre y diciembre con valores de hasta 55 kg/ha/dia. A partir
de febrero, la produccion declina hasta que llega el momento de las heladas, cuando detiene
su crecimiento. Respecto a la produccion de semilla, en la Region Pampeana los rendimientos
oscilan de 5 a 40 kg/ha dependiendo del estado del cultivo, del momento y método para su
cosecha. En el norte de Cordoba el rendimiento promedio estimado para Panicum coloratum
es de 70 kg/ha (Petruzzi et al., 2003).

La variedad makarikariense se ha distribuido desde las sabanas célidas bien drenadas hasta las
planicies de inundacién. Presenta individuos con estructura robusta, usualmente semi-
procumbente, con hojas verde-azuladas, glaucas y con nervadura blanca, en Argentina se
reconocen dos cultivares: cv. Kapivera y cv. Bambatsi. Esta variedad ha sido menos difundida
en nuestro pais y como consecuencia, los bancos de germoplasma no cuentan con
descripciones detalladas de sus materiales. Para ello, el INTA Rafaela ha colectado materiales
de diferentes sitios del pais desde el afio 2006 con la finalidad de cubrir la mayor variabilidad
genética posible, analizar el modo reproductivo y la herencia de caracteres de interés

agronémico para luego implementar programas de mejoramiento genético.

El cv. ‘Bambatsi’ fue desarrollado en Australia en el afio 1940 por el Departamento de
Agricultura de Nueva Gales del Sur (West, 1952) y lanzado durante el afio 1958 (Wilson,
1963; Loch & Ferguson, 1999). En nuestro pais, dicha accesion se encuentra registrada en el
Instituto Nacional de Semillas: ‘Bambatsi’ en 1990 (var. makarikariense, INASE N° 2212,
06/22/90). Kapivera es un cultivar que fue desarrollado por investigadores del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Rafaela, Argentina. La caracteristica méas
destacable de dicho cultivar es el incremento del peso de semillas respecto a la poblacion
original permitiendo la obtencion de plantas mas vigorosas, con mayor peso seco, mayor
longitud de hojas y mayor longitud total de raices adventicias (INTA, n.d.). Durante el
desarrollo de Kapivera fueron evaluados distintos caracteres referidos al tamafio de panoja
con el objetivo de disminuir la asincronia madurativa. EI proceso de seleccién no produjo
efectos genéticos significativos sobre el poder germinativo de las semillas pero se observaron

algunos efectos que evidencian una alta influencia ambiental (Maina, 2012).
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Panicum coloratum var. makarikariense presenta caracteristicas de floracion determinada y
maduracion desuniforme dentro de la panoja, sumado a una elevada desarticulaciéon de los
cariopses luego de su maduracion, esto establece serias dificultades para cosechar semillas de
calidad. Estudios realizados en Rafaela en P. coloratum var. makarikariense pusieron en
evidencia que existen diferencias entre distintos materiales en cuanto a la produccion de
semillas por panoja, el nimero de semillas vanas por panoja y la dindmica de caida de
semillas (Dreher et al., 2008).

En general las espigas cosechadas resultan con una gran proporcion de semillas inmaduras y
de bajo peso. Estas semillas poseen bajos porcentajes de germinacion, y las plantulas que
logran desarrollarse presentan menor vigor que las provenientes de semillas maduras (Tischler
& Ocumpaugh, 2004).

Ademas, en general, presenta problemas de implantacion atribuidos frecuentemente a la baja
calidad de la semilla (Moser, 2000). Por otra parte, el tamafio de las semillas es uno de los
factores que podria determinar el éxito en el establecimiento de la pastura (Young & Tischler,
1994), lo que explica muchas veces la escasa adopcion de dicha especie por parte de los
productores ganaderos. Los cultivares de Panicum coloratum son considerados poblaciones
con cierto grado de variabilidad genotipica intra cultivar. Esto ofrece la posibilidad de
seleccionar individuos que expresan determinados rasgos diferenciales en cuanto a su aptitud
productiva o de tolerancia a estrés abidtico dentro de un cultivar (Young, 1994). La
fenotipificacion se ha definido como la accion de describir un conjunto de organismos por sus
caracteres. Cuando se trata de especies forrajeras comunmente se hace referencia al
crecimiento a nivel de biomasa y/o la productividad, a la arquitectura de planta, la duracion de
las etapas fenoldgicas, entre otros caracteres fenotipicos. La posibilidad de identificar los
mecanismos fisioldgicos involucrados en el control de tales caracteres, permite seleccionar
genotipos con caracteristicas deseadas como materiales potenciales para ser incorporados en

programas de mejoramiento genético vegetal.

El establecimiento de pasturas perennes estivales es mas lento que el establecimiento de las
pasturas invernales, tomando algunas veces dos 0 mas afios para desarrollar un adecuado
stand de plantas (Petruzzi et al., 2003). Las etapas de implantacion y establecimiento de
pasturas se consideran como las de mayor sensibilidad a las adversidades del medio ambiente,

siendo critica en ambientes con restricciones edafoclimaticas. La implantacion incluye la
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germinacién y la emergencia de las plantulas, mientras que el establecimiento de las mismas
hace referencia la cantidad de plantas logradas desde la siembra. Esta Ultima etapa esta

condicionada por varios aspectos del medio (Di Nucci de Bedendo et al., 2011).

Panicum coloratum es una alternativa interesante en el panorama forrajero de las empresas
agropecuarias argentinas ya que puede integrar cadenas de cria o de invernada contribuyendo
adicionalmente a la estabilidad de los suelos. Su integracion como pastura nativa en un
sistema de pastoreo complementario ha permitido lograr una mejor distribucion estacional del

forraje disponible, tanto en cantidad como en calidad.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la caracterizacion de la variabilidad fenotipica existente mediante evaluacion de
dos poblaciones de Panicum coloratum var. makarikariense e identificar la diversidad

genética mediante marcadores moleculares ISSR.
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HIPOTESIS GENERAL

Existen diferencias en el comportamiento de los principales caracteres fenotipicos y

moleculares asociados a Panicum coloratum var. makarikariense.
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CAPITULO I. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE DOS POBLACIONES DE
Panicum coloratum var. makarikariense EN CUANTO A LA DINAMICA DE CAIDA
DE CARIOPSES, COMPORTAMIENTO GERMINATIVO Y MORFOLOGIA DE
PANOJA

1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, los frutos han evolucionado mediante diversos mecanismos para
mediar entre la maduracion y la dispersién de sus semillas. Este proceso se logra a través de
un evento cuidadosamente organizado que implica la diferenciacion de células especializadas
que permiten su posterior separacion. El desarrollo de las mismas es un evento clave en el
ciclo de vida de las plantas con flores. En las gramineas, la semilla y el fruto estan soldados
formando el grano (o cariopse), por lo que la desarticulacion de los mismos implica la caida

de la estructura completa.

Desde el punto de vista anatomico, la desarticulacion de los cariopses es un proceso
condicionado por la aparicién de dos capas de abscision en la base de la espicula. Los
mecanismos que operan en este proceso son: 1) la desintegracion de la laminilla media y parte
de la pared celular como resultado de cambios quimicos y 2) desprendimiento mecanico
debido a la debilidad del tejido de la capa de abscision (Burson et al., 1983). Un mecanismo
de herencia simple condicionado por uno o dos genes dominantes ha sido propuesto para
describir la herencia de la caida de cariopses (Woods & Clark, 1976). En los ultimos afios se
han realizado numerosos avances en la caracterizacion de los contribuyentes genéticos
involucrados en la regulacion del proceso de abscision. El uso de Arabidopsis, para la cual
estan disponibles extensas herramientas genéticas y moleculares, permitié un rapido avance
en la comprension de como se regula este proceso. Se describieron diferencias entre plantas
dehiscentes y no dehiscentes en relacion a la densidad de la capa de abscision, el tamafio de
las células del esclerénquima y el parénquima, los niveles de enzimas hidroliticas y la
lignificacion (Patterson, 2001). Los estudios anatomicos y fisiologicos comparativos en la
planta modelo Arabidopsis thaliana revelaron que la dehiscencia es muy similar al mismo

proceso en Brassica (Spence et al., 1996).

Dado que la manipulacién de la dehiscencia podria mejorar el rendimiento de los cultivos, los
cientificos han centrado su atencion en este proceso. Estudios fisioldgicos de la década de

1970 se centraron en frutas como el algodon y la nuez (Lipe & Morgan, 1972), mientras que
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en la ultima década, Brassica napus se convirtio en el foco de las caracterizaciones
morfologicas y moleculares del proceso de dehiscencia (Meakin & Roberts, 1990a; Meakin &
Roberts, 1990b; Roberts et al., 2000).

Desde el punto de vista fisioldgico, la germinacion es un proceso por el cual una semilla seca
y viable absorbe agua y se hidrata (imbibicion) para finalmente extender su eje embrionario o
radicula a través de las cubiertas seminales (protrusion). De acuerdo a esto, una semilla
germinada es aquella que presenta la radicula visible. La mayoria de las semillas forrajeras
poseen un estado de dormicion definido por factores mecénicos propios que impiden o
retrasan la entrada de agua y oxigeno necesarios para la germinacion (Doria, 2010).

Para caracterizar la diversidad genética de una especie, suelen evaluarse caracteres
morfolégicos mediante la utilizacion de descriptores fenotipicos asociados a variables de
interes. El valor potencial del uso de marcadores morfoldgicos como criterio de seleccion ha
sido tradicionalmente reconocido por los mejoradores constituyendo el primer paso en la
descripcion de una coleccién. Dentro de los programas de mejora, estos caracteres permiten la
identificacion de rasgos de interés y la seleccion de genotipos sobresalientes, que pueden ser
potencialmente registrados y liberados como cultivares (Do Valle, 2001).

Evaluar la diversidad genética en especies de produccion forrajera es un punto de partida
sustancial para poder identificar aquellos materiales candidatos que permitan iniciar
programas de mejora (Pham et al., 2011). Los caracteres fenotipicos usualmente utilizados
son aquellos asociados al rendimiento forrajero (nUmero y peso de macollos, nimero de hojas
y area foliar, tasa de elongacion foliar, tasa de aparicion foliar o filocrono) y al rendimiento de
semillas (nimero de macollos reproductivos, area foliar de hoja bandera, niUmero y peso de
semillas) (Eggers et al., 2004; Van de Wow et al., 2009; Gomide, 2011; Sripathi et al., 2013).

Ademaés de los métodos univariados convencionales para evaluar los efectos del genotipo y el
ambiente sobre la expresion de los fenotipos, el Anélisis de Componentes Principales (ACP)
es una herramienta estadistica ampliamente utilizada ya que facilita el analisis de la
informacién cuando el nimero de caracteres evaluados y la cantidad de individuos son
elevados. Es un instrumento efectivo de clasificacion y de exploracion de la variabilidad
existente (Crossa, 1990).
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El objetivo especifico del presente capitulo fue evaluar y caracterizar dos poblaciones de
Panicum coloratum var. makarikariense a partir de caracteres morfoldgicos para obtener
materiales distinguibles en cuanto a la caida de los cariopses, comportamiento germinativo y

morfologia de panoja.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones del ensayo: La muestra de semillas inicial fue cedida por
la EEA INTA Rafaela (31°11°41”” S; 61°29°55” O; precipitacion media anual historica 959
mm) en octubre de 2015. Las mismas fueron tomadas de un ensayo de pasturas previamente
clasificadas y con buen establecimiento de plantas. Durante el mes de noviembre del afio 2015
se sembraron dos cultivares de Panicum coloratum var. makarikariense (cv. Kapivera y cv.
Bambatsi) en vasos plasticos sobre un sustrato compuesto por 50% tierra y 50% vermiculita
manteniendo una dinamica diaria de riego. Luego de su germinacién y tras dos meses de
crecimiento, se trasplantaron las plantulas a botellas de 2 litros (Fig. 1.1) manteniendo la
misma frecuencia de riego para finalmente, en el mes de marzo de 2016 realizar el trasplante
definitivo de 90 plantas de cada cultivar a un lote experimental ubicado en la localidad de
Zavalla, Santa Fe, Argentina (33 °01'S; 60 ° 53 ' W).

Fig. 1. 1. Crecimiento de plantas individuales previo al trasplante.

El lote pertenece a la catedra de Forrajes de la Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad
Nacional de Rosario) y consta de dos parcelas consecutivas de dimensiones idénticas con una
separacién entre plantas de 1 metro, sobre las cuales no se realizaron aplicaciones quimicas

previas, durante ni post trasplante (Fig. 1.2).

36



7m

16m

P. coloratum var. makarikariense cv. Kapivera

7m

16m

P. coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi

7m

12

13

24

25

36

37

43

49

60

61

72

73

85

11

14

23

26

35

38

47

50

59

62

71

74

83

86

5| 36 [ 37 |4

60 [61] 72 73] 8a

10

15

22

27

34

39

46

51

58

63

70

75

82

87

16

21

28

33

40

45

52

57

64

69

76

81

17

20

29

32

41

a4

53

56

65

68

77

89

alnl|a|w N =
©

18

19

30

31

42

43

54

55

66

67

78

79

slwn|m

18 [ 19 | 30

68 80
5] 66 | 67| 78 | 79 |80}

Fig. 1. 2. Distribucién de las parcelas del ensayo y colocacion de trampas de semillas sobre individuos.

16m

(El color sefiala la localizacion de las trampas en cada uno de los individuos seleccionados).

Solo se realizaron dos pasadas de un implemento de discos para favorecer el movimiento de

tierra y limpiezas manuales del lote durante el avance del experimento. Todas las

evaluaciones fenotipicas se realizaron a nivel de planta individual. Debido al ingreso de

liebres a las parcelas, fue necesario colocar una malla protectora alrededor de cada una para

evitar sucesivos cortes y pérdidas en el stand de plantas. Dicha localidad presenta un clima

templado con precipitaciones anuales cercanas a los 990 milimetros, suelo Argiudol tipico /

vértico conformado por arcillas finas moderadamente bien drenadas e insuficientemente

provisto de materia organica.

2.2. Dindmica de caida de cariopses: La caida de cariopses fue evaluada semanalmente

durante 70 dias entre los meses de marzo-mayo de 2017 y 2019 mediante la colocacion de

trampas sobre 15 inflorescencias al azar de cada cultivar cuando el

80% de las mismas presentaban /3 de antesis, teniendo en cuenta que

por cada fila de plantas de la parcela un individuo sea escogido. Las

fechas correspondientes a las evaluaciones fueron las siguientes:
Para el afio 2017 (S;: 20/03/2017, S,: 27/03/2017, S3: 05/04/2017,
S4: 12/04/2017, Ss: 19/04/2017, Se: 26/04/2017, S7: 04/05/2017, Sg:
11/05/2017) y para el afio 2019 (S;: 18/03/2019, S,: 25/03/2019, Ss:
01/04/2019, S,: 08/04/2019, Ss: 15/04/2019, Se: 22/04/2019, S;:

29/04/2019, Sg: 06/05/2019).

)
]

Fig 1. 3. Trampa de cariopses.

37



Dichas trampas consistieron en una estructura de hierro vertical cubierta por una malla de
lycra a la cual se adosaron dos anillos de igual diametro a una
distancia entre los mismos de 30 centimetros, conteniendo un
embudo colector de cariopses en la base del segundo anillo (Fig.
1.3).

Las inflorescencias se incorporaron al interior de la trampa

mediante una ranura realizada sobre el embudo manteniendo en la

mayor medida posible las condiciones naturales de las mismas

(Fig. 1.4). Fig 1. 4. Planta con trampa de cariopses.

En el cultivar Bambatsi mayoritariamente afectado por el ataque de liebres, la fila nimero 2
no presentaba plantas correctamente desarrolladas, por este motivo no se seleccion6 ningun

individuo.

Las colectas se realizaron hasta que aproximadamente el 80% de las inflorescencias habian
perdido la totalidad de sus cariopses. Antes de iniciar la evaluacion correspondiente al

segundo afio, se realiz6 un corte de emparejamiento a una altura de 20 cm (Fig. 1.5).

Fig 1. 5. Rebaje de plantas en el ensayo (Septiembre 2018).

Las comparaciones entre cultivares para caida de cariopses se realizaron mediante la prueba

no paramétrica de .
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Adicionalmente a la cantidad y peso de cariopses y antecios vanos semanalmente por planta
para cada cultivar (Anexo. Tabla | a, b, c, d), se tomaron datos meteoroldgicos diarios de
precipitaciones (mm), humedad (°H relativa), temperatura (°T) y vientos (fuerza Beaufort)
(Anexo. Tabla Il a, b). Se decidié progresar en el experimento Unicamente con los datos
obtenidos para cariopses completos. Los datos de nimero y peso de cariopses recolectados
para cada cultivar y los datos meteoroldgicos aportados por la estacion meteoroldgica de la
Facultad de Ciencias Agrarias (UNR) fueron volcados en planillas de campo especialmente

disefiadas para tal experimento.

2.3. Comportamiento germinativo: Se emplearon 60 cariopses de Panicum coloratum var.

makarikariense cv. Kapivera y 150 cariopses de Panicum coloratum var. makarikariense cv.
Bambatsi. Los mismos fueron recolectados durante el otofio austral del afio 2017. Los
cariopses se mantuvieron identificados y almacenados en sobres de papel en lugar fresco y
seco hasta el momento de su utilizacion. Los experimentos se realizaron aproximadamente un
afio después de haber realizado la recoleccion de los cariopses. Con el objeto de generar
distintas abrasiones sobre las cubiertas se definieron 5 tratamientos distintos y 2 condiciones
de crecimiento que presentaron variabilidad tanto en luminosidad como en temperatura (Tabla
1.1).

Tabla 1. 1. Planilla de campo

. Condicion de No
Tratamiento .. ]
crecimiento tratamiento
Cémara T1
C

Invernadero T2
SG Céamara T3
Invernadero T4
Camara T5

EPL
Invernadero T6
Cémara T7

CS
Invernadero T8
CH Céamara T9
Invernadero T10

Los tratamientos elegidos fueron: Control sin ningin tipo de abrasion (C) definido por

cariopses recubiertos por las glumelas -lemma y palea-, cariopses a los cuales se les han
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quitado las glumelas (SG), cariopses con glumelas escarificadas con papel de lija (EPL),
cariopses con glumelas sometidas a la accion de calor seco (CS) y cariopses con glumelas

sometidas a la accion de calor himedo (CH) (Fig. 1.6).

Fig 1. 6. Unidad de dispersion de Panicum coloratum var. makarikariense.
a) Espiguilla con glumas, lemma y pélea encerrando un cariopse, mas una lemma estéril unida, b) Antecio, con
lemma y pélea encerrando un cariopse, ¢) Cariopse.

Para el tratamiento SG se ha requerido la ayuda de una lupa y un bisturi para quitar
completamente la lemma y la pélea. El tratamiento EPL se llevo a cabo colocando cariopses
idénticos al control (C) dentro de un frasco pequefio rodeado internamente con papel de lija
fina realizando movimientos circulares durante 5 minutos. En relacion a los tratamientos CS y
CH se sometieron los cariopses (C) a 60°C, en estufa y en agua respectivamente, por 5
minutos en cada caso. Las condiciones de crecimiento utilizadas se establecieron en camara
de crecimiento controlada (con 12 horas de fotoperiodo y 20-25°C) y dentro del invernadero
donde estas Gltimas condiciones son absolutamente variables (Fig. 1.7). Se definieron 3
repeticiones por muestra para aumentar la certeza de los resultados y evitar que algun factor
desconocido influya sobre los mismos. Para el cultivar Kapivera se utilizaron dos cariopses
por repeticion (seis cariopses por cada tratamiento), para el cultivar Bambatsi han sido

utilizados cinco cariopses por repeticion (quince cariopses por tratamiento).
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Fig 1. 7. Tratamientos evaluados bajo diferentes condiciones de crecimiento.

a) Invernadero, b) Camara de crecimiento.

Luego de ser sometidos a sus respectivos tratamientos, los cariopses se sembraron sobre papel
de filtro humedecido con agua destilada dentro de placas de Petri de vidrio y fueron ubicados

bajo las distintas condiciones de crecimiento.

La determinacion de semillas germinadas se realiz6 diariamente durante 10 dias, volcando los
datos en planillas especialmente disefiadas para el experimento. En cada visita, se constataba
visualmente el nivel de humedad y se regaba segun los requerimientos. La germinacion fue
considerada como tal cuando la radicula era visible aproximadamente 1 milimetro (protrusion
radicular).

Las comparaciones entre cultivares para cada tratamiento y entre tratamientos dentro de cada

cultivar se realizaron mediante la prueba no paramétrica de 2.

2.4. Morfologia de panoja: Finalizada la cosecha de cariopses en mayo de los afios 2017 y

2019, las panojas de cada uno de los individuos evaluados para dicho caracter se cortaron y
fueron trasladadas al laboratorio donde se realizaron las siguientes mediciones: Altura de la

panoja (h panoja): longitud en centimetros desde la base de la panoja hasta el apice. Longitud
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de panoja (I panoja): se mide en centimetros desde el &pice hasta el nudo de la hoja bandera.
Longitud del raquis (I raquis): distancia en

centimetros desde el extremo superior hasta la primera K )
ramificacion de la panoja (Fig. 1.8). & ) Lfffﬁl“’ Longitud
pancja
Las panojas se pesaron (peso h) desde el &pice hasta el j
nudo de la hoja bandera descartando las hojas y se :al:;:

llevaron a estufa a 60°C por 72 horas. Luego, se

pesaron (peso s) nuevamente para obtener la materia

seca (ms %) de las mismas.

Fig. 1.8. Variables morfoldgicas asociadas a panoja.

Se comprob6 la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks y luego se
realizd6 un ANOVA a dos criterios de clasificacion para evaluar el efecto afio, genotipo y su

interaccidn para cada una de las variables.

Para visualizar el efecto conjunto de afio y cultivar sobre todos los atributos evaluados, se
aplico un andlisis multivariado de componentes principales (ACP), que también permitid
identificar aquéllas variables que explicaron la mayor parte de la variabilidad total contenida
en los datos y explorar las correlaciones entre ellos. Finalmente, se aplicd un ACP por afio
manteniendo la individualidad de cada planta, a fin de visualizar la estructura de variacion y
verificar si los cultivares muestran una posicion diferencial en las dimensiones de mayor

variabilidad.

Todos los analisis de los caracteres fenotipicos mencionados se realizaron utilizando el

programa Infostat (Di Rienzo et al., 2011).
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3. RESULTADOS

3.2. Dinamica de caida de cariopses: Los resultados obtenidos para caida de cariopses por

semana (Tabla 1.2) demostraron la existencia de diferencias significativas entre cultivares en
los dos afios de evaluacion (y>= 18,11; p < 0,05 en 2017 y ¥*> = 30,11; p < 0,05 en 2019)
(Anexo. Tabla I a, b, c, d).

Tabla 1. 2. Cantidad de cariopses caidos a través del tiempo en dos cultivares de P. coloratum var.
makarikariense. (Ref. S: Semana).

2017 Sy Sy S3 Sq Ss Se S7 Sg
Kapivera 0 0 2 18 37 88 115 96
Bambatsi 0 0 5 11 32 155 197 190

xcalc: 18,11. a=0,05. GL=7

20 19 Sl SZ 83 84 85 Se S7 Sg
Kapivera 0 0 0 24 44 81 114 149
Bambatsi 0 0 5 12 34 165 204 224

y3calc: 30,11, 0=0,05. GL=7

Sin embargo, en la Fig. 1.9 (a, b) se grafic6 el porcentaje acumulado de cariopses caidos por
cultivar, observandose en los dos afios un comportamiento similar entre ellos hasta la semana
4, a partir de la cual comenzaron a visualizarse diferencias en la caida hasta la semana 7 en
2017 y la 6 en 20109.

El cultivar Bambatsi produjo una mayor cantidad de cariopses totales, por eso en nimeros
absolutos a lo largo de los 2 afios de estudio evidencia una caida mas notable. No obstante,
cuando se calcularon los valores en proporcion, se observo que entre la semana -5y la 7 en
2017- y la -5 y la 6 en 2019-, el porcentaje acumulado de cariopses caidos fue mayor en
Kapivera. El pico de caida para el conjunto de datos de los afios 2017 y 2019 se dio en la
misma fecha para ambos cultivares, aunque eso signifique, como se presentd previamente,

lapsos de semanas distintos (Anexo. Fig. | a, b).
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Fig. 1. 9 a. Porcentaje acumulado de cariopses caidos por cultivar (2017).
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Fig. 1. 9 b. Porcentaje acumulado de cariopses caidos por cultivar (2019).

3.3. Comportamiento germinativo: No se encontraron diferencias significativas entre

cultivares para los diferentes tratamientos (Fig. 1.10) (Anexo. Tabla Il a, b) ni entre

tratamientos dentro de cada cultivar (Fig. 1.11) (Anexo. Tabla Ill ¢, d, e, f).
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Fig. 1. 10. Porcentaje de germinacion final para cada cultivar de P. coloratum var. makarikariense a los 10 dias

de iniciado el experimento.
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Fig. 1. 11. Representacién porcentual de cada tratamiento al porcentaje de germinacion total para cada cultivar.
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3.4. Morfologia de panoja: Para los afios 2017 y 2019, todas las variables analizadas mediante

el test Shapiro-Wilks se distribuyeron normalmente, a excepcion de peso seco, que debid ser
transformada por la funcién logaritmica. Los valores medios de cada variable por cultivar y

por afio se presentaron en la Tabla 1.3.

Tabla 1. 3. Valores medios y desvio estandar de las variables morfolégicas analizadas sobre individuos de P.
coloratum var. makarikariense durante los dos afios de evaluacion, (p = 0,05).

2017 2019
Kapivera i Kapivera i
h panoja (cm)| 119,5+ 7,39 121 + 6,03 128,38 £ 7,17 | 128,25 + 5,85
| panoja (cm) | 42,38 +2,74* | 56,67 +2,23* | 50,13 +2,9* | 61,83 +2,37*
| raquis (cm) | 21,13 +1,8* 29+ 147* 25+1,81* |33,25+1,48*
pesoh (gr) | 7,19+1,25 804+102 | 7,83+125 | 9,42+1,02
pesos (gr) | 252+0,44 3+0,36 3,24+0,46 | 3,43+0,37
ms (%0) 36,39 + 1,56* | 33,48 +1,28* |42,83+2,21* | 37,06 +1,81*

Los asteriscos representan conjuntamente diferencias significativas encontradas entre cv. para el afio en estudio,

y entre afios para un mismo cultivar.

No hubo diferencias significativas entre cultivares ni entre afios para las variables altura de
panoja, peso humedo y peso seco, en tanto que para longitud de panoja, longitud de raquis y
porcentaje de materia seca se encontraron diferencias significativas entre cultivares y entre
afios. La interaccion cultivar por afio no fue significativa para ninguna variable. Para las
variables en las que el ANOVA a dos criterios de clasificacion detectdé diferencias
significativas, éstas fueron siempre de mayor magnitud para el criterio de clasificacion
cultivar que para afio, presentando cv. Kapivera los menores valores de longitud de panoja y
de raquis y los mayores valores de porcentaje de materia seca. Por otro lado, en 2019 los

valores de las tres variables fueron significativamente mayores que los de 2017.

En el Anélisis de Componentes Principales de los datos en conjunto (Fig. 1.12), en el que
cultivares y afios se combinaron como fuentes de variacion resultando en 4 puntos a visualizar
(Kapivera 2017, Kapivera 2019, Bambatsi 2017 y Bambatsi 2019), las dos primeras
Componentes Principales explicaron el 99,6% de la variabilidad total observada (68,7% por
CP1y 30,9% por CP2).
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Fig. 1. 12. Analisis de Componentes Principales tomando en forma conjunta cada cultivar y cada afio de estudio.

Se encontraron correlaciones positivas, altas y significativas entre longitud de panojas,
longitud de raquis y peso humedo, siendo estas variables junto a peso seco las que presentan
contribuciones mayores a 0,45 a la composicion de CP1. Respecto a CP2, las mayores
contribuciones a su composicion la hacen, en forma positiva, porcentaje de materia seca y

altura de panoja (Tabla 1.4).

Tabla 1. 4. Autovectores del conjunto de ACP.
Variables CP1 CP2
h panoja 0,35 0,51
| panoja 048 -0,17

| raquis 0,48 -0,18
peso h 0,46 -0,28
peso s 0,46 0,25
ms (%) 001 0,73

En concordancia, en la Fig. 1.12 se observa que cv. Bambatsi se encuentra mas a la derecha
del grafico, siendo méas extremo en el afio 2019 que en 2017 pues, como se menciond
previamente, este cultivar y este afio presentaron los mayores valores para longitud de panoja
y de raquis, variables estrechamente asociadas a CP1l y que mostraron diferencias
significativas entre afios y entre cultivares. Por otro lado, Kapivera 2017 se encuentra mas a la
izquierda de CP1, pues sus valores de longitud de panoja y de raquis fueron
significativamente menores, siendo destacable que Kapivera 2019 se ubicé cercano a
Bambatsi 2017 en la direccion de CP1 pero distante en la direccion de CP2 porque, como lo

demostr6 ANOVA, Kapivera tenia en general un mayor porcentaje de materia seca (una
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variable altamente asociada con CP2) que Bambatsi, diferencias que de hecho fueron maés
notables en 2019.

Con respecto a los Analisis de Componentes Principales por afio, en 2017 la primera CP
explico un 52,4% de la variabilidad total observada; y CP2, un 22,9% (en total, 75,3%). Las
variables longitud de raquis y de panoja contribuyeron en forma positiva tanto a CP1 como a
CP2, en tanto que altura de panoja, peso seco y peso humedo contribuyeron en forma positiva
a CP1 y negativa a CP2. Porcentaje de materia seca, por otro lado, contribuyé negativamente
tanto a CP1 como a CP2 (Tabla 1.5).

Tabla 1. 5. Correlacion entre cada CP y las variables que la componen, en cada afio de evaluacion.

Afo 2017 Afo 2019

Variables CP1 CP2 CP1 CP2
h panoja 0,75 -045 0,72 -0,41

| panoja 0,712 058 0,68 0,58
| raquis 0,70 056 0,70 0,62
h peso 0,88 -0,25 0,88 -0,34
S peso 0,88 -0,40 0,80 -0,54
ms (%) -019 -054 -052 -041

Correlacion cofenética = 0,943 (Afio 2017), 0,953 (Afio 2019)

Concomitantemente, en el espacio definido por ambas CPs (Fig. 1.13) se observa que las
plantas de cv. Bambatsi tienden a ubicarse en la parte superior del grafico, pues presentaron
valores de longitud de panoja y de raquis significativamente mayores a las de cv. Kapivera

(cuyas plantas tienden a presentarse en la parte inferior del gréafico).
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Fig. 1.13. Analisis de Componentes Principales 2017.
(El color amarillo representa individuos del cv Kapivera, el color verde representa individuos del cv Bambatsi y
el color rojo representa las variables analizadas).

Por otro lado, se encontraron en 2017 correlaciones altas y positivas entre las variables peso
seco y peso humedo (coeficiente de correlacion: 0,96), y longitud de raquis y longitud de

panoja (coeficiente de correlacion: 0,86).

Para el afio 2019 (Fig. 1.14), el comportamiento de las variables es similar al del 2017,
aungue el porcentaje de variacion total explicado por ambas CP es levemente mayor (77%)
debido a un aumento en la proporcidn atribuida a CP2 (24,5%, manteniendo CP1 el 52,5%).
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Fig. 1.14. Analisis de Componentes Principales 2019.
(El color amarillo representa individuos del cv Kapivera, el color verde representa individuos del cv Bambatsi y
el color rojo representa las variables analizadas).
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De hecho, en el afio 2019 la contribucion negativa del porcentaje de materia seca a PC2 es
menor que en 2017 (Tabla 1.5), lograndose una mayor diferenciacion (Fig. 1.14) entre las
plantas de cv. Bambatsi (que tienden a ubicarse en el sector derecho superior del grafico) de
las de cv. Kapivera que tienden a ubicarse en el extremo izquierdo inferior del gréfico. El
orden de correlaciones en 2019 se mantiene respecto a 2017 (longitud de raquis con longitud
de panoja muestran un coeficiente de correlacion de 0,82; en tanto que peso seco y peso
himedo presentan un coeficiente de correlacion: 0,93), mostrando leves modificaciones que
pueden explicar los cambios observados entre ambos biplots. Cabe destacar que tanto para el
afio 2017 como el 2019, adicionando una tercera componente principal, la variabilidad total
explicada de los datos se incrementa hasta el 91%. La misma continud siendo menor, no

obstante, a la explicada con s6lo dos CPs en el analisis conjunto.
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4. DISCUSION

En Argentina, la region Pampeana norte se caracteriza por sus altas temperaturas, lluvias
concentradas y alta evapotranspiracion en el verano. Ademas, evidencia bajas temperaturas y
carencia de lluvias en el invierno. La presencia de suelos poco desarrollados, con bajo
contenido de materia organica, sin estructura, con baja retencién de humedad y en muchos
ambientes con suelos salinos y/o encharcados, son factores importantes a tener en cuenta en el
momento de elegir una especie forrajera (Pérez, 2005). Debido a estas caracteristicas ha sido
necesario avanzar en la busqueda de especies que posean persistencia, alta productividad,

resistencia al pastoreo y calidad de forraje (Pérez, 2005).

Se han reportado numerosos estudios sobre caracteres fenotipicos en distintas especies de
gramineas forrajeras de gran interés agronomico, evidenciando la importancia de seleccionar
aquellas especies que resulten de utilidad en sistemas intensivos (recria/invernada) con
condiciones extremas de estrés abiodtico resaltando sus implicancias en el mejoramiento
genético vegetal y en la produccion de semillas. La cantidad de producto que un agricultor
obtiene por cada unidad de superficie depende de multiples factores naturales y humanos, la
produccion de forraje no necesariamente predice la produccién secundaria de carne, leche o
lana (Meissner, 1997; Smith et al., 1997). En este sentido, la desarticulacion y caida de
cariopses siempre ha sido un componente principal de la pérdida de rendimiento en muchos
cultivos de cereales en todo el mundo debido a la imposibilidad de cosechar semilla de

calidad apta para su comercializacion.

Panicum coloratum es una especie que ha sido estudiada en una gran variedad de aspectos
(Bryant, 1967; Pritchard & De Lacy, 1974; Taleisnik et al., 1998; Komatsu et al., 2007), pero
en cuanto a la var. makarikariense los estudios han sido realmente muy escasos. Por este
motivo, es esperable encontrar variabilidad morfoldgica para los caracteres de interés si

consideramos su baja exposicion a procesos de mejora.

Respecto a la caida de cariopses, en el presente trabajo puede observarse una dindmica de
caida distinta para cada cultivar en ambos afios de estudio, coincidiendo el “pico de caida”
para el conjunto de los datos durante los primeros dias de mayo (aunque eso signifique
semanas distintas en ambos afios de estudio respondiendo a una cuestién logistica de
evaluacion) sin evidenciarse influencia de factores climaticos externos. Estos valores difieren

de lo reportado por Dreher et al. (2008), quienes evaluaron la dehiscencia sobre poblaciones
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de Panicum coloratum var. makarikariense provenientes de distintas zonas de Argentina
(Cordoba y Corrientes) encontrando dos picos de caida de cariopses influenciados
respectivamente por intensos temporales de vientos y lluvias. En este caso, los autores
sugirieron que las semillas debieron encontrarse maduras para que la dehiscencia sea afectada
por factores ambientales (entendiéndose por dehiscencia lo que en el presente trabajo se

denomina caida).

En correspondencia a lo planteado por Burson et al. (1983) en sus investigaciones, la
experiencia de nuestro trabajo también reporta que los primeros cariopses comenzaron a

desprenderse de la planta madre a los 15 dias de iniciada la floracién.

Los resultados obtenidos en el analisis de germinacion no demostraron efectos que respondan
a una asincronia madurativa presente en los cultivares, aun cuando se evaluaron las semillas
bajo distintos métodos de escarificacion y condiciones de crecimiento. Estos resultados
acuerdan con lo reportado por Maina (2012). Los resultados mencionados fueron esperables
considerando que se evaluaron semillas maduras y carentes de dormicion, asegurando que el
periodo entre su cosecha y la realizaciéon del ensayo superd el tiempo de 6 meses reportado
por Tischler & Young (1987) para Panicum coloratum. Por dicho motivo, las diferencias
existentes en la dindmica de caida de cariopses no afectaron la germinacion posterior de
semillas, observandose altos porcentajes de la misma en ambos cultivares. En concordancia a
lo informado por Tischler & Ocumpaugh (2004), los elevados porcentajes de germinacion
obtenidos sugieren que las semillas se encuentran maduras al momento de desprenderse de la
planta madre, independientemente del momento en que esto suceda. Esta informacion también
concuerda a lo reportado anteriormente por Dreher et al. (2008) referido a la madurez de las

semillas previo a su dehiscencia.

La evaluacion de los caracteres relacionados a la morfologia de panoja indicaron que las
diferencias encontradas entre cultivares respecto a los caracteres “longitud de panoja” y
“longitud de raquis” se relacionaron a la arquitectura de la vegetacion, ya que el cultuvar
Bambatsi presento plantas mas altas y mas erectas que el cultivar Kapivera. Seria interesante
poder explicar en otro estudio, si el mayor nimero de cariopses caidos en el cultivar Bambatsi
se debid a un mayor desarrollo de los mismos favorecido por el mayor tamafio de panoja,
expresado en los altos valores de “longitud de panoja” obtenidos. Las diferencias encontradas

entre cultivares para el caracter “ms (%)” han fortalecido la apreciacion visual de que el
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cultivar Kapivera desarrolla un habito de crecimiento fundamentalmente rastrero, con una
mayor produccion de biomasa cubriendo los entresurcos. Asi mismo, los mayores valores de
las variables expresados para el afio 2019 se debieron exclusivamente a la ontogenia de las

plantas del ensayo.

Mediante un Analisis de Componentes Principales de todos los datos en conjunto, fue posible
explicar la totalidad de la variacion de los mismos con las primeras dos componentes
principales debido a la alta correlacion entre variables. En el gréfico biplot (Fig. 1.12) pudo
definirse la CP1 asociada al afio de estudio, y la CP2 asociada directamente al cultivar. Podria
decirse que ésta ultima componente principal es la que diferencia los afios 2017 y 2019.
Corroborando los resultados obtenidos en el analisis univariado y en el andlisis de la
interaccion, resulta importante destacar la ubicacion de los puntos representativos del afio
2019 sobre la CP1 a la derecha de la gréafica. La CP2 permiti6 discriminar ambos cultivares en
afios diferentes, probablemente debido a la interaccién genotipo x ambiente significativa que

exhibieron las variables que mayor aporte realizaron a ésta CP.

El ACP para cada afio en estudio, por otro lado, mantiene la importancia de cada caracteristica
evaluada respecto al analisis conjunto debido a la carencia de interaccién GxA significativa
observada en general (a la variabilidad general). Ademas, pone de manifiesto la inexistencia
de un agrupamiento definido de las plantas respecto al cultivar al cual corresponden, gque
resulta méas notorio en 2017 que en 2019, debido posiblemente a que la evaluacion temprana
resultd menos representativa de las diferencias entre cultivares que una maés tardia
(Senanayake et al., 1994). Es logico encontrar estos resultados si suponemos que el cultivar
Kapivera fue desarrollado a partir de una seleccién dentro del cultivar Bambatsi. También
pueden visualizarse correlaciones esperadas entre un determinado grupo de variables, que
ademas, de acuerdo al largo del vector, parecen tener similar importancia al momento de
discriminar los cultivares. Las variables “l raquis” y “l panoja” presentaron una correlacion
fenotipica, y posiblemente una correlacion genética debido a las diferencias significativas
encontradas para ambas en el ANOVA. En cuanto a las variables “peso s” y “peso h” las
correlaciones fueron de tipo fenotipica (ambiental) tanto en el afio 2017 como durante el afio
2019.

Al igual que lo planteado por Balanza et al. (2016) en Arabidopsis, es probable que exista una

concepcion basada en que el menor tamafio de panoja conlleva a una reduccion de la
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asincronia madurativa de los cariopses en Panicum coloratum var. makarikariense, resultando
naturalmente en una disminucion de su caida (Balanza et al., 2016). Esto se respalda en los
menores valores encontrados en el cultivar Kapivera para las variables relacionadas a panoja
(“l panoja”, “h panoja” y “l raquis”), resultando en una reduccion del total de cariopses caidos
en comparacion con el cultivar Bambatsi. Complementariamente a estos resultados, es
probable que mejores condiciones climaticas hayan permitido expresar sus diferencias en el

fenotipo de las plantas (Schlichting, 1986).

Debido a que las variaciones fenotipicas mencionadas fueron observadas en plantas que
crecieron bajo condiciones homogéneas (suelo y clima), seria interesante pensar en utilizar

estos caracteres como fuente de variacion para programas de mejoramiento.

Una apreciacion visual durante el ciclo del experimento determind un mayor desarrollo
vegetativo y una mayor cantidad de macollos reproductivos por planta por parte del cultivar
Kapivera en relacion al cultivar Bambatsi. Ademas, para la totalidad de las evaluaciones en
los dos afios de estudio, el cv. Kapivera presentd los mayores valores medios para % ms. Por
lo tanto, dicho cultivar constituye un material interesante para seleccionar en relacion a la

produccion de forraje.

Debido al escaso avance en el conocimiento del comportamiento de los principales caracteres
fenotipicos asociados a rendimiento de Panicum coloratum var. makarikariense, resulta
fundamental proveer informacion sobre los mismos a fin de ofrecer nuevas herramientas que
asistan al mejoramiento genético de cultivos en la busqueda de un incremento en el
rendimiento (granos y forraje) y en la mayor calidad de frutos obtenidos en funcién de los

requerimientos de los sistemas de produccion actuales.
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5. CONCLUSIONES

En referencia a las caracterizaciones de los dos cultivares de Panicum coloratum var.
makarikariense (cv. Kapivera y cv. Bambatsi) de la Regién Pampeana Argentina, no se
encontraron diferencias en el comportamiento germinativo y en los rasgos de morfologia de
panoja: altura de la panoja, peso humedo y peso seco. En cambio, se detectaron diferencias
en: la dindmica de caida de los cariopses, longitud de la panoja, longitud del raquis y
porcentaje de materia seca entre los cultivares y entre los afios de evaluacién, pero dentro de
la interaccion genotipo x afio la diferencia no fue significativa. EI comportamiento de dicha
especie megatérmica fue adecuado en ambos cultivares analizados, por lo tanto, es factible

recomendar su cultivo en regiones templadas de la Pampa argentina.
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CAPITULO II. ESTIMACION DE LA HEREDABILIDAD EN SENTIDO ESTRICTO
(h?) PARA LA CAIDA DE CARIOPSES EN Panicum coloratum var. makarikariense

1. INTRODUCCION

Tradicionalmente, el desarrollo de nuevos cultivos con mejoras en determinados caracteres
agronomicos no ha sido una tarea sencilla para los mejoradores debido a que dichos rasgos,
por su naturaleza poligénica, se encuentran influenciados por su genotipo, por el ambiente y
por la interaccién genotipo x ambiente (Falconer, 1986). Por este motivo, antes de desarrollar
un programa de mejora, resulta indispensable conocer la variabilidad genética disponible en el
material y la heredabilidad de los rasgos agronémicos (Dudley & Moll, 1969; Baker et al.,
1971). Dado que la respuesta a la seleccion para un carécter cuantitativo es directamente
proporcional a la heredabilidad y al diferencial de seleccion (que depende de la variancia
fenotipica), estos parametros expresan el potencial de mejora genética de la poblacién en

cuestion (Baker et al., 1971; Novoselovic et al., 2004).

En todo proceso de seleccion es necesario estimar cuantitativamente los componentes
genéticos de interés forrajero y la estabilidad de los materiales evaluados, debido a que, la
variacion existente entre individuos es el resultado de la variacion genética en conjunto con el
efecto ambiental. Resulta de suma importancia conocer qué proporcion de la variacion total
presente en el germoplasma es atribuible a factores genéticos, principalmente aquella debida a
efectos aditivos. Usualmente suelen utilizarse caracteres morfolégicos para caracterizar la
variabilidad genética presente en una poblacion. La respuesta de las poblaciones a la seleccion
depende de la magnitud de la variacion genética para el rasgo en estudio, de la heredabilidad y
de la intensidad de seleccion aplicada (Falconer, 1986; Walker Rose, 2005).

Un mecanismo de herencia simple condicionado por uno o dos genes dominantes ha sido
propuesto para describir la herencia de la dehiscencia de semillas en arroz silvestre (Woods &
Clark, 1976).

En Panicum coloratum, Young (1991) logré demostrar la existencia de variacion genética
para el caracter de retencion de semillas con una heredabilidad estimada moderada de
aproximadamente 0,40; con ganancias genéticas para el primer ciclo de seleccion cercanas al
21%. Si bien se detectd una amplia variacion genética, los valores de heredabilidad fueron

relativamente bajos a moderados. En otros estudios llevados adelante en la EEA INTA
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Rafaela para Panicum coloratum var. makarikariense se obtuvieron estimaciones de
componentes de varianza genéticos y ambientales y correlaciones genéticas de caracteres
relacionados a vigor de plantula (Dreher, 2011). En ensayos realizados en familias de medios
hermanos se determiné que la heredabilidad de la retencion de semillas entre los 400 y 500
grados dias después de antesis seria de 0,4, prometiendo una ganancia de casi 27% en
respuesta a una seleccién con una intensidad del 10% (Maina, 2012).

El conocimiento de los mecanismos genéticos que controlan la herencia de un caracter y el
impacto de los factores genéticos y ambientales en su expresion, son esenciales para tener un

programa de mejoramiento exitoso.

La heredabilidad en sentido estricto (h?), es igual a la proporcién de varianza genética aditiva
sobre la fenotipica, y refleja la proporcion de la varianza fenotipica que es debida a
diferencias entre efectos genéticos aditivos. Un valor aditivo alto revelara que los padres con
mayores valores fenotipicos para el caracter bajo estudio tendran hijos también con valores
superiores, pareciéndose mas a sus padres que al promedio de la poblacién. Cuanto mayor sea
el componente de variacion genética aditiva en la manifestacion del caracter, mayor sera el
parecido entre hermanos de una misma familia en relacion al parecido con hermanos de
distintas familias (Falconer, 1986; Cubero, 2003). La h? es indicada como la mas apropiada,
dado que expresa el grado de parecido entre parientes. Es relevante conocer la varianza
genética aditiva para poder predecir la respuesta a la seleccion, ya que a partir de esta ultima 'y
de la intensidad de su aplicacién dependera el efecto de la seleccion (Nguyen & Sleper,
1983a; Griffiths et al., 2002). Una alta respuesta a la seleccion (o ganancia genética) sumada a
una alta heredabilidad estimada, resulta una condicion sumamente favorable para lograr

obtener buenos resultados. (Larik et al., 2000).

La magnitud de la heredabilidad estimada depende de la poblacién bajo estudio y de su
tamafo, de las condiciones ambientales y del método de estimacion (Acquaah, 2007). El
analisis de regresion lineal es una técnica estadistica utilizada para estudiar la relacion entre
variables y se adapta a una amplia variedad de situaciones. En Genética Cuantitativa, dicho
analisis se emplea para relacionar los valores medios de los caracteres medidos en los padres
y las medias de la progenie, cuando son evaluados juntos en experimentos bajo ambientes
similares (Nguyen & Sleper, 1983a). Asume que no existen efectos epistaticos y que las

covarianzas entre los padres y su descendencia son una estimacion de la mitad de la varianza
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aditiva en la poblacion de referencia, dado que son familias de medios hermanos (Nguyen &
Sleper, 1983a; Falconer & Mackay, 1996). El coeficiente de regresion lineal simple (en el que
los valores asumidos por la progenie son la variable dependiente y los valores obtenidos de
los padres constituyen la variable independiente) es la proporcion de la covarianza entre

padres y su descendencia y las varianzas fenotipicas de los padres.

2
b_GPC) _%GA
- 2 - 2

G p G p

Gpo= covarlancia progenie/progenitor
2 o - ..
G~ A= varianza aditiva
2 . ~ ;.
G p= varianza fenotipica
El doble de la pendiente de la recta de la regresion, cuando sélo se dispone de datos

fenotipicos de un unico progenitor, representa la heredabilidad en sentido estricto (Falconer,
1986).

b=%h>=>h=2b

Este método de estimacién de la heredabilidad ha sido citado en la bibliografia para diversas
especies tales como Panicum virgatum, Parthenium argentatum y Oriza sp. (Boe, 2003; Ray
et al., 2007; Sabu et al., 2009). En dicho modelo de regresion también pueden evaluarse dos
variables, en este caso para la variable dependiente se selecciond la progenie y la variable
independiente o regresora se selecciono el valor de los padres.

Puesto que P. coloratum var. makarikariense es una especie principalmente aldgama que no
evidencia problemas de fertilidad, se espera encontrar variabilidad genética para el caracter

cuantitativo en estudio.

El objetivo de este capitulo fue estimar la heredabilidad en sentido estricto del caréacter caida

de cariopses mediante el método de Regresion Progenie — Progenitor.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones del ensayo: Las semillas utilizadas para llevar a cabo el

presente ensayo fueron recolectadas durante el analisis de caida realizado entre los meses de
marzo y mayo de 2017. Las plantas progenitoras utilizadas para realizar este analisis de
heredabilidad se tomaron al azar de cada cultivar, por lo que representaron una muestra
significativa de la variabilidad morfoldgica presente respecto al carcter de caida de cariopses.
El ensayo estuvo conformado por 7 familias de medio-hermanos (3 familias pertenecientes al
cultivar Kapivera y 4 familias pertenecientes al cultivar Bambatsi) dispuestas sobre un lote
experimental perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias, ubicado en la localidad de
Zavalla, Santa Fe, Argentina (33 ° 01 ' S; 60 ° 53 ' W). Las semillas se sembraron en el mes
de enero de 2018 en vasos plasticos sobre un sustrato compuesto por 50% tierra y 50%
vermiculita manteniendo la misma dinamica diaria de riego. Luego de su germinacion, se
trasplantaron las plantulas a botellas de 2 litros manteniendo la frecuencia de riego para
finalmente, en el mes de agosto del mismo afio realizar el trasplante definitivo de las plantas a
un lote experimental ubicado continuo al lote de los padres. EI mismo consta de una parcela
de 21 metros de largo y 7 metros de ancho, con una separacion entre plantas de 1 metro, sobre

las cuales no se realizaron aplicaciones quimicas previas, durante ni post trasplante (Fig. 2.1).

N
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[sar [ ess e "< Trampas

Fig. 2. 1. Distribucion de las parcelas del ensayo con individuos de las 7 familias de medio-hermanos.
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Previo al trasplante (Fig. 2.2) también se realizaron dos pasadas de un implemento de discos
para favorecer el movimiento de tierra y sucesivas limpiezas manuales del lote durante el

avance del experimento.

Fig. 2. 2. Trasplante de las plantulas de P. coloratum var. makarikariense al lote experimental.

2.2. Dinamica de caida de cariopses en la progenie: La caida de cariopses fue evaluada

semanalmente a nivel de planta individual sobre 13 plantas del cultivar Kapivera y 15 plantas
del cultivar Bambatsi entre los primeros dias del mes de febrero y los dias finales del mes
marzo de los afios 2019 y 2020, mediante la colocacion de trampas sobre inflorescencias al
azar cuando el 80% de las mismas presentaban /5 de antesis (Fig. 2.3). Antes de iniciar la
evaluacion correspondiente al segundo afio, se realizé un corte de emparejamiento en octubre

de 2019 a una altura de 20 cm.
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Fig. 2. 3. Trampa de cariopses colocadas sobre plantas al azar.

Las fechas correspondientes a las evaluaciones fueron las siguientes: Para el afio 2019 (S;:
08/02/2019, S,: 15/02/2019, Ss: 22/02/2019, S4: 01/03/2019, Ss: 08/03/2019, Se: 15/03/2019,
S7: 22/03/2019, Sg: 29/03/2019) y para el afio 2020 (S;: 07/02/2020, S,: 14/02/2020, Ss:
21/02/2020, S4: 28/02/2020, Ss: 06/03/2020, Se: 13/03/2020). Las evaluaciones debieron
detenerse de manera sorpresiva durante el afio 2020 debido al inicio del Aislamiento Social
Preventivo y Obligatorio (Decreto 297/2020). Las colectas se realizaron hasta que el 80% de
las inflorescencias habian perdido la totalidad de sus cariopses. Los registros de caida de
cariopses para los afios en estudio fueron tomados en planillas especialmente disefiadas
(Anexo. Tabla IV a, b, ¢, d). Adicionalmente se tomaron datos meteoroldgicos diarios de
precipitaciones (mm), humedad (°H relativa), temperatura (°T) y vientos (fuerza Beaufort)
(Anexo. Tabla V a, b).

Las comparaciones entre poblaciones para caida de cariopses se realizaron mediante la prueba
no paramétrica de y> que permite medir la discrepancia entre distribuciones contrastando las

frecuencias observadas vs. las frecuencias esperadas.

2.3. Analisis de la covariancia progenie-progenitor: Primero, se verifico si hubo diferencias

entre progenies. Para ello, las comparaciones entre cultivares para caida de cariopses sobre la
progenie se realizd, como en el Capitulo I, mediante la prueba no paramétrica de y>. Luego,
habiendo verificado la existencia de variancia tanto en padres (Capitulo | — Afios 2017 y
2019) como en progenies (Capitulo presente), la heredabilidad en sentido estricto fue
estimada mediante el método de regresion progenitor-progenie (Falconer, 1986) para cada

uno de los caracteres. Dado que, como se mencioné anteriormente no existen problemas de

61



fertilidad y ambos cultivares se comportan como anfidiploides, el método de RPP se aplicd
sin hacer correcciones previas para el nivel de ploidia. Por dicho motivo, la heredabilidad en
sentido estricto se encuentra representada por el doble de la pendiente de la recta de la
regresion (h?=2.b). Para ello se realizé un anélisis de regresién lineal simple, en el cual los
valores medios de los descendientes de un unico progenitor se corresponden con los valores
de la variable dependiente, y la variable independiente es el valor del progenitor femenino en
cada afio de evaluacion. El valor del coeficiente de regresion y su error estandar coinciden con
el estimado de heredabilidad en sentido estricto y su error estandar, respectivamente.
Previamente, se comprobd, para la variable dependiente, el cumplimiento de las premisas de
normalidad con el empleo de la prueba de Shapiro-Wilks. Los valores de heredabilidad
obtenidos se clasificaron de acuerdo al criterio de Ramirez y Egafia (2003). Los valores
mayores que 0,50 fueron considerados altos, los valores entre 0,25 - 0,50 como medios y

aquellos menores que 0,25 como bajos.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2011)
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3. RESULTADOS

3.2. Dinamica de caida de cariopses en la progenie: Los resultados obtenidos (Tabla 2.1)

demostraron que no existe evidencia experimental que indique la existencia de diferencias
significativas entre los cultivares analizados para la caida de los cariopses en los dos afios de
evaluacion (y>= 4,68; p > 0,05 en 2019 y 2 = 6,81; p > 0,05 en 2020) (Anexo. Tabla IV a, b,
c, d).

Tabla 2.1 Cantidad de cariopses caidos a través del tiempo en la progenie de dos cultivares de P. coloratum var.
makarikariense. (Ref. S: Semana).

2019 Sy Sy S3 Sq Ss Se
Kapivera 1 1 39 54 111 170
Bambatsi 7 4 56 89 149 235
y2calc: 4,68. a=0,05. GL=5

2020 S1 Sy S3 Sq Ss Se
Kapivera 1 1 32 46 114 144
Bambatsi 5 4 49 85 135 195

y*calc: 6,81. 0=0,05. GL=5

El comportamiento de los individuos evaluados no se vio afectado por las condiciones
ambientales reinantes durante los dos afios de estudio debido a que fueron similares en cuanto
a °T, °H, lluvias y vientos; tampoco se han constatado efectos causados por la edad de las
plantas ni por el desarrollo de las mismas. (Anexo. Tabla 'V a, b).

3.3. Andlisis de la covariancia progenie-progenitor: Practicamente en todas las semanas de

evaluacion el valor p encontrado fue mayor que el nivel de significancia (> 0,05), siendo
imposible rechazar Hy al no ser estadisticamente significativo. Esto sugiere que los cambios
en el % Caida de cariopses en la progenie no estuvieron asociados a los cambios en el %
Caida de cariopses de los padres, y en este caso el modelo de regresién lineal no resultd
valido para realizar una prediccion.

La unica diferencia significativa que se encontrd en el analisis responde a la Ss. El valor p
encontrado fue menor que el nivel de significancia (< 0,05), en este caso p = 0,0196 indica
que podemos rechazar Hp y sugerir que los cambios en el %C de cariopses en la progenie
podrian estar asociados a los cambios en el %C de cariopses de los padres. EI modelo de

regresion lineal resulta valido para hacer una prediccion.
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El valor de la heredabilidad en sentido estricto, representada por el doble de la pendiente de la
recta de la regresion fue numéricamente mayor a 1 y estadisticamente significativo. Sin
embargo, desde la Genética Cuantitativa Clasica esto es interpretado como que no difiere de
1, posiblemente en respuesta a los efectos ambientales presentes en los diferentes afios de
evaluacion tanto de padres como de hijos, resultando posible informar la h? como alta segin
el criterio de Ramirez y Egafia (2003). Tanksley et al. (1993) manifestaron que mientras mas

alto sea el efecto de la variacidon ambiental sobre un caracter, menor sera su heredabilidad.

El grado de ajuste del modelo o R? (0,38) para la Ss implica que el 38% de la variabilidad del
% de Caida de cariopses de la Progenie se explica por cambios en el % de Caida de cariopses

de los Padres.

En el gréfico de dispersion (Fig. 2.4), puede verse una relacion claramente positiva entre las
variables, de manera que mientras aumenta el valor de X (% Caida de cariopses de los padres)
también aumenta el valor de Y (% Caida de cariopses de la progenie). Dicha afirmacién se

complementa con la informacion presente en la Tabla 2.2.
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Fig. 2.4. Gréfica de dispersion de los datos en conjunto.
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Tabla 2.2. Valores medios de los padres (por genotipos en cada afio de evaluacion), y de su respectiva progenie.

Ss
Punto |Genotipo| Planta | %C Padre | Afio |%C Progenie| Afio
1 Kapivera 4 6 2017 6 2019
2 Kapivera 72 0 2017 14 2019
10 Kapivera 90 11 2017 31 2019
4 Bambatsi 21 2 2017 6 2019
5 Bambatsi 34 2 2017 10 2019
6 Bambatsi 55 3 2017 7 2019
7 Bambatsi 74 1 2017 17 2019
8 Kapivera 4 9 2019 15 2020
9 Kapivera 72 10 2019 26 2020
10 Kapivera 90 11 2019 31 2020
11 Bambatsi 21 4 2019 21 2020
12 Bambatsi 34 1 2019 22 2020
13 Bambatsi 55 8 2019 17 2020
14 Bambatsi 74 8 2019 23 2020

65



4. DISCUSION

La inexistencia de evidencia experimental que permita demostrar diferencias significativas
entre los cultivares para la variable en los dos afios de evaluacion, demuestra que tanto las
condiciones ambientales presentes como la edad de los individuos no influyeron en el

comportamiento de las plantas.

La informacién fenotipica obtenida en la generacion anterior ha permitido calcular la
regresion sobre individuos pertenecientes a familias de medios hermanos de la generacion

siguiente de las cuales derivaron (Mariotti & Collavino, 2014).

A través de la estimacion de la heredabilidad mediante el método de Regresion Progenie-
Progenitor (RPP) realizado a lo largo de dos afios para la variable caida de cariopses, el Unico
valor significativo de heredabilidad en sentido estricto (h?) obtenido fue en la semana 5, lo
que daria entonces una idea no sélo de la existencia de variancia genética aditiva sino también
de su estabilidad. Este punto, ademas, se relaciona directamente con los resultados obtenidos
en el Capitulo 1 a través de los graficos de % acumulado de caida de cariopses, en donde se
observa claramente que la semana 5 muestra mayor diferencia entre los cultivares. Los
resultados alcanzados respecto a la h? para las demas semanas en estudio resultaron ser no
significativos, indicando la ausencia de variancia aditiva para el caracter en estudio frente al
contexto genético. La accién de los efectos aditivos fue descripta por Young (1994) sobre
caracteres directamente relacionados a la produccion de forraje en la var. coloratum, también
los mismos fueron estimados en otras especies forrajeras (Majidi et al., 2009; Kahrizi et al.,
2010). Tradicionalmente, la literatura muestra mayor informacion relacionada al rendimiento
de forraje que a la produccion de semilla, debido a que los programas de mejora en forrajeras
han sido focalizados en aumentar la produccion de biomasa (Casler et al., 2002; Babiker et al.,
2014).

La elevada heredabilidad en sentido estricto (h?) encontrada coincide con estudios realizados
por diversos autores sobre especies forrajeras como Lathyrus sativus y Bromus catharticus,
donde sefialan que determinados caracteres relacionados al rendimiento de semillas
demuestran una alta heredabilidad (Turk et al., 2007; Abbott & Pistorale, 2010).

Adicionalmente a los resultados alcanzados, resulta de suma importancia la obtencion de

parametros genéticos para otros caracteres morfoldgicos asociados a la produccion de semilla
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antes de decidir un plan de mejora. La incorporacion de una mayor cantidad de caracteres
morfolégicos asociados al fenotipo de la especie puede ser de gran utilidad para el desarrollo
e implementacion de nuevos planes de mejoramiento genético, sumado a la importancia de
conocer la proporcion de la variacion que es explicada por los componentes genéticos y la

heredabilidad de los caracteres en estudio.

La ventaja de poder calcular correlaciones genéticas es indiscutible a la hora de estimar la
respuesta correlacionada entre variables. De la misma manera, utilizando las heredabilidades
y la correlacion entre variables, es posible predecir las ganancias que podrian obtenerse si se
realizara una seleccion indirecta. Dicha seleccion podria conducirse sobre un caracter
altamente heredable y de facil medicién, correlacionado con un rasgo méas complejo, y
obtener ganancias genéticas sobre éste Gltimo. Un ejemplo de seleccidn indirecta se realizo
con el objetivo de aumentar el rendimiento en Triticum aestivum, con la utilizacion de los
caracteres granos por espiga y peso de mil granos (Bilgin et al., 2011). También se utilizd
dicha seleccion para incrementar la produccion de forraje en Festuca arundinacea mediante el
caracter altura planta (Majidi et al., 2009). Se han estimado correlaciones entre diversos
rasgos en muchas gramineas forrajeras (Henning & Townsend, 2005; Kahrizi et al., 2010), y
concretamente en Panicum coloratum, donde encuentran correlacionados varios rasgos

asociados a produccion de forraje (Young, 1994).
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5. CONCLUSIONES

Los elevados valores de heredabilidad en sentido estricto (h?) representan una reducida
variacion ambiental en proporcion a una amplia variacion genética, y por ende un gran efecto

aditivo sobre el caracter en estudio que permite mayores posibilidades de ser mejorados

genéticamente mediante seleccion artificial.
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CAPITULO I1l. CARACTERIZACION MOLECULAR DE DOS POBLACIONES DE
Panicum coloratum var. makarikariense MEDIANTE ISSR

1. INTRODUCCION

La falta de variabilidad genética resulta en un aumento de la vulnerabilidad de los cultivares a
factores bidticos y abioticos (Plucknett et al., 1987; Hintum et al., 2007; Wouw et al., 2009).
La posibilidad de caracterizar dicha variabilidad ofrece la oportunidad de obtener informacion
necesaria para conservar y utilizar los recursos genéticos (Franco et al., 2001; Fikiru et al.,
2010).

Para el incremento de esta variabilidad a través de la utilizacion de los recursos genéticos
disponibles, los bancos de germoplasma constituyen un reservorio de material genético a
partir de los cuales pueden obtenerse materiales que posean los genes deseables para el
mejoramiento de las caracteristicas en estudio. Un banco de germoplasma es una coleccién de
semillas y/o materiales de reproduccion vegetativa que tiene por objeto preservar la
variabilidad genética caracteristica de diferentes especies vegetales para su utilizacion en

programas de mejoramiento o con otros fines cientificos.

Considerando que la introduccién de P. coloratum var. makarikariense ha sido relativamente
reciente en el pais, evento combinado con su habito de crecimiento perenne, podria esperarse
encontrar una reducida variabilidad genética en los materiales que conforman las poblaciones

locales.

Es posible encontrar tres tipos de marcadores genéticos de uso frecuente: marcadores
morfol6gicos, marcadores bioquimicos y marcadores de ADN. Los marcadores genéticos
difieren unos de otros en relacion a su abundancia en el genoma, en el nivel de polimorfismo
detectado, en la relacion especificidad-locus, en su reproducibilidad, en los requerimientos de

las técnicas y de los costos (Agarwal et al., 2008; Kumar et al., 2009).

Histéricamente las especies han sido caracterizadas mediante caracteres morfologicos. Estos
se basan en atributos, estados observables 0 medibles referentes a la forma, aspecto, estructura
0 comportamiento del ciclo vital del individuo, pueden consistir en el empleo de
caracteristicas botanicas, fenologicas y agrondmicas. Usualmente son caracteristicas
fenotipicas de identificacion visual como color de flor, forma de semilla o habitos de

crecimiento (Collard et al., 2005). Los marcadores bioquimicos son aquellos polimorfismos
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presentes en ciertas proteinas (Martinez et al., 2010). Ambos tipos de marcadores poseen
como desventaja que su numero es limitado y se encuentran influenciados por factores
ambientales o por estadios de desarrollo de la planta (Winter & Kahl, 1995). No obstante, en
las ultimas décadas se han desarrollado técnicas moleculares que permitieron su aplicacion en
una gran diversidad de areas. La informacién ofrecida por ambos tipos de marcadores permite
su aplicacion inmediata sobre los recursos genéticos disponibles para llevar adelante estudios

basados en la diversidad genética.

Desde el inicio del mejoramiento vegetal, el objetivo que prima ha sido seleccionar genotipos
superiores a partir de la identificacion de fenotipos superiores, dependiendo el resultado de su
éxito del numero de genes involucrados en el control del caracter (herencia monogeénica o
poligénica), de las relaciones interalélicas (dominancia o aditividad) y por supuesto de la

respuesta a las influencias ambientales (Martinez et al., 2010).

La caracterizacion de la diversidad genética basada en el estudio de marcadores morfoldgicos
presenta algunas limitaciones en relacion a la existencia de un nimero limitado de rasgos a
evaluar, altamente heredables, sometidos a la influencia ambiental y efectos de dominancia,
interacciones epistaticas o pleiotropismos (Kameswara Rao, 2004; Weising et al., 2005) pero
representa el primer paso para la descripcion y clasificacion de las plantas. Debido a que estos
factores podrian sobreestimar la variabilidad genética presente (Rimieri & Wolff, 2010),
suelen recomendarse la utilizacién de otras herramientas como marcadores moleculares que
detectan la variabilidad directamente a nivel de ADN para complementar la caracterizacion

morfologica.

Hoy en dia, a través del uso de marcadores de ADN se aumenta la eficiencia y precision en
los programas de mejoramiento vegetal. EI uso de marcadores en el mejoramiento se conoce
como seleccion asistida por marcadores o Marker Assisted Selection (MAS) y es un
componente de la nueva disciplina del mejoramiento molecular (Collard & Mackill, 2008). La
MAS permite incrementar la ganancia por unidad de tiempo y por unidad de costo en los
programas de mejoramiento cuando la determinacion del fenotipo de los caracteres de interés
demora tiempo, es caro o erratico (Bernardo, 2008). Dichos marcadores en general son
neutros en relacion a los efectos fenotipicos, con efecto epistatico minimo o nulo y al ser
altamente polimdrficos proveen una mayor cantidad de informacion genética por locus.

Ademas, no son dependientes del desarrollo de la planta y requieren muy poco material para
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su aplicacion (Ferreira et al., 1998; Forster et al., 2001), permiten detectar diferencias
genéticas entre organismos o especies aunque no indiquen la regién blanco de un gen (Collard
et al., 2005). El lugar que ocupa el marcador en el genoma es conocido como locus (del latin
lugar, loci en plural) siendo de utilidad el hecho que éstos puedan encontrarse asociados a

caracteres fenotipicos.

El INTA EEA Rafaela cuenta con una coleccién de germoplasma de Panicum coloratum var.
coloratum y Panicum coloratum var. makarikariense que ha sido evaluada respecto a sus
caracteristicas productivas y en cuanto a su variabilidad genética (Armando et al., 2013;
Armando, 2014; Armando et al., 2015).

La evaluacién del germoplasma como fuente de variabilidad constituye el primer paso antes

de establecer un programa de mejoramiento genético (Vogel & Burson, 2004).

Se describieron diferencias entre plantas dehiscentes y no dehiscentes en relacion a la
densidad de la capa de abscision, el tamafio de las células del esclerénquima y el parénquima,
los niveles de enzimas hidroliticas y la lignificacion (Patterson, 2001). La posibilidad de
identificar y controlar la produccion de las enzimas hidroliticas u otras proteinas involucradas
en el proceso de abscision seria clave para poder reducir la dehiscencia en esta y otras

especies relacionadas.

En las Gltimas décadas el uso de marcadores de ADN para el estudio de la diversidad genética
de cultivos comenz6 a ser mucho mas frecuente, previo a esto, el uso de marcadores
moleculares para estudios genéticos en general ha sido limitado. Un marcador molecular es un
fenotipo molecular (una variante de proteina, un sitio de restriccién, un fragmento
amplificado, una secuencia) que proviene de la expresion de un gen o de segmentos de ADN
que se expresan 0 no en el genoma. Los marcadores basados en ADN, al analizar
directamente el material genético, evitan las variaciones debidas al efecto ambiental, son
independientes del estado de desarrollo de la planta, poseen un efecto epistatico minimo o
nulo, y pueden ser analizados en nimero muy alto garantizando amplia cobertura del genoma
(Ferreira et al., 1998; Martinez et al., 2004).

En referencia a los marcadores de ADN, estos varian en cuanto a costo, reproducibilidad,

tiempo empleado, robustez, etc., y pueden dividirse en tres clases:
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- Basados en la hibridacién del ADN: RFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos
de Restriccidon) y VNTR (Repeticiones en Tandem en NUmero Variable).

- Basados en la amplificacion a través de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):
RAPD (ADN Polimorfico Amplificado Aleatoriamente), AFLP (Polimorfismo en la Longitud
de los Fragmentos Amplificados), ISSR (Inter-Secuencias Simples Repetidas) y SSR
(Repeticiones de Secuencia Simple).

- Basados en la secuencia de ADN: SNP (Polimorfismo de Nucledtido Simple) e InDel

(Insercidn/Delecion).

Los marcadores capaces de revelar diferencias entre individuos (de la misma o diferentes
especies) son denominados polimorficos, mientras que aquellos que no pueden discriminar
entre genotipos son llamados monomdrficos. La utilizacion de marcadores moleculares en
combinacion con caracteres morfoldgicos han permitido localizar regiones gendmicas que
controlan caracteres de interés (Ovesna et al., 2002; Weising et al., 2005), ademas permite una

estimacion mucho mas completa de la variabilidad genética.

Los ISSR provienen de la frase Interspread Single Sequence Repeats (Secuencias entre
repeticiones simples o secuencias intercaladas entre los microsatélites) involucran la
amplificacion de segmentos de ADN situados entre dos microsatélites o secuencias repetidas
orientados en direccion opuesta (Zietkiewicz et al., 1994; Gupta et al., 1994) (Fig. 3.1.)
Fueron desarrollados por Zietkewicz et al. en 1994 (citado por Charters & Wilkinson, 2000;
Spooner et al., 2005). Este tipo de marcador genético permite obtener niveles de variacion en
las regiones comprendidas entre diferentes microsatélites que se encuentran dispersas en
varios genomas, particularmente el nuclear. Las regiones consisten en repeticiones en tandem
de motivos simples como (CT), 6 (CA),, ubicadas entre secuencias no repetitivas del genoma
nuclear eucarionte (Gonzéalez & Aguirre, 2007). Las secuencias usadas como iniciadores,
cebadores o primers pueden ser repeticiones de di-, tri-, tetra 0 pentanucledtidos anclados (con
1 a 4 bases degeneradas extendidas sobre la secuencia adyacente) o no anclados (Zietkiewicz
et al., 1994; Reddy et al., 2002).
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Fig. 3.1. Amplificacion con un cebador (CA), anclado en el extremo 5’ con tres nucledtidos extras.
Se amplifica el segmento intermedio entre dos secuencias de microsatélite en orientacion invertida.

La longitud de las secuencias de microsatélites tiende a ser altamente variable entre
individuos debido a las altas tasas de mutacion que experimentan durante la replicacion del
ADN en el proceso de meiosis. No requieren informacién previa de secuencia de la especie y
gracias a la abundancia de secuencias repetitivas distribuidas por todo el genoma, los
marcadores ISSR amplifican maltiples loci y generan patrones multilocus de considerable
polimorfismo (Tsumura et al., 1996). Presentan humerosas ventajas en comparacion con otros
marcadores basados en PCR debido a la alta variacion que detectan, no necesitan grandes
cantidades de ADN, tienen mayor reproducibilidad debido a la longitud de los cebadores (16-
25 pb), lo que permite el uso de temperaturas de hibridacion 6 annealing mas altas (45-60 °C)
en la PCR, alcanzando mayor especificidad. Por otro lado, para disefiar los cebadores no es
necesario conocer la secuencia del genoma del organismo en estudio y pueden visualizarse
tanto en geles de agarosa como de acrilamida. Finalmente, son sencillos de montar, rapidos,
eficientes y poco costosos. En cuanto a las desventajas, la homologia de las bandas es incierta.
El polimorfismo genético detectado por los ISSR tiene naturaleza binaria que considera cada
banda como un locus ISSR, es decir el segmento amplificado esta presente o ausente. Las
bandas de ISSRs son consideradas marcadores dominantes. La presencia de la banda
representa el genotipo dominante (homocigota o heterocigota), mientras que su ausencia
representa el genotipo homocigota recesivo (Gonzélez & Aguirre, 2007). Por lo tanto, este
comportamiento no permite discriminar entre un individuo homocigota de aquel que solo
Ileva una copia del segmento apto para la amplificacion (heterocigota) lo que determina una

herencia de tipo dominante. Se asume que existen dos alelos por locus.

Los ISSRs pueden ser utilizados como marcadores en la resolucion de maltiples problemas
biolégicos. Los polimorfismos que presentan permiten aplicarlos en la identificacion de
individuos, distincion de variedades intraespecificas (particularmente en especies con

importancia econdmica), identificacion de paternidad y maternidad, mapeo genético,
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evaluacion de diversidad y subdivision genética en poblaciones, reconstrucciones
filogenéticas, introgresion e hibridizacién, y distincion de individuos con origen clonal y
sexual (Zietkiewicz et al., 1994; Wolfe, 2000; Reddy et al., 2002).

En Argentina se han reportado estimaciones de diversidad genética sobre materiales de
Panicum coloratum var. coloratum utilizando marcadores ISSR (Burgos, 2012; Pittaro et al.,
2012). También han sido publicados resultados de estimaciones conjuntas de marcadores

ISSR y SSR con caracteres fenotipicos sobre la var. makarikariense (Armando, 2014).

Las técnicas que se han desarrollado otorgan mayor precision y rapidez en la evaluacién del
nivel y distribucion de la diversidad genética en plantas, son mas econémicas para la
evaluacion de la variacion genética y ofrecen identificacion genotipica precisa, temprana y
eficaz (Forster & Spangenberg, 1999). La identificacién del marcador genético apropiado
dependera de la aplicacion especifica, del nivel de polimorfismo requerido, de la presencia de
facilidades técnicas suficientes y del conocimiento previo o know-how, de la disponibilidad de
tiempo y de las limitaciones econémicas (Spooner et al., 2005).

En este capitulo se evaluara la potencialidad y se desarrollara la caracterizacion molecular de
la diversidad mediante la utilizacion de la técnica de marcadores moleculares de tipo ISSR
con el objetivo de determinar el grado de similitud molecular entre los individuos de cada
cultivar, resultando una herramienta sumamente valida gracias a su reproducibilidad y a su

posible aplicacion sobre cualquier estadio de desarrollo de la especie.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccién de la muestra de material vegetal: Previamente a la extraccién del ADN

gendémico, se seleccionaron 20 individuos pertenecientes a cada uno de los dos cultivares
analizados, cv. Kapivera y cv. Bambatsi (Fig. 3.2). En la seleccién de tales individuos, se
incluyeron la totalidad de aquellas plantas para las cuales se evaludé su caida mediante la
utilizacion de trampas de cariopses (Capitulo 1) y aproximadamente 5 plantas més de cada

cultivar completando el nimero definido previamente.

Las muestras se tomaron a primera hora de la mafiana y correspondieron a hojas jovenes sin
lesiones ni signos de ataque por patdgenos. Las mismas fueron almacenadas en freezer a
- 80°C hasta la extraccién de ADNGg.

7m

7m

16m 16m

Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi
12| 13| 24| 25| 36| 37| 48| 49| 60| 61| 72| 73| 84| 85
11| 14| 23| 26| 35| 38| 47| 50| 59| 62| 71| 74| 83 | 86 N
10| 15| 22 ) 27| 34| 39| 46| 51| 58| 63| 70| 75| 82 | 87
16| 21| 28 | 33|40 | 45| 52| 57| 64| 69| 76 | 81| 88
8 | 17| 20| 29[ 32| 41| 44| 53| 56| 65| 68| 77| 80| 89 s
7 [18] 19303142 43| 5455|6667 78] 79] 20 31| 42[a3] 54 66| 67 ] 78] 79

oo s |w N |-
©

16m 7m 16m

Fig. 3. 2. Distribucion de la toma de muestras para extraccion de ADNg sobre las parcelas.

2.2. Extraccion y cuantificacion de ADN: La extraccion del ADN gendmico se realizo a partir

de muestras de hojas jévenes homogeneizadas de cada genotipo
seleccionado perteneciente a los dos cultivares de P. coloratum var.
makarikariense mediante la utilizacion de un protocolo de
aislamiento a gran escala, modificado respecto a la cantidad de
material a extraer (Weining & Langridge, 1991). La cantidad de
muestra de tejido utilizada para dicho protocolo fue de

aproximadamente 1 mg de hojas frescas (Fig. 3.3).

Fig. 3. 3. Material vegetal para extraccion de ADN.
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Las mismas se molieron con la ayuda de pilones en tubos Eppendorf nuevos y estériles de 1,5
ml y se resuspendieron en 600ul de buffer de extraccion (4% v/v sarkosyl, 0.1M TRIS-HC1,
10 mM EDTA, pH 8.0). Luego de obtener un lisado facil de pipetear se afiadio 100ul del
detergente tensoactivo SDS (dodecilsulfato sodico) a cada tubo de muestra y se incubd en
bafio a 65°C durante 30 minutos. Un volumen de 200ul de NaAc (3 M, pH 4.8) y 400ul de
cloroformo se afiadié a las soluciones y se incubaron en hielo durante 20 minutos. Los tubos
se centrifugaron a 14000 rpm por 20 minutos favoreciendo la separacion de las fases.
Posteriormente, se recuperd el sobrenadante (fase acuosa superior) y se transfirio a nuevos
tubos sin manipular la interfase. Se adicion6 un volumen de 500ul de isopropanol frio (para
precipitar el ADN) y se mezcld por inversion 3-4 veces para luego centrifugar durante 6
minutos a 14000 rpm. Se descartd el sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion.
Finalmente, se realizaron dos ciclos de lavado sobre el pellet resultante: se adicioné 500ul de
alcohol 70% (v/v) y centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos, descartando también el
sobrenadante producto del centrifugado. Los tubos se dejaron secar con la tapa abierta e
invertidos durante toda la noche y luego se re-suspendié el precipitado de ADN obtenido en

100l de agua ultra pura (mili g).

Luego se cuantifico la concentracion y pureza del ADN gendémico de cada una de las muestras

por espectrofotometria utilizando la expresion:
[C] = A260 x factor de dilucion x 50pg/ml

A260: es el valor de absorbancia a esa longitud de onda.
50upg/ml (constante): es la concentracion de ADN doble cadena que genera un valor de

absorbancia = 1.

También se evaluo su calidad e integridad por medio de electroforesis en geles de agarosa al
1,5% m/v en buffer TBE tefiidos con Sybr Safe® DNA gel stain (Invitrogen). La agarosa se
llevé a microondas en dos ciclos repetidos de 20 segundos, se dej6 enfriar hasta
aproximadamente 60 °C y luego se agrego 5 ul de Sybr Safe® cada 50 ml totales de buffer.
Se verti6 en el molde con el peine correspondiente hasta que gelifique. El gel fue colocado en
la camara de electroforesis conteniendo buffer TBE 1X (Tris-HCI 100 mM, Acido Bérico 90
mM, EDTAL1 mM pH 8.0). En los pocillos del mismo se cargaron 4 pl de la muestra
previamente mezclados con 2 ul de buffer de carga. Se utilizo un ADN control como patrén

de cuantificacion y se evaluaron las 20 muestras de cada cultivar. Se aplico corriente
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constante a 140 V durante media hora, transcurrido el tiempo de corrida se visualizd y capturd
la imagen del ADN en el BioRad Gel Doc™ XR+ con el software Image Lab. Los ADNg

extraidos se diluyeron posteriormente para obtener una concentracion aproximada de 28

ng/ul.

2.3. Marcadores moleculares ISSR: Se seleccionaron 7 cebadores (Tabla 3.1) que

demostraron claridad y reproducibilidad de los patrones de bandas mediante amplificaciones
en PCR en estudios realizados por Armando (2014), dentro de un total inicial de 20 cebadores

evaluados por Garayalde et al. (2011) sobre girasoles silvestres.

Tabla 3. 1. Secuencias de cebadores ISSR utilizados para el analisis molecular de Panicum coloratum var.

makarikariense, cv. Kapivera y cv. Bambatsi

ISSR Secuencia ¥’ — 3’

1 GAGAGAGAGAGAGAGAGAT
CTCTCTCTCTCTCTCTTG
CAACAACAACAACAA
CACCACCACCACGC
GACAGACAGACAGACA
GATAGATAGACAGACA
ACTGACTGACCGACTG

~No OB~ WD

La reaccion de amplificacion en PCR fue realizada en un volumen final de 25 pl. Cada tubo
de la mix se prepar6 conteniendo 28 ng de ADN molde, 0,2 mM de cada dNTPs, 350 ng de
cebadores, 1.5 U Go Taq ADN polimerasa (Promega) en buffer 5X.

Las reacciones de PCR para los cebadores ISSR 1, 3, 4, 5, 6 y 7 fueron llevadas a cabo en un
termociclador Biorad T100" mediante el siguiente ciclado: 40 ciclos a 94°C por 40 s,
temperatura de annealing de 52°C por 45 s, 72°C por 1 min 30 s y un paso final de extensién
de 5 min a 72°C. La reaccion de PCR para el cebador ISSR 2 fue idéntica a la descripta
anteriormente, con una modificacion en la temperatura de annealing a 42° C (también por 45
s) (Tabla 3.2 adaptada de Armando, 2014).
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Tabla 3. 2. Temperaturas Optimas de anillado determinadas para cada uno de los cebadores.

ISSR Temperatura 6ptima de anillado

1 52°C
42°C
52°C
52°C
52°C
52°C
52°C

~N o 01k DN

Los productos de amplificacion fueron resueltos en geles de agarosa 2,5% (m/v), corridos a
70 V en buffer TAE 1X durante 180 min, visualizados por tincion con Sybr Safe® vy
fotografiados en BioRad Gel Doc™ XR+ con el software Image Lab.

Se sembraron 20 muestras seleccionadas de cada cultivar de P. coloratum var. makarikariense
por gel, junto con un marcador de peso molecular 100 pb (Promega), de manera que
permitiera comparar los patrones de bandas entre individuos y entre geles (Fig. 3.4). Ademas,
se incorpord un control negativo (tubo extra con todos los reactivos utilizados en la PCR,
excepto ADN) por cada cebador utilizado. Si en esta muestra hay amplificacion significa que
en algun reactivo hay restos de ADN o de producto de PCR que estd contaminando el

experimento.

Fig. 3. 4. Corrida de muestras con marcadores IISR.
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2.4. Caracterizacién de la diversidad genética: Los ISSR son interpretados como marcadores

multiloci con herencia dominante donde la presencia de la banda amplificada incluye al
homocigoto dominante y heterocigoto (evaluados como uno solo) y la banda ausente es

considerada como el caracter homocigoto recesivo.

Se construy6 una matriz de datos en la cual las filas correspondieron a los genotipos de los
individuos evaluados y las columnas a los loci presentes en cada ISSR. Las bandas
amplificadas se codificaron mediante una matriz de tipo binaria, donde en cada locus se
localizan los alelos A y a. La banda presente proviene de la presencia de una copia de A---
(homocigoto dominante - heterocigoto) y se codifica con el nmero “1”. La ausencia de banda

que corresponde al homocigoto recesivo (aaaa) se codifica como “0”.

Previo al analisis de los datos, se seleccionaron aquellos loci cuya frecuencia de bandas
presentes sea superior al 40% en todos los individuos (4 bandas 0 méas). De manera conjunta,
también se realizd un Analisis de Conglomerados (Cluster, en inglés) con la totalidad de los
loci presentes en la matriz binaria con el objetivo de respaldar la seleccion anteriormente

mencionada.

Todos los analisis estadisticos de los caracteres moleculares mencionados se realizaron
utilizando los programas Infostat (Di Rienzo et al., 2011) e Infogen (Balzarini et al., 2016).

Los datos obtenidos se dividieron en tres grupos de evaluacion:

Analisis univariado de los datos moleculares: La descripcion de la diversidad genética fue

realizada mediante el andlisis de:

N° total de loci amplificados,

- N° de loci polimorficos,

- N° promedio de loci por ISSR,

- Porcentaje de polimorfismo (% P): proporcion de loci polimérficos en relacion al
numero total de loci, calculados por ISSR,

- Numero de bandas exclusivas.

Analisis multivariado de los datos moleculares: Se realizaron Analisis de Conglomerados

(Cluster) utilizando el algoritmo de Ward y como metrica la distancia Dice -sqrt(1-S)-, tanto
para la totalidad de los loci obtenidos en la matriz original como para aquellos seleccionados

segun el criterio sefialado, con el objetivo de poder interpretar la naturaleza y composicion de
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la variabilidad fenotipica total observada. Segun los resultados arrojados en el dendrograma,
se construy6 una nueva matriz para realizar el Anélisis de la Varianza Molecular (AMOVA) a
un criterio de clasificacion para comparar la variacion molecular entre cultivares y entre

genotipos dentro de cada cultivar.

Analisis de la asociacién entre la diversidad molecular y la caida de cariopses: Estas

observaciones se realizaron con el fin de revelar asociaciones entre la variabilidad molecular
detectada en el presente capitulo y la variabilidad fenotipica detectada para el caracter “caida
de cariopses -2017 y 2019-” en el capitulo 1. Inicialmente, se comprobd mediante Shapiro
Wilks si las variables evaluadas seguian una distribucion de tipo normal. Debido a que tal
supuesto no se cumplio, se realiz6 un analisis de varianza no paramétrico Kruskall Wallis para
asociar el polimorfismo molecular (para distintas bandas seleccionadas de ISSR) a la
variabilidad fenotipica observada en la caida de cariopses. Las evaluaciones se realizaron a
nivel individual, cada loci perteneciente a su correspondiente ISSR con el caracter fenotipico

mencionado.
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3. RESULTADOS

3.2. Extraccidn y cuantificacion de ADN: El protocolo de aislamiento y purificacion del ADN

utilizado de acuerdo a Weining & Langridge (1991), proporciono resultados aceptables en
términos de pureza y cantidad de ADN para todas las muestras analizadas. La cuantificacion
de la concentraciéon y pureza del ADN gendmico se realizé a través de espectrofotometria
(Anexo. Tabla VI) y los resultados obtenidos fueron utilizados para determinar la

concentracion del ADN de partida.

La observacion del ADNg en geles de agarosa (Fig. 3. 5), demostr6 que el ADN de partida se

encontraba integro.

Fig. 3.5. Integridad del ADN en gel de agarosa 1,5% (m/v).

3.3. Marcadores moleculares ISSR: Luego de digitalizar las imagenes obtenidas de los geles
de electroforesis mediante luz ultravioleta en Gel Doc”~ XR+ (BioRad) con el software Image
Lab como se muestra en la Fig. 3.6 -a, b, ¢ -, se procedié a realizar el analisis molecular de los
40 individuos de Panicum coloratum var. makarikariense (20 individuos pertenecientes a
cada cultivar en estudio). EI control negativo sembrado no demostré amplificacion en ninguno
de los ISSR evaluados, esto permitié confirmar la inexistencia de contaminantes en el
producto de PCR.

El marcador de peso molecular se visualizO mediante once fragmentos: 100-1000 pb en

incrementos de 100 pb, mas una banda a mayor altura de 1500 pb.
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Fig. 3. 6. Perfil de bandas obtenido en gel de agarosa 2,5% (m/v) para distintos marcadores ISSR.
a) ISSR 1. b) ISSR 4. ¢) ISSR 5.

3.4. Caracterizacién de la diversidad genética: La caracterizacion molecular de la diversidad

mediante marcadores moleculares ISSR para los 40 genotipos se detalla en los tres grupos de

analisis a continuacion.

Ambos cultivares demostraron una gran cantidad de bandas amplificadas para la totalidad de
los genotipos analizados. De un total de 426 bandas amplificadas, se lograron amplificar 280

bandas a partir del cultivar Kapivera y 146 bandas a partir del cultivar Bambatsi.

Analisis univariado de los datos moleculares: A partir del analisis de 20 individuos de P.

coloratum var. makarikariense cv. Kapivera y 20 individuos de P. coloratum var.
makarikariense cv. Bambatsi se obtuvo un total de 42 bandas ISSR (loci) de las cuales el

100% fueron polimorficas. Se muestran los resultados obtenidos a partir de la cuantificacién
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de los perfiles de marcadores ISSR (Tabla 3.3). El nimero de loci promedio detectado por
ISSR fue de 6.

Tabla 3. 3. Parametros de diversidad genética para cada ISSR. (Li: nimero de loci totales por ISSR; L,: nimero
de loci polimorficos por ISSR; %P: porcentaje de polimorfismo en cada ISSR)

ISSR Secuencia 5° — 3’ L+ Lp % P
1 GAGAGAGAGAGAGAGAGAT 7 7 100%
2 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 6 6 100%
3 CAACAACAACAACAA 2 2 100%
4 CACCACCACCACGC 8 8 100%
5 GACAGACAGACAGACA 11 11 100%
6 GATAGATAGACAGACA 4 4 100%
7 ACTGACTGACCGACTG 4 4 100%

El cultivar Kapivera mostrd la mayor variabilidad y el mayor nimero de bandas privadas en

los loci mencionados en la Tabla 3.4.

Tabla 3. 4. Namero de bandas exclusivas por ISSR y por cultivar.

ISSR 1 2 3 4 5 6

Loci A5 Al A5 Al A8 A2 Al2 A5
Kapivera 9 11 4 4 7 5 0 4
Bambatsi 0 0 0 0 0 0 12 0

Andlisis multivariado de los datos moleculares: Inicialmente se realiz6 un Analisis de

Conglomerados (Cluster) utilizando el algoritmo de Ward y como métrica la distancia Dice -
sqrt(1-S)- para la totalidad de los loci presentes en la matriz binaria. Dentro de los resultados
arrojados, si bien existe una diferenciacion de los cultivares (Fig. 3.7), se visualiza un grupo
intermedio donde la diferenciacion no resulta del todo clara. La medida de proximidad

obtenida a través de la correlacién cofenética fue de 0,63.
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Fig. 3. 7. Dendograma basado en la distancia Dice para la totalidad de los loci de los individuos de P. coloratum var. makarikariense (Infostat).

Distancia Dice para establecer separaciones entre grupos: 1,75.
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Por este motivo, se efectu6 un nuevo Andlisis de Conglomerados (Cluster) idéntico al
anterior, utilizando el algoritmo de Ward y como métrica la distancia Dice -sqrt(1-S)- pero
teniendo en cuenta Unicamente a aquellos loci seleccionados mediante el criterio de presencia
de bandas en al menos el 10% de los individuos analizados. Aqui los genotipos presentan una
clara tendencia a la diferenciacién, que se visualiza a través del ordenamiento de la
variabilidad (Fig. 3.8), de acuerdo al cultivar al cual pertenecen. La medida de proximidad

obtenida a través de la correlacién cofenética fue de 0,59.
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Fig. 3. 8. Dendograma basado en la distancia Dice para los loci seleccionados de los individuos de P. coloratum var. makarikariense (Infostat).

Distancia Dice para establecer separaciones entre grupos: 1,60.



Se llevd adelante un analisis AMOVA (Infogen) utilizando la matriz binaria con los loci
selectos (cuya poblacién fueron los genotipos y como métrica se mantuvo la distancia Dice -
sqrt(1-S)-) debido a que fue el criterio que mejor se adaptd. Los resultados obtenidos
demuestran que no se encontraron diferencias significativas tanto entre cultivares como dentro
de los mismos (p > 0,05). Posiblemente esto se deba a la existencia de muchas bandas
ausentes para la distancia Dice, quien no considera dobles ausencias o dobles 0.

Por este motivo y con el objetivo de evitar este obstaculo estadistico, se propuso efectuar un

AMOVA con la utilizacion de una nueva distancia.

El AMOVA también se llevd adelante con la matriz binaria de los loci seleccionados
utilizando la distancia Euclidea. Los resultados observados manifiestan la existencia de
diferencias significativas (p > 0,05), tanto entre cultivares como dentro de los mismos. En
promedio, el 74% de la varianza molecular se encontré entre individuos de cada cultivar, y el
26% restante se debid a la varianza molecular entre cultivares para los loci seleccionados.
Esta distancia permite confirmar las diferencias observables en el dendrograma siguiente (Fig.

3.9), y resulta sustancioso a la hora de complementar el Cluster.

Se llevé a cabo un nuevo Analisis de Conglomerados (Cluster) utilizando el algoritmo de
Ward y como métrica la distancia Euclidea -sqrt(1-S)-. Los resultados indicaron que la
diferenciacion entre cultivares se mantiene (Fig. 3.9), y resulta similar a la encontrada con la

distancia Dice.
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Fig. 3. 9. Dendograma basado en la distancia Euclidea entre individuos de P. coloratum var. makarikariense (Infogen).

Distancia Euclidea para establecer separaciones entre grupos: 32.
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Analisis de la asociacion entre la diversidad molecular y la caida de cariopses: Las variables

analizadas mediante el test Shapiro-Wilks no cumplieron las premisas de normalidad (p <
0,05). En consecuencia, al no presentar una distribucion de tipo normal los marcadores
moleculares ISSR y el caracter fenotipico “caida de cariopses -2017 y 2019-” se compararon
mediante el test no paramétrico Kruskall Wallis para identificar asociaciones. La mencionada
estadistica no paramétrica se aplico como alternativa al ANOVA por no requerir que las
poblaciones cumplan con los supuestos estadisticos, como la distribucion normal de la

poblacion.

Un primer andlisis se realizo para determinar la existencia de diferencias significativas entre
cultivares. No se encontraron diferencias significativas para la variable “Total caida de
cariopses 2017 y “Total caida de cariopses 2019” entre cultivares (Tabla 3.5). Esto permitio
analizar la asociacion como unico conjunto de datos.
Tabla 3. 5. Analisis de la varianza no paramétrica (Infostat).

Variable Cultivar N Medias D.E. Medianas H p

Total caidos 2017 Bambatsi 14 42,14 52,24 23,00 2,98 0,0840
Total caidos 2017 Kapivera 16 22.25 29,44 7,50

Variable Cultivar N Medias D.E. Medianas H D
Total caidos 2019 Bambatsi 14 46,00 53,92 27,00 1,50 0,2187
Total caidos 2019 Kapivera 16 25,75 33,95 10,00

Para poder detectar la asociacion, fue necesario analizar en forma conjunta e integrada los loci
seleccionados de cada uno de los 7 marcadores moleculares ISSR vy el caracter en estudio. La
hipétesis nula postulada fue que no existieron diferencias para las variables entre los loci de
los marcadores moleculares. Esta hipotesis fue probada por separado para cada loci del

marcador molecular correspondiente.

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en tres loci del ISSR 2 y en un locus
del ISSR 5 (ver informacion Tabla 3.6 y en Anexo).
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Tabla 3. 6. Resultados significativos obtenidos mediante el test Kruskall Wallis (0=0,05).

Media
Caracter ISSR  Loci p Presencia  Ausencia
) ©)
2 All 0,0128 11,75 38,73
Total caida de cariopses 2017 2 A4l 0,0086 12,33 44,33
5 A111  0,0093 15,08 44,12
2 All 0,0287 14,88 42,59
Total caida de cariopses 2019 2 A2 0,0431 9,38 44,59
2 A4l 0,0375 16 48

Las bandas encontradas asociada al caracter en estudio, se hallaron en mayor frecuencia en el

cultivar Kapivera.
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4. DISCUSION

Si bien Panicum coloratum es una especie que ha sido estudiada en una gran variedad de
aspectos, la informacion disponible en cuanto a investigaciones referidas a la diversidad
molecular con marcadores moleculares es realmente muy escasa (Burgos, 2012; Komatsu &
Hossain, 2017). El conocimiento y la evaluacién de los rasgos morfolégicos son muy
importantes y no pueden ser reemplazados por técnicas moleculares. Los resultados de los
estudios moleculares deben ser considerados como complementarios a la caracterizacion
morfologica de los individuos (Karp, 1997; Spooner et al., 2005). Por este motivo, los
resultados obtenidos en este trabajo constituyen un importante aporte para la organizacion de
la informacion existente en la especie, la ampliacién de la base genética disponible y su

posterior utilizacion en el mejoramiento vegetal.

Diversos autores han mencionado la importancia de seleccionar adecuadamente un método de
extraccion de ADN que permita la obtencion de resultados confiables para los estudios de
variabilidad molecular en plantas. Esto involucra una gran cantidad de aspectos, entre ellos, la
capacidad de procesar un elevado numero de muestras empleadas en los programas de
mejoramiento, la implementacion de métodos de purificacion que provean ADN de alta

calidad y la extraccion rapida, simple y de bajo costo (Boiteux & Simon, 1999).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la extraccion de ADN mediante el uso de un
protocolo descripto inicialmente para trigo por Weining & Langridge (1991) y adaptado a
Panicum coloratum fue adecuado para la totalidad de las muestras de ambos cultivares debido
a su relativa rapidez y simplicidad. A pesar de que la adaptacion de la técnica no demostro
mayores inconvenientes durante el proceso de extraccién y el producto obtenido fue
considerablemente eficiente, es recomendable la utilizacion de un kit comercial que
incorpore un sistema de tratamiento con DNasa que asegure un producto de muy alta calidad
y con niveles de contaminacion practicamente nulos. En diversos estudios moleculares
referidos a tejidos vegetales se ha utilizado la extraccion de ADN basada en la utilizacién del
kit comercial “Total RNA Isolation System” (Kobs, 1998; Wiskerchen, 1998).

Con la utilizacion de los marcadores ISSR, se amplificaron un total de 42 loci para la var.
makarikariense, de los cuales el 100% fue polimoérfico, un nimero considerablemente mayor
al encontrado por Armando et al. (2014) quienes reportaron un 88% de polimorfismo en los

117 loci totales evaluados. Estos elevados valores de polimorfismos resultan similares a los

91



encontrados por Cidade et al. (2008) en accesiones de Paspalum notatum Flugge,
especialmente en los ISSR (GA)s-G y (CTC)s-RC que son marcadores con secuencias de
nucleotidos muy similares a los ISSR 1 y 2 utilizados en el presente trabajo de tesis, donde
demuestran un 100% de polimorfismo. Ademas, con los marcadores moleculares utilizados, el
cultivar Kapivera demostré el mayor nimero de bandas exclusivas en los ISSR 1, 2, 3, 4 y 6.
El cultivar Bambatsi mostré bandas exclusivas en un loci del ISSR 5.

Molecularmente, ambos cultivares demostraron una gran cantidad de bandas amplificadas
para la totalidad de los genotipos analizados. Esto resulta posible debido a que los marcadores
moleculares de tipo ISSR contienen secuencias repetidas pre-disefiadas, muy frecuentes y
abundantes en el genoma que permiten amplificar multiples loci de manera simultanea sin la
necesidad de conocer previamente las secuencias del genoma de la especie en estudio
(Zietkiewicz et al., 1994).

A partir de la variacion encontrada entre los individuos de Panicum coloratum var.
makarikariense resulta posible dividir a la especie en sus dos cultivares Kapivera y Bambatsi
a través de un AMOVA mediante la utilizacion de la distancia Euclidea. Hernandez et al.
(2015) utilizaron dicha distancia en un Analisis de Conglomerados (Cluster) para marcadores
moleculares dominantes (RAPD) de manera complementaria e integral a su investigacion,
demostrando valores significativos de similitud para la totalidad de los aislamientos de
Diaporthe-Phomopsis. De manera similar, Pioli et al. (2003) utiliz6 una matriz binaria para
marcadores RAPD en genotipos fungicos con la cual logr6 agrupar aislamientos de Diaporthe
phaseolorum segln su interaccion con genotipos de soja que portaban genes de resistencia al
cancro del tallo mediante un dendrograma utilizando la distancia Euclidea como método de

similitud entre ellos.

Finalmente, mediante la aplicacion de dicha distancia, resultd posible dividir a la especie en
los dos cultivares en estudio gracias a la existencia de un patron claramente definido que
tiende al agrupamiento de los genotipos. Ademas, resulta sumamente necesario un analisis
morfologico mas exhaustivo y preciso para que los resultados obtenidos resulten en

caracteristicas representativas de la especie.

El cv. Kapivera ha sido parte de un vasto proceso de mejora y probable aumento de su
variabilidad, por este motivo fue que mostro la mayor diversidad genética. Este resultado

desde el punto de vista de los progresos de la seleccién fue inesperado, debido a que en
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nuestro pais el cultivar mas difundido resulta ser el cv. Bambatsi. Armando et al. (2014)
manifestaron que la “accesion CM” que representaba a la semilla comercial (Bambatsi)
exhibié como resultado que sus materiales gozaron de una mayor variabilidad poblacional.
Ademas, también podria ser posible que el cruzamiento o la propagacion de individuos del cv.
Bambatsi con una base genética estrecha genere poblaciones con menor variabilidad. Sumado
a esto, seria sumamente necesario incluir a los ISSR evaluados a lo largo de este trabajo en
una corrida con un perfil de acrilamida ya que aportaria una mayor definicion y claridad en el
perfil de amplificaciéon. De la misma manera, hubiera sido beneficioso tener el dato
fenotipico contabilizado para la totalidad de los individuos evaluados y poder sumar

informacion a través de la realizacion de Procrustes.

En estudios posteriores, seria interesante comparar la variabilidad detectada en los dos
cultivares de la var. makarikariense con otro tipo de marcador molecular. Los SSR utilizados
por Armando et al. (2014) desarrollados para otras especies del género Panicum derivaron de
genotecas Yy de bases de datos con secuencias de ADN que se expresan. Si bien los resultados
obtenidos con ambos tipos de marcadores han sido similares, los ISSR pueden considerarse
marcadores de mas fécil aplicacion al tratarse de una especie para la cual no se cuenta con
genotecas disponibles, ademas de ser mas informativos gracias a la cantidad de loci
amplificados por iniciador. Un detalle a tener en cuenta en la utilizacion de marcadores
moleculares de tipo SSR es que al tratarse de una especie tetraploide y en la cual, los
microsatélites provienen de especies cercanas, €S necesario tener presente algunas

consideraciones para la interpretacion de los resultados.

Los resultados del andlisis de la asociacion entre la diversidad molecular y la caida de
cariopses permiten sugerir la existencia de regiones gendmicas (gen/genes) delimitados por

los ISSR 2 e ISSR 5 para el caracter caida de cariopses.

Por otro lado, si bien para el loci A2 del ISSR 2 se encontraron diferencias significativas solo
en el afio 2019, es posible explicarlo debido a los efectos ambientales que permitieron

expresar dichas diferencias.

Estos resultados agregan nueva informacion sobre la diversidad genética, contribuyendo al
conocimiento biologico de esta especie y asistiendo a futuros programas de mejoramiento

geneético y conservacion de esta especie.
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5. CONCLUSIONES

La caracterizacion y evaluacion de la diversidad genética de los cultivares Kapivera y
Bambatsi de P. coloratum var. makarikariense disponibles en la Facultad de Ciencias
Agrarias (UNR) constituyen un paso importante para su posible incorporacion a proximos
programas de mejoramiento desarrollados para la especie. Los marcadores moleculares ISSR
demostraron ser eficaces para la distincion de los cultivares analizados y se ha observado una
amplia variabilidad en la especie. Se encontraron amplicones portados principalmente por el

cv. Kapivera cuya presencia estuvo asociada a una menor caida de cariopses.
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PROSPECTIVAS

Hoy en dia, se reconoce una marcada tendencia en aumentar el uso de este recurso forrajero
debido a su alto potencial y a su gran adaptacién sobre ambientes hostiles, donde
predominantemente se situa la actividad ganadera. Es importante conocer la variabilidad en
los caracteres relacionados al crecimiento y desarrollo de los materiales a fin de poder
planificar estrategias en el manejo del forraje que permitan ajustar el pastoreo a las
caracteristicas morfo-fisioldgicas de las plantas (Colabelli et al., 1998). Es necesario sumar
estudios complementarios que incluyan otros caracteres relacionados a la evaluacién de la
produccion forrajera, la calidad de la pastura y la eficiencia de la misma bajo pastoreo del

ganado.

La incorporacién de P. coloratum en los sistemas de produccion argentinos es relativamente
reciente; puede encontrarse esta especie principalmente en el centro y norte del pais (con una
proporcion interesante dentro de la Region Pampeana). Se espera que en un futuro cercano,
otras zonas posibles de utilizacion comiencen su expansion aprovechando no solo la
variabilidad genética que ofrece sino también la gran capacidad de adaptacion a diversos

ambientes.

Se concluye que a través de la caracterizacion fenotipica y molecular descripta pudo evaluarse
la diversidad y estructura de la coleccion de P. coloratum, permitiendo diferenciar a ambos
cultivares. En caso de que se desee comenzar un programa de mejoramiento tendiente a
incrementar la retencion de cariopses, de forma tal de poder cosechar en forma mas eficiente
la semilla mejorada genéticamente, la alta heredabilidad en sentido estricto detectada para este
caracter a las 5 semanas y la identificacion de amplicones de ISSR asociados a una mayor
retencion indican que es posible obtener adecuadas respuesta a la seleccion artificial y que
este proceso selectivo puede ser asistido con marcadores moleculares para incrementar su

eficiencia, respectivamente.

En base a los resultados podemos sefialar que si bien ambos cultivares se diferencian
morfol6égica y genéticamente, son necesarios futuros estudios para profundizar dichos

aspectos.
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ANEXO

Capitulo |

Tabla I a. NUmero de cariopses caidos en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera. Afio 2017.

N° planta Namero de cariopses caidos —otal caidos
S1 S S3 S4 Ss Se Sz Sg

4 0 0 0 3 4 17 34 9 67
11 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 3 0 0 0 0 3
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 4 12 0 16
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 11 13 8 17 4 53
38 0 0 0 0 0 0 9 15 24
45 0 0 0 0 7 0 1 3 11
49 0 0 0 0 0 0 1 0 1
56 0 0 0 0 4 0 0 0 4
64 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 8 25 57 90
75 0 0 0 1 2 2 9 7 21
81 0 0 2 0 0 0 0 0 2
90 0 0 0 0 7 49 7 1 64

Total caidos 0 0 2 18 37 88 115 96 356

Tabla I b. Namero de cariopses caidos en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi. Afio 2017.

EEEEE RIS

5 0 0 9 18 7 34
14 0 0 0 0 1 0 8 0 9
21 0 0 0 0 1 5 10 37 53
25 0 0 0 0 0 0 2 0 2
34 0 0 0 0 1 12 31 17 61
39 0 0 0 0 0 0 2 12 14
48 0 0 0 0 0 2 5 7 14
52 0 0 0 0 0 13 15 8 36
55 0 0 0 4 6 105 70 17 202
63 0 0 0 3 20 0 1 0 24
69 0 0 0 0 1 4 0 4 9
74 0 0 0 4 1 4 22 62 93
81 0 0 0 0 1 0 4 12 17
90 0 0 5 0 0 1 9 7 22

Total caidos 0 0 5 11 32 155 197 | 190 590
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Tabla I c. NUmero de cariopses caidos en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera. Afio 2019.

\° planta NuUmero de cariopses caidos Total caidas
S1 S, S3 Sy Ss Se S7 Ss

4 0 0 0 2 9 15 30 41 97
11 0 0 0 1 0 0 0 0 1
16 0 0 0 3 2 4 2 1 12
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 3 15 6 24
30 0 0 0 5 3 0 0 0 8
33 0 0 0 9 12 21 20 17 79
38 0 0 0 0 0 0 5 3 8
45 0 0 0 0 0 0 1 4 5
49 0 0 0 0 0 0 1 0 1
56 0 0 0 0 0 0 0 0 0
64 0 0 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 3 5 6 13 23 50
75 0 0 0 1 3 3 7 11 25
81 0 0 0 0 0 5 0 7 12
90 0 0 0 0 10 24 20 36 90

Total caidos 0 0 0 24 44 81 114 | 149 412

Tabla I d. Namero de cariopses caidos en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi. Afio 2019.

5 0 0 0 0 0 11 23 34 68
14 0 0 0 0 2 1 6 4 13
21 0 0 0 0 1 4 7 15 27
25 0 0 0 0 0 0 4 6 10
34 0 0 0 0 2 34 61 52 149
39 0 0 0 0 0 0 1 0 1
48 0 0 0 0 0 0 3 5 8
52 0 0 0 0 0 0 11 27 38
55 0 0 0 6 14 42 59 47 168
63 0 0 0 2 7 23 9 17 58
69 0 0 0 0 2 11 6 8 27
74 0 0 5 4 6 39 13 9 76
81 0 0 0 0 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Total caidos 0 0 5 12 34 165 | 204 | 224 644
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Tabla Il a. Datos meteoroldgicos semanales. Afio 2017.

Pp media 0,00 | 4,21 [14,57( 0,00 | 0,06 | 0,00 | 0,00 | 1,93

°T media 23,21(24,27|22,69(16,86|17,91( 17,6 | 22,03 (15,13

°H media 83,00(81,86|76,71(73,07|82,71(72,71|79,71 | 83,33
Vientos medios 2 2 3 2 2 2 2 2

Tabla Il b. Datos meteoroldgicos semanales. Afio 2019.

| S | S | So | S| S | S | S| S

Pp media 0,7110,71 (0,00 11,49 (3,71 | 3,06 | 1,76 | 7,07

°T media 16,94118,91|20,36|18,71|18,47|16,16 (17,67 | 15,83

°H media 79,13182,10|75,74|77,90|79,39|88,31(81,70(90,63
Vientos medios 0 0 0 0 0 0 0 0

Semillas germinadas 49 135
Semillas no germinadas 11 15
Total 60 150

Tabla Il b. Valores porcentuales de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense.

Semillas germinadas 81,7 90
Semillas no germinadas 18,3 10
Total 100 100

Tabla Il a. Valores absolutos de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense.
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Tabla Il c. Valores absolutos de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Total
Semillas germinadas 5 4 5 6 6 6 3 4 5 5 49
Semillas no germinadas 1 2 1 0 0 0 3 2 1 1 11
Total 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 60
Tabla 111 d. Valores porcentuales de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera.
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Total
Semillas germinadas 8,3 6,7 8,3 10 10 10 5 6,7 8,3 8,3 81,7
Semillas no germinadas 1,7 3,3 1,7 0 0 0 5 3,3 1,7 1,7 18,3
Total 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100

Tabla 11l e. Valores absolutos de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi.

Semillas germinadas 14 10 14 15 14 14 14 13 14 13 135
Semillas no germinadas 1 5 1 0 1 1 1 2 1 2 15
Total 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 150

Tabla Il f. Valores porcentuales de semillas germinadas en Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi.
Semillas germinadas 9,3 6,7 9,3 10 9,3 9,3 9,3 8,7 9,3 8,7 90
Semillas no germinadas 0,7 3,3 0,7 0 0,7 0,7 0,7 1,3 0,7 1,3 10
Total 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
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Capitulo 11

Tabla IV a. NUmero de cariopses caidos en la progenie de Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera.
Afio 2019.

\° planta Ndmero de cariopses caidos en la progenie - tal caidos
Sl Sz 83 S4 S5 Se 87 Sg
K4 0 1 0 0 0 0 0 0 1
K4y 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K4 0 0 0 0 3 15 20 40 78
Kéiv 0 0 1 2 10 15 18 0 46
K72, 0 0 16 20 25 43 49 97 250
K72y, 0 0 6 10 23 25 0 0 64
K72 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K72v 0 0 4 6 14 47 50 65 186
K72y 0 0 4 4 12 14 16 19 69
K90, 0 0 8 10 20 4 0 0 42
K90y, 1 0 0 0 1 0 0 0 2
K90y 0 0 0 2 3 7 0 0 12
K90y 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total caidos 1 1 39 54 | 111 | 170 | 153 | 221 750

Tabla IV b. Numero de cariopses caidos en la progenie de Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi.
Afio 2019.

B21, 0 1 10 11 15 7 30 102 176
B21 0 0 3 5 9 20 27 40 104
B21i 0 1 3 5 7 17 30 73 136
B21,v 1 0 0 0 0 0 0 1 2
B34, 1 0 0 0 0 0 0 0 1
B34, 0 0 12 15 20 20 20 23 110
B34, 0 0 2 4 21 70 96 120 313
B34,y 0 1 5 13 25 29 35 39 147
B55, 0 0 11 16 19 16 22 35 119
B55), 0 0 0 0 1 10 12 20 43
B55), 0 0 0 0 0 12 30 59 101
B55,v 0 0 0 3 5 9 15 18 50
B74, 5 1 7 10 14 18 30 72 157
B74, 0 0 3 7 13 7 0 0 30
B74, 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total caidos 7 4 56 89 149 | 235 | 347 | 602 1489
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Tabla IV c. Nimero de cariopses caidos en la progenie de Panicum coloratum var. makarikariense cv. Kapivera.

Afio 2020.
\° planta Numero de cariopses caidos en la progenie Total caidas
Sl Sz 83 S4 S5 Ss

K4, 0 1 0 0 0 0 1

K4, 0 0 0 0 3 5 8
K4y 0 0 0 0 3 9 12
K4\ 0 0 1 2 10 15 28
K72, 0 0 9 12 25 33 79
K72y 0 0 6 10 23 25 64

K72y 0 0 0 0 0 0 0
K72\ 0 0 4 6 14 32 56
K72y 0 0 4 4 12 14 34
K90, 0 0 8 10 20 4 42

K90y, 1 0 0 0 1 0 2
K90y, 0 0 0 2 3 7 12

K90,y 0 0 0 0 0 0 0
Total caidos 1 1 32 46 114 | 144 376

Tabla IV d. Numero de cariopses caidos en la progenie de Panicum coloratum var. makarikariense cv. Bambatsi.

Afio 2020.

B21, 0 1 7 11 15 7 41
B21 0 0 3 5 9 20 37
B21i 0 1 3 5 7 17 33
B21,v 1 0 0 0 0 0 1
B34, 1 0 0 0 0 0 1
B34, 0 0 9 11 15 20 55
B34, 0 0 2 4 17 30 53
B34,y 0 1 5 13 20 29 68
B55, 0 0 10 16 19 16 61
B55), 0 0 0 0 1 10 11
B55, 0 0 0 0 0 12 12
B55,v 0 0 0 3 5 9 17
B74, 3 1 7 10 14 18 53
B74, 0 0 3 7 13 7 30
B74, 0 0 0 0 0 0 0
Total caidos 5 4 49 85 135 195 540
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Tabla V a. Datos meteoroldgicos semanales. Afio 2019,

Pp media 0,00 | 4,04 | 457 | 0,04 | 3,70 | 0,00 | 9,06 | 8,13

°T media 28,11126,33|25,19|22,36|21,31|20,61|18,53 (18,11

°H media 82,10|82,86|77,72|74,37|80,81|72,10| 78,67 | 83,00
Vientos medios 2 3 3 2 2 3 2 2

Tabla V b. Datos meteorolégicos semanales. Afio 2020.

Pp media 0,00 (0,01 (0,00 (0,9 [ 1,11 | 0,06

°T media 27,14 129,11|28,32|28,11 | 27,06 | 26,16

°H media 65,16 |70,10|62,54|67,90 69,79 | 77,61
Vientos medios 0 0 0 0 0 0

117



Capitulo 111

Tabla VI. Mediciones de muestras de ADN extraido en espectrofotometro.

CC ADN (ug/ml) | Integridad (A260/A280) | Pureza (A260/A230)

K1 160 1,73 1,05
K4 107 1,3 1,4
K7 40 1,88 1,3
K11 60 1,71 1,71
K16 111 1,86 1,86
K23 69 1,83 1,78
K24 75 1,8 1,53
K30 103 1,67 1,78
K33 44 1,68 1,67
K38 135 1,83 2,2
K42 143 1,78 1,93
K45 52 1,8 1,86
K49 82 1,9 1,54
K54 70 1,87 1,48
K56 72 1,9 2,1
K64 92 19 1,45
K72 115 1,77 1,92
K75 89 1,88 2,2
K81 25 2 1,8
K90 114 1,86 1,95
B3 39 2,1 1,9
B5 168 1,63 1,71
B14 45 1,63 1,4
B17 72 1,81 1,52
B21 31 1,93 1,25
B25 81 1,87 1,95
B34 135 1,83 1,86
B39 32 1,74 1,44
B41 72 1,9 1,61
B48 81 1,91 1,67
B49 53 1,75 1,68
B52 65 1,88 1,5
B55 61 1,7 1,32
B63 38 2,14 1,37
B69 37 1,7 1,15
B74 94 1,86 1,92
B81 54 2,1 2,3
B88 20 2,1 0,68
B89 75 1,7 1,4
B90 33 1,52 1,16
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Demostracion de la existencia de asociacion entre la diversidad molecular vy la caida de

cariopses (p < 0,05)

Variable All N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2017 0 22 38,73 45,55 21,50 6,18 0,0128
Total caidas 2017 1 8 11,75 22,64 1,00

Variable All N Medias D.E. Medianas H je)
Total caidas 2019 0 22 42,59 47,33 26,00 4,76 0,0287
Total caidas 2019 1 8 14,88 30,71 4,50

Hay diferencias significativas entre el loci A1l del ISSR 2 y el caracter total caida de

cariopses 2017 y 2019.

Variable A2 N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2017 O 22 39,45 46,60 23,00 3,52 10,0602
Total caidas 2017 1 8 9,75 9,66 7,50

Variable A2 N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2019 0 22 44,59 48,86 27,00 4,07 0,0431
Total caidas 2019 1 8 9,38 10,23 6,50

Hay diferencias significativas entre el loci A2 del ISSR 2 y el caracter total caida de cariopses

para el afio 2019.

Demostracion de la inexistencia de asociacién entre la diversidad molecular y la caida de

cariopses (p > 0,05)

Variable A3l N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2017 0O 25 33,36 44,69 16,00 0,25 10,6159
Total caidas 2017 1 5 22,40 27,37 21,00

Variable A3l N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2019 0 25 36,72 46,30 13,00 0,15 0,6960
Total caidas 2019 1 5 27,60 39,85 8,00

No hay diferencias significativas entre el loci A31 del ISSR 2 y el carécter total caida de

cariopses 2017 y 2019.

Variable A51 N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2017 0O 25 33,36 44,69 16,00 0,25 0,6159
Total caidas 2017 1 5 22,40 27,37 21,00

Variable A51 N Medias D.E. Medianas H o)
Total caidas 2019 0 25 37,00 46,10 13,00 0,41 0,5210
Total caidas 2019 1 5 26,20 40,83 8,00

No hay diferencias significativas

cariopses 2017 y 2019.

entre el loci A51 del ISSR 2 y el caracter total caida de
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